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Glossaire

AC : Courant Alternatif

ATCC : American Type Culture Collection
BACS : Buoyancy Activated Cell Sorting

CCR : Cancer Colorectal

CSCs : Cellules Cancéreuses Souches

DC : Courant Continu

DEP : Diélectrophorése

DLD : Déplacement Latéral Déterministe

DM : milieu de culture défini indifférenciant les cellules
EVs : Vésicules Extracellulaires

FACS : Fluorescence Activated Cell Sorting

fem © Facteur de Clausius-Mossotti

fro1 : Premiére Fréquence de Transition

fw2 : Deuxiéme Fréquence de Transition

GBM : Glioblastome Multiforme

MVE : Endosome Multivésiculaire

nDEP : Diélectrophorése Négative

NHS : N-hydroxysulfosuccinimide

NK : Natural Killer

NM : milieu de culture normal différenciant les cellules
pDEP : Diélectrophorése Positive

PDMS : PolyDiMéthylSiloxane

gPCR : quantitative Polymerase Chain Reaction
RMS : Root Mean Square

SVF : Sérum Feetal de Veau

UHF : Ultra Haute Fréquence
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Introduction Générale

Notre organisme est composeé d'environ 200 types de cellules différentes de par leur fonction ou
leur spécialisation. Le renouvellement de celles-ci est permis gréace au cycle de division cellulaire appelé
mitose. A chaque étape du cycle, des processus de régulations extracellulaires et des points de contrdle
intracellulaires assurent son bon fonctionnement et 1’obtention de deux cellules filles identiques. En
I’absence de signaux prolifératifs ou lorsque la cellule vieillit et devient sénescente, ¢’est-a-dire lorsque
la cellule a atteint son nombre maximal de duplications, elle est mise en état de quiescence et ne se
divise plus. De plus, en présence de dommages cellulaires non réparables comme des mutations de
I’ADN ou des anomalies chromosomiques, les cellules démarrent un processus de mort programmée
appelée apoptose. Cependant, lorsque I’accumulation d’anomalies génétiques devient trop importante,
les mécanismes de régulation peuvent devenir défaillants, entrainant un déréglement du cycle cellulaire.
Certaines cellules acquiérent la capacité de proliférer de maniére anarchique et excessive et de devenir
immortelles. Les mutations liées aux genes oncogéniques favorisent et activent le fonctionnement
anormal de la cellule tandis que les génes « suppresseurs de tumeur » mutés deviennent inactifs. Ces
cellules déréglées, dites cancéreuses, ne répondent plus aux stimuli de la régulation cellulaire. Elles
finissent par former dans le tissu d’origine une masse appelée tumeur. La seconde étape dans la
progression du cancer est la vascularisation de ce dernier afin d’y apporter les nutriments et 1’oxygéne
nécessaires a la prolifération cellulaire, jusqu’a ce que les cellules cancéreuses développent la capacité
de migrer et de voyager a travers les réseaux sanguin et lymphatique afin de coloniser les organes voisins

et y former des métastases.

Selon I’Institut National du Cancer, les cancers représentent la premiére cause de déces
chez I’homme, et la deuxiéme chez la femme en France. En effet, on parle « des » cancers car chaque
type de tumeurs posséde ses propres caractéristiques : ils se développent a des vitesses différentes, et
répondent a des traitements différents. Le cancer colorectal (CCR), ou cancer du c6lon et du rectum, est
le troisieme cancer le plus fréquent au niveau national. Il touche chaque année plus de 43 000 personnes
et cause environ 17 000 déces. Dans plus de 80 % des cas, il provient d’une tumeur bénigne qui évolue
lentement et finit par devenir cancéreuse. Le taux de survie moyen & 5 ans des patients atteints de CCR
est de 63% en 2018. Ce chiffre est en continuelle augmentation grace aux diagnostics réalisés a des
stades tumorales plus précoces et a des progrés thérapeutiques importants permettant un meilleur suivi

et une meilleure prise en charge des patients.

Malgré ces progreés, la résistance aux traitements reste un probleme majeur et récurrent dans la
prise en charge du cancer colorectal. L'une des hypothéses pour expliquer cet échec thérapeutique repose
sur I'émergence de cellules souches cancéreuses (CSCs) capables de résister aux traitements

radiothérapeutiques et chimiothérapeutiques. En effet, le phénotype indifférencié des CSCs pourrait

Elisa Lambert | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022

21
Licence CC BY-NC-ND 3.0 . - . ' l I



Introduction Générale

expliquer le maintien de la maladie résiduelle, ces dernieres ayant la capacité de régénérer la masse
tumorale, ce qui favoriserait les récidives. Les CSCs reflétent I’agressivité de la tumeur en terme de
prolifération, d’invasion et de colonisation. Leur présence au sein de la tumeur ou en périphérie
représente un facteur de mauvais pronostic pour le patient. C’est pourquoi, aujourd'hui la détection des
CSCs a partir de biopsies de tumeurs de patients en utilisant des biomarqueurs est cruciale pour établir
la valeur pronostique sur la réponse thérapeutique afin d'adapter la gestion de la maladie. Cependant, le
caractére souche reste difficile a identifier pour les biologistes avec les techniques actuelles.

De plus, durant ces derniéres années, les chercheurs se sont particuliérement intéresses aux
vésicules extracellulaires (EVs) sécrétées par les cellules cancéreuses. Elles participent de maniére pro-
active a la communication entre la tumeur et son micro-environnement et il a été suggéré qu’elles
pourraient permettre aux CSCs d’exercer un controle sur les cellules avoisinantes. En particulier, les
EVs pathologiques produites par les CSCs sont soupgonnées de propager 1’agressivité tumorale en
transférant du matériel génétique et protéique capable d’induire une transformation oncogénique des

cellules cancéreuses différenciées.

C’est dans ce contexte que s’inscrit le projet Oncosome Track financé par la région Nouvelle-
Aquitaine et associant les laboratoires d’XLIM UMR-7252 et CAPTUR UMR INSERM 1308 de
I’Université de Limoges. L’objectif du projet est de contribuer a I’émergence de nouvelles stratégies
d’analyse en cancérologie et au développement d’outils diagnostiques permettant d’évaluer simplement

et rapidement les propriétés des EVs afin de les corréler avec le potentiel d’agressivité de la tumeur.

Mes travaux de thése ont consisté a développer un laboratoire sur puce a ondes
¢lectromagnétiques afin d’étudier le potentiel cancérigéne des EVs, en se basant sur le principe de la
di¢lectrophorese (DEP). A partir de 1’exploitation d’un microsystéme développé lors de la thése de
Fatima Hjeij, un des objectifs de mes travaux a été de détecter les cellules reconnues comme étant les
plus agressives en identifiant leurs signatures diélectrophorétiques, afin de pouvoir quantifier I’évolution
du niveau d’agressivité des cellules cibles mises au contact d’EVs. La finalité vise a tirer profit de ces
signatures électromagnétiques pour concevoir des biopuces microfluidiques qui permettront de trier les
cellules les plus agressives d’une tumeur en les séparant par DEP haute fréquence. Des premiers
prototypes de cytometres diélectrophorétiques ont été élaborés précédemment lors des travaux de thése
de Thomas Provent. La poursuite du développement de cet outil constitue un autre des objectifs de mes
travaux de these en collaboration avec Elodie Barthout, doctorante en biologie. Ce manuscrit de thése

se décompose par conséquent en trois chapitres.
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Le premier chapitre permettra de définir le contexte biologique et physique de mes recherches.
Nous verrons plus précisément le réle des nano-vésicules dans la communication intracellulaire et la
tumeur. Puis nous ferons un état de I’art des méthodes actuelles de caractérisation cellulaire, mettant en
avant les avantages de la DEP. Les approches physiques seront décrites, puis nous aborderons
I’originalité de ces travaux de cette thése consistant & monter dans les gammes de fréquences de la

centaine de MHz pour la détection du phénotype indifférencié.

Le second chapitre portera sur la discrimination de cellules présentant un phénotype souche par
le systéme de caractérisation UHF-DEP. Son principe de fonctionnement sera décrit. Dans un premier
temps, nous disposons de deux types de lignées cellulaires commerciales de CCR possédant des stades
différents. Les cellules seront mises en culture dans deux milieux dont 1I’un favorise la différenciation et
I’autre enrichit la culture en CSCs. Puis, les EVs sécrétées par les CSCs seront incubées avec des cellules
cancéreuses différenciées sur des périodes plus ou moins longues. La signature électromagnétique des
populations ainsi incubées sera mesurée pour évaluer si les EVs ont induit des modifications
intracellulaires remarquables sur les cellules initiales. Dans un deuxiéme temps, le potentiel
transformant d’EVs de cultures primaires issues du patient (cellules non immortalisées) sera étudié,

permettant de poser les bases d’une étude pré-clinique.

Le troisieme chapitre présentera la conception et la réalisation d’un cytométre
diélectrophorétique haute fréquence. Une étude et une optimisation de I’architecture du réseau
microfluidique seront réalisées dans le but de collecter les sous-populations cellulaires isolées par
I’action dun champ électrique répulsif généré par un signal de fréquence de plusieurs centaines de MHz.
Les résultats expérimentaux viendront valider le dimensionnement fluidique mais aussi le principe de
déviation par la répulsion du champ électrique a I’aide d’une population cellulaire issue d’une méme
culture cellulaire. Enfin, nous présenterons des résultats préliminaires concernant une premiére preuve
de concept de tri et d’isolation de la sous-population des cellules souches cancéreuses par le cytométre

diélectrophorétique.

Finalement, nous conclurons ce manuscrit par une synthése geénérale et par de futurs
développements qu’il nous semblerait pertinents de mener dans la continuité des travaux que nous avons

réalisés.
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

|. Introduction

Les travaux de cette thése portent sur le développement d’un laboratoire sur puce a ondes
¢électromagnétiques ultra hautes fréquences. Au cours de I’étude, deux systémes microfluidiques seront
présentés : un premier systéme développé lors de travaux antérieurs [1], sera exploité afin de caractériser
et d’analyser des cellules d’'une méme population mais présentant des phénotypes différents ; un
deuxieme systéeme dont le développement a commencé lors de la thése de Thomas Provent [2] et se

poursuivra au cours de cette thése, permet de trier une suspension cellulaire.

Dans ce chapitre, nous allons aborder le contexte biologique de la these. Nous présenterons le
role dans 1’organisme et dans la communication intercellulaire des nanovésicules d’intérét appelées
vésicules extracellulaires (EVs). Ces nanovésicules sont sécrétées par les cellules et dans le contexte de
cette these, nous allons nous intéresser plus particulierement aux oncosomes, c’est-a-dire des EVs
sécrétées par des cellules cancéreuses. De plus, au sein d’une tumeur solide se trouve une sous-
population de cellules appelées cellules souches cancéreuses (CSCs) qui sont des cellules
particuliérement agressives et dont leur role est le sujet de nombreuses études. La notion d’agressivité
du cancer est directement liée a la présence de ce groupe de cellules dans le tissu tumoral. Comme les
CSCs présentent un phénotype plus agressif que les cellules cancéreuses différenciées, on s’attend a ce
gue leurs oncosomes aient un effet plus important. La problématique du projet OncosomeTrack lié a la
these consiste a déterminer le role et ’impact des oncosomes des CSCs sur le potentiel d’agressivité du
cancer. En effet, ces oncosomes semblent avoir une influence importante dans la progression, la
tolérance et I’invasion tumorale, comme nous allons I’expliciter dans la premiére partie de ce chapitre.
Dans ce contexte, les enjeux et attentes des biologistes concernent la caractérisation et le tri cellulaire.
Plus précisément, il s’agit de pouvoir identifier puis séparer les CSCs de I’ensemble de la population de

cellules cancéreuses afin d’en connaitre la proportion et de la corréler au potentiel agressif de la tumeur.

Par la suite, nous exposerons différentes méthodes de séparation cellulaire rencontrées dans la
littérature de maniere non-exhaustive. Nous mettrons en avant les techniques sans marqueurs

biologiques en présentant leurs avantages et inconvénients.

Enfin, nous porterons 1’accent sur la méthode d’analyse et de tri qui fait I’objet de 1’étude de
cette thése. Nous décrirons plus précisément le principe de diélectrophorése sur des particules sphériques
homogeénes puis sur des objets plus complexes comme les cellules du vivant. Nous prendrons en compte
un modele simplifié mono-enveloppe d’une cellule afin d’étudier son comportement diélectrophorétique
a basse et a haute fréquences, mettant en exergue 1’utilisation de cette derniére gamme de fréquence

dans la discrimination des phénotypes cellulaires recherchés. Pour terminer cette étude sur le phénomene
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de diélectrophorése, nous nous intéresserons a 1’influence des cellules biologiques comme objets

diélectriques sur les perturbations locales du champ électrique.

I1. Les vésicules extracellulaires : historique de leur découverte et
leur réle au sein de la tumeur

Les EVs sont naturellement secrétées par 1’ensemble des cellules du corps y compris par les
cellules cancéreuses. Ces derniéres, appelées oncosomes, jouent un réle majeur dans la progression

tumorale et sont soupgonnées d’étre des vecteurs de transfert d’agressivité [3].

I1.1. Que sont les vésicules extracellulaires ?

Les EVs sont des vésicules extracellulaires dont le diametre peut varier entre 30 nm et 200 nm.
Ces nano-vésicules sont sécrétées par différents types de cellules et sont présentes dans les fluides
biologiques tels que le sang, I’urine et la salive. Ces vesicules sont relarguées grace aux endosomes
multivésiculaires (MVESs) qui se forment dans le cytoplasme de la cellule et contiennent les EVs
(Figure 1.1). Puis la membrane des MVEs fusionne avec celle de la cellule, libérant les EVs dans le

milieu extracellulaire [4].

Les EVs ont été observées pour la premiére fois en 1983 [5]. En effet, lors de la mise en culture
de réticulocytes (cellules précurseurs des globules rouges), Pan et Johnstone se sont apergus que le
récepteur de la transferrine (protéine permettant de réguler le stockage du fer) était expulsé des cellules
grace a de petites vésicules : les EVs. Ce fait a été observé durant la maturation des réticulocytes en
hématies, communément appelées globules rouges. Cette maturation est accompagnée de la disparition
du récepteur de la transferrine a la surface des cellules. A ce stade, les chercheurs suggeérerent que les

EVs serviraient aux cellules a évacuer leurs déchets.
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Protéine
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Figure 1.1 : (& gauche) Représentation schématique de la libération des exosomes de la cellule vers le milieu
extracellulaire. (& droite) Schéma d'un exosome et de son contenu [4]

Cependant, en 2007, Lotvall et Valadi [6] ont montré que les EVs jouent un role important dans
la communication intercellulaire en transportant du matériel génétique (ADN, ARN, ARNm, miARN)
ainsi que des protéines et des protéines transmembranaires. Il est important de noter que les acides
ribonucléiques (ARN, miARN...) régulent I’expression des protéines et donc peuvent modifier le
contenu protéinique des cellules cibles. Tout ceci est protégé grace a la membrane plasmique des
exosomes, constituée d’une bicouche phospholipidique, ce qui empéche la dégradation et la dispersion
dans le milieu extracellulaire de son contenu (Figure 1.1). De ce fait, chaque EV est caractéristique de
la cellule qui I’a secrétée [7]. Le contenu des EVs a été recensé et classifié selon le type de cellules les
sécrétant, dans des bases de données publiques et accessibles sur internet : ExoCarta® et Vesiclepedia?.

Une fois dans le milieu extracellulaire, les EVs sont reconnues par les cellules cibles grace aux
protéines transmembranaires et extracellulaires présentées a la surface de la membrane des EVs. Cela
active différentes voies de signalisation cellulaire permettant 1’incorporation des EVS, telles que la
phagocytose, ’endocytose ou bien la fusion directe avec la membrane plasmique de la cellule hote, afin
de transférer le matériel génétique et protéique dans le cytoplasme [8]. La présence d’une membrane

plasmique permet aux EVs une assimilation plus aisée par les cellules.

En étant ’'un des éléments principaux de la communication intercellulaire, les EVS sont
impliquées entre autres dans les fonctions immunitaires [9], le développement et la différenciation des
cellules souches [10], les fonctions neuronales [11] et la régénération tissulaire [12], [13]. Les EVs sont

soupgonnées d’étre des médiateurs dans la propagation de maladies, notamment en transportant des

! Site : http://exocarta.org/#
2 Site : http://microvesicles.org/
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peptides responsables de maladies neurodégénératives tels que I’amyloide-B, la protéine tau (pour la

maladie d’Alzheimer) et les prions (pour les encéphalopathies spongiformes transmissibles) [14].

Comme les autres cellules, les cellules tumorales sécrétent leurs propres EVSs, appelées
oncosomes dont nous allons a présent décrire plus en détail le role.

11.2. Les oncosomes : les vésicules extracellulaires sécrétées par les cellules
cancéreuses

Les oncosomes sont activement et abondamment sécrétées par les cellules tumorales et sont
specifiques du type de tumeur [15]. Transportant le matériel génétique provenant des cellules
cancéreuses, le role de ces vésicules dans le développement des tumeurs suscite I’intérét de nombreux

chercheurs (Figure 1.2).
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Figure 1.2 : Description schématique du r6le des oncosomes (points rouges) dans la genése des tumeurs. (A)
Favorisation de la vasculogénése et de la prolifération des cellules tumorales dans le micro-environnement de la
tumeur. (B) Préparation des niches pré-métastatiques. (C) Dérégulation des fonctions immunitaires en entravant
la réponse anti-tumorale. (D) Recrutement des cellules souches de la moelle osseuse [16].
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Les oncosomes agissent a différents endroits dans le corps et ont des roles différents en fonction du stade

de la tumeur comme nous allons le détailler ci-dessous.

11.2.1. Dans le micro-environnement de la tumeur

Le micro-environnement tumoral présente un pH plus acide autour de 6 (il est d’environ 7,4
dans le sang), ce qui encouragerait la sécrétion d’oncosomes et leur absorption par les cellules saines.
Une étude menée par Parolini [17] sur I’influence du pH sur les EVS, montre qu’en milieu acide, les
propriétés physiques et chimiques de la membrane plasmique des EVs sont modifiées : la rigidité de la
membrane augmente lorsque le pH diminue et la composition lipidique de la membrane se voit enrichie
des lipides SM et GM3. Ces lipides facilitent la fusion des oncosomes avec la membrane plasmique des

cellules avoisinantes.

De plus, les EVs spécifiquement secrétées par les cellules cancéreuses contiennent du matériel
génétique et protéinique comme par exemple le géne codant la protéine P53, responsable de la régulation
du cycle cellulaire et de 1’apoptose (mort cellulaire programmée), des génes codant des facteurs de
croissance, la protéine KRAS (qui favorise la prolifération cellulaire) et la protéine MET [16]. Cette-
dernieére favorise le développement de la tumeur mais aussi 1’angiogenese (formation de nouveaux
vaisseaux sanguins) afin d’alimenter la tumeur en nutriments. Ces genes et ces protéines sont appelés
« proto-oncogénes » car ils favorisent la division cellulaire. La mutation de ces génes peut provoquer

un déréglement du métabolisme cellulaire, engendrant ainsi un cancer.

Une fois absorbé par les cellules voisines a la tumeur, le contenu oncogene des oncosomes a le
potentiel d’initier des réponses cellulaires, ce qui faciliterait I’assimilation des caractéristiques tumorales
aux cellules voisines [17]. La vascularisation de la tumeur est également favorisée, permettant

d’apporter des nutriments et de I’oxygéne nécessaires aux cellules cancéreuses pour leur survie [18].

11.2.2. Dérégulation du systéme immunitaire

Le systéme immunitaire permet de différencier le « soi » du « non-soi » et de se défendre de ce
dernier a I’aide de systémes innés et adaptatifs. Les cellules cancéreuses sont des cellules du « soi » dont
I’ADN a subi des mutations, entrainant une prolifération incontrolable de ces cellules devenues
immortelles. En 1992, une étude concernant la reconnaissance des cellules cancéreuses par les
lymphocytes T, a mis en avant la présence d’antigénes tumoraux exprimés a la surface des cellules
cancéreuses [19]. Les antigénes sont des fragments de peptides représentatifs de 1’état de la cellule qui

permettent la surveillance immunitaire.
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Les cellules du systéme inné interviennent en premier face a 1’agent pathogeéne dans
I’organisme. Les cellules Natural Killers (NK) sont des lymphocytes cytotoxiques du systéme inné. Elles
ont deux roles majeurs : induire I’apoptose des cellules infectées et sécréter des cytokines IFN-y,
molécules activant les macrophages. Les NK peuvent reconnaitre les cellules du « non-soi » grace a des
anticorps ou si elles ne présentent pas ou trés peu de complexes majeurs d’histocompatibilité de classe
I (CMH 1) a leur surface. Ces derniéres molécules permettent de présenter des antigenes aux cellules de
I’'immunité. Les NK sont capables de reconnaitre les cellules tumorales comme du « non-soi » et ainsi
d’induire leur mort cellulaire. Afin de combattre le systeme immunitaire, les oncosomes neutralisent
I’activité cytotoxique des NK [16]. En effet, il a été montré que lorsque les NK incorporent les
oncosomes dans leur cytoplasme, I’expression de la perforine est bloquée. La perforine est une des
molécules responsables de la lyse des cellules, elle joue un réle majeur dans le contréle de la croissance
des tumeurs. Cette protéine est produite grace a I’activation de la kinase JAK3 par la phosphorylation
de la molécule STATS. Les oncosomes blogquent la phosphorylation et par conséquent 1’expression de
la perforine [20]. lls sont aussi responsables de la réduction de la prolifération des cellules NK. En effet,
dans le cas du cancer du poumon, les chercheurs Cong et Wang ont quantifié le nombre de globules
blancs en fonction du stade de la tumeur [21]. Le nombre de NK diminue drastiquement a partir du stade
2 du cancer, qui correspond a 1’expansion tumorale. Ceci peut étre expliqué par le blocage de la mitose
(division cellulaire) des cellules NK par les oncosomes. Ces derniers vont bloquer 1’expression de la
cycline D3, responsable de la transition de la phase G1 (phase de croissance) a la phase S (phase de
réplication de I’ADN) de la mitose [20]. Les oncosomes réduisent donc la prolifération des cellules NK

et entravent leur activité cytotoxique, permettant ainsi la progression de la tumeur.

Les cellules du systéme immunitaire adaptatif interviennent plus tardivement apres 1’infection.
Elles sont composées de lymphocytes B, et de lymphocytes T. Ces cellules sont spécifiques, ¢’est-a-dire
qu’apres une sélection clonale, les lymphocytes ayant reconnu ’antigéne de 1’agent pathogéne sont
activés et proliferent. Cette activation est induite par la molécule interleukine IL-2, sécrétée par les
lymphocytes T-auxiliaires. Afin de se soustraire a la surveillance du systeme immunitaire, les cellules
cancéreuses sécrétent des oncosomes portant sur leur surface la protéine transmembranaire ICOSL. Ce
peptide, une fois présenté a son récepteur ICOS, va induire la prolifération des lymphocytes T-
régulateurs [22]. Ce type de cellules inhibe I’activité immunitaire en consommant I’interleukine IL-2 et
en sécrétant des cytokines suppressives telles que 1’IL-10 ou TGF-f. Ces lymphocytes participent a la
tolérance de la tumeur. De plus, les oncosomes peuvent directement intervenir pour entraver 1’activité
des lymphocytes T-auxiliaires et T-cytotoxiques en délivrant la cytokine TGF- 1 [23]. Cette molécule

agit également sur les lymphocytes B en induisant leur apoptose [24].
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11.2.3. Préparation des niches métastatiques dans les sites secondaires

Les métastases constituent le stade final de la progression d’un cancer. Ce sont des tumeurs qui
se développent dans des organes autres que celui abritant la tumeur primaire. Elles se sont formées a
partir des cellules cancéreuses de la tumeur initiale, qui ont migré gréce aux vaisseaux lymphatiques et
sanguins. Selon I’Institut National du Cancer?, les métastases sont responsables de 90 % des déces par

cancer.

Méme si la formation des métastases reste peu comprise, en 1889, Paget constate que sur plus
de 735 patientes atteintes d’un cancer du sein, 241 ont aussi développé un cancer du foie et 70 un cancer
du poumon [25]. Il suggére que la distribution des métastases n’est pas aléatoire et que certains organes
sont prédisposés afin de devenir des sites secondaires. 1l remarque notamment que les propriétés du
microenvironnement des organes jouent un role important dans 1’implantation des métastases. Il établit
I’hypothéese « seed and soil », en suivant la métaphore d’une plante (la tumeur initiale) qui, pour se
développer, parséme ses graines (cellules cancéreuses) et ne croit que sur un sol fertile (site secondaire).
Les oncosomes modifient le microenvironnement des organes afin de « préparer le terrain » pour

I’invasion tumorale [16], on parle alors de niche pré-métastatiques.

Une des voies possibles a la modification du microenvironnement est le recrutement des cellules
souches de la moelle osseuse. Les cellules cancéreuses sécrétent des facteurs de croissance, des
cytokines et des protéines solubles afin de mobiliser les cellules de la moelle osseuse. Quant aux
oncosomes, ces derniers « éduquent » les cellules souches de la moelle osseuse afin d’induire soit un
phénotype pro-vascularisation (notamment grace a la protéine MET) soit un phénotype pro-métastatique
[26]. Avec ce dernier phénotype, les cellules de la moelle osseuse remodélent la matrice extracellulaire
en sécrétant activement le récepteur de la fibronectine, une protéine facilitant 1’adhésion cellulaire. Puis,
cette protéine est fabriquée par les fibroblastes, cellules responsables de la formation de la matrice
extracellulaire [27].

De plus, les oncosomes permettent de modifier directement le milieu extracellulaire des sites
secondaires en induisant la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes [28]. Ces cellules ont la
particularité de se contracter grace a la production d’actine. Elles sont présentes lors de blessures et
participent a la cicatrisation en maintenant la plaie fermée et en produisant abondamment du collagene.
Dans le cas d’un cancer, I’accumulation des myofibroblastes permet de supporter la croissance de la

tumeur et la vascularisation [16] (Figure 1.2).

3 Site : https://www.e-cancer.fr/
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Les oncosomes produits par les cellules cancéreuses participent a la progression et a la
croissance tumorale, a I’angiogenése, a la tolérance immunitaire vis-a-vis de la tumeur mais aussi au

développement des métastases dans les sites secondaires.

11.3. Le transfert d’agressivité des cellules souches cancéreuses via les
oncosomes

Le terme de cancer agressif englobe plusieurs notions telles que sa capacité a proliférer
rapidement, de migrer et former des métastases mais aussi sa résistance aux traitements conventionnels.
Le grade d’une tumeur permet de définir son niveau d’agressivité en se fondant sur I’aspect physique
des cellules cancéreuses. Le grade augmente avec le risque de développement rapide du cancer et
d’apparition de métastases. De plus, & haut grade, le risque de réapparition de la tumeur apres rémission
compléte, est élevé. Malgré I’amélioration des thérapies conventionnelles, et d’aprés le journal Cancer
Therapy Advisor?, le risque de récidives s’éléve a 17 % pour le cancer colorectal et a 30 % pour le cancer
du sein (chiffres pour les Etats-Unis). Quant au glioblastome (GBM), qui représente 20 % des tumeurs
du cerveau, le taux de récidive est de 90% a 100 %. Le glioblastome est la tumeur cérébrale la plus
fréquente et la plus maligne a I’4ge adulte. Il est classé comme étant un gliome de haut grade (grade 1V),

considéré comme les tumeurs les plus agressives du systeme nerveux central.

Les rechutes et ’agressivité des tumeurs peuvent étre en partie expliquées par I’hétérogénéité
présente au sein de la population cellulaire de la tumeur, tant au niveau génétique que morphologique
[29], ce qui constitue un défi thérapeutique. Cette hétérogénéité est suscitée par la présence de cellules
dites « hidden tumor initiating cells » appelées cellules souches cancéreuses (CSCs) au sein du tissu
tumoral [30]. Cette sous-population possede les caractéristiques des cellules souches, c’est-a-dire
qu’elles présentent un phénotype indifférencié associé & des capacités d’auto-renouvellement, ce qui
permet de régénérer I’ensemble de la tumeur. De plus, en raison de leurs propriétés de cellules
quiescentes, ¢’est-a-dire dormantes, les CSCs sont résistantes a la radio et a la chimiothérapie ciblant
préférentiellement les cellules proliférant trés rapidement (Figure 1.3) [30]. Par conséquent, la présence

de CSCs dans les tumeurs solides est signe de forte agressivité du cancer.

4 Site : https://www.cancertherapyadvisor.com/
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Figure 1.3 : Schéma explicatif du réle des CSCs dans la résistance thérapeutique et I’apparition de rechutes [31]
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L’acquisition de la résistance a la chimiothérapie de certaines cellules de la tumeur ou des tissus
environnants ajoute une difficulté au traitement contre le cancer, ce qui rend ce dernier plus agressif.
Les CSCs, étant indifférentes aux traitements conventionnels actuels, peuvent avoir transmis cette
caractéristique aux cellules cancéreuses différenciées via les oncosomes. En effet, les chercheurs du
laboratoire CAPTUR et du CHU de Limoges ont mis en avant ce phénomeéne dans le cas du GBM [3].
Ils se sont intéressés au géne YKL-40 qui est associé a un état indifférencié des cellules du GBM, c’est-
a-dire qu’il est fortement exprimé par les CSCs. L’extinction de ce géne a pour conséquence la
détérioration de la capacité de prolifération et de formation de neuro-spheéres en culture in vitro qui sont
liées au phénotype souche, réduisant ainsi 1’agressivité des cellules cancéreuses du fait de la perte de
1’état indifférencié. Les oncosomes produits par les cellules indifférenciées ont été mis en contact avec
les cellules dont I’expression du gene YKL-40 est éteinte. Ces derniéres ont recouvré leurs fonctions
biologiques de prolifération active, les rendant plus agressives grace au transfert de protéines par les
oncosomes. Ces résultats mettent en évidence le mécanisme de propagation du caractere agressif via les

oncosomes dans le cas du GBM.

Dans ce contexte, I’objectif des travaux de cette thése est d’étudier le rdle et I’impact des
oncosomes dans le transfert d’agressivité des cellules tumorales dans le cadre des cancers colorectaux.
Pour ce faire, I’idée est de mettre en contact des oncosomes sécrétés par les CSCs avec des cellules
cancéreuses différenciées et de caractériser ces derniéres quelques jours aprés 1’ingestion des
oncosomes. L’avantage de 1’outil de caractérisation cellulaire utilisé réside dans sa capacité a
discriminer les CSCs des cellules cancéreuses différenciées. Autrement dit, dans ce projet, ce ne sont
pas les EVs directement qui seront caractérisées par voie électromagnétique mais ’effet qu’elles
produisent sur les cellules. La détection par des biomarqueurs des CSCs capables de transférer leur

caractere agressif au sein des tumeurs solides donne une valeur pronostique pour évaluer la virulence de
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la tumeur et prévenir le risque de récidive. La notion de biomarqueurs peut étre définie de maniére
générale comme n’importe quel indicateur biologique mesurable capable de reconnaitre une population
cible. 1l peut étre de différentes natures : cellulaire, moléculaire en utilisant des marqueurs, ou basé sur
des caractéristiques physiologiques et morphologiques. Actuellement, I’identification des CSCs peut
étre réalisée grace a des biomarqueurs immuno-fluorescents couplés a la cytométrie en flux et/ou a
I’analyse protéinique. Cependant, 1’une des principales difficultés rencontrées dans la caractérisation
des CSCs est le manque de marqueurs véritablement spécifiques a ces cellules. C’est pourquoi un panel
de biomarqueurs génériques est analysé pour identifier la présence de CSCs en fonction du niveau
d’expression de ces biomarqueurs génériques. Néanmoins, ces marqueurs pouvent étre également
exprimés individuellement par d’autres cellules cancéreuses [30] et par des cellules souches non
cancéreuses [32], [33]. Le marqueur le plus couramment utilisé est le CD133 qui est une protéine
transmembranaire dont la fonction biologique reste encore floue [34]. Les cellules du GBM exprimant
fortement le marqueur sont capables de former des embryons de tumeurs sous forme de neuro-sphéres
en culture in vitro, caractéristiques des CSCs. Cependant, selon [31], il existe un sous-ensemble de CSCs
qui n'expriment pas le marqueur CD133, ce qui limite son utilisation pour reconnaitre les cellules
souches du GBM par rapport a d’autres cellules non CSCs. Les CSCs ne peuvent donc pas étre
identifiées par la seule expression de CD133, il en va de méme pour le cancer colorectal (CCR) [32].

Parmi les immuno-marqueurs les plus utilisés, en plus de CD133 on peut trouver :

e Nanog : ce facteur de transcription régule I’auto-renouvellement et la pluripotence des cellules
souches embryonnaires. Une expression élevée de Nanog dans le cancer est corrélée a des
propriétés malignes telles que I’invasion cellulaire, la clonogénicité et la résistance

thérapeutique [37])

e Sox2: dans le CCR, il est localisé dans les cellules de la crypte de 1’épithélium intestinal,
constituant les cellules souches. Sox2 blogue la différenciation des cellules et son expression

est corrélée avec I’invasion métastatique et des ganglions lymphatiques [38]

e Oct4 : il est exprimé dans le cytoplasme des cellules et est responsable du maintien des cellules
souches, de la croissance tumorale et des métastases. Cependant, il est également exprimé dans

les cellules normales du c6lon [38])

e Bmil: il joue un réle important dans l'auto-renouvellement et la prolifération des cellules

souches cancereuses [39]

e Lgr5: il est uniquement exprimé par les cellules souches de la crypte intestinale en cours de

division. Son expression coincide avec la croissance et la récidive tumorale [38].

Nanog, Sox2 et Oct4 sont responsables de la capacité des CSCs a maintenir leur pluripotence et leur

auto-renouvellement [33].

Elisa Lambert | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022

34
Licence CC BY-NC-ND 3.0 . - . ' l I



Chapitre I. Contexte biologique et physique

Le gold standard pour classifier une cellule comme étant cancéreuse souche reste un test
fonctionnel tel que la clonogénicité. Ce test consiste a vérifier la capacité d’une CSC isolée des autres
cellules a initier et générer une tumeur [40]. Cependant, de telles expériences nécessitent jusqu'a 20 a
40 jours de processus et ne sont donc pas viables pour étre mises en ceuvre en routine clinique. On
comprend bien que les biologistes ont donc besoin de pouvoir caractériser plus rapidement les CSCs et
les identifier, afin de pouvoir adapter le traitement contre le cancer. Par la suite, d’autres méthodes de

caractérisation seront abordées.

I11. Le tri cellulaire comme outils de caractérisation

Dans cette partie, nous allons voir différentes méthodes de tri cellulaire a des fins de
caractérisation. Les procédés conventionnels utilisent des immuno-marqueurs afin d’effectuer le tri
cellulaire. Cependant, d’autres méthodes sans marqueurs se développent et nous verrons pourquoi une
stratégie sans marqueurs est particulierement pertinente dans le contexte de la caractérisation des

cellules souches cancéreuses.

I11.1. Méthodes avec marqueurs cellulaires

I11.1.1. Fluorescence Activated Cell Sorting (FACYS)

La cytométrie en flux activée par fluorescence (FACS) est la méthode d’analyse et de tri
cellulaire la plus répandue dans les laboratoires (Figure 1.4). Son principe est basé sur le marquage des
cellules cibles au sein de la suspension cellulaire a 1’aide d’anticorps couplés a un fluorochrome. Cette
suspension hétérogeéne est introduite dans le cytomeétre en flux avec une vitesse trés importante de 1’ordre
de 10 m/s [41]. Grace a des flux de focalisation latéraux, les cellules sont alignées au centre du cytométre
puis passent une par une devant un systéme optique. Ce systeme est compos¢ d’un faisceau laser et de
deux détecteurs. Un premier détecteur collecte les données sur la taille des cellules en analysant
I’intensité de la lumiére absorbée par ces derniéres. Un deuxiéme détecteur, situé a 90° du premier,
recueille les données concernant la structure intracellulaire (granulosité, rapport nucléo-
cytoplasmique...) avec ’intensité de la lumiére diffusée. Si les cellules cibles passent devant le systeme
optique, alors un signal de fluorescence sera émis et détecté. A partir de ce dernier, on obtient deux
informations : le nombre de cellules exprimant le marqueur d’intérét et I’intensité de la fluorescence qui

est proportionnelle a la quantité de marqueurs dans chaque cellule.
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A la sortie du cytométre se trouve une buse vibrante, fractionnant le flux en gouttelettes et
enfermant une unique cellule. En fonction de I’intensité de fluorescence détectée précédemment, les
gouttelettes sont chargées électriqguement. Puis ces gouttelettes chargées sont déviées grace a des
déflecteurs électromagnétiques. Les cellules sont donc isolées et triées.
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Figure 1.4 : Principe de fonctionnement d’un cytométre en flux par fluorescence®

Le FACS est une technique de tri et d’analyse performante permettant d’obtenir plusieurs
informations concernant la morphologie cellulaire et la signature fluorescente & partir d’une population
hétérogene de cellules. Depuis sa création a la fin des années 60 par Herzenberg [42], le cytométre en
flux a été optimisé jusqu’a atteindre une vitesse de tri de 50 000 cellules par seconde [43]. De plus,
I’analyse individuelle des cellules permet d’obtenir un taux de pureté trés élevé de plus de 95 % [44].
Cependant, le fractionnement en gouttelettes par vibration cause des dommages aux cellules. En post-
tri, la viabilité des cellules baisse de 10 % et beaucoup de débris cellulaires peuvent étre observés dans

I’échantillon recueilli [45]. Un autre désavantage est le codt important du cytomeétre en flux qui compte

5 Source : https://www.bio-rad.com/fr-fr/applications-technologies/benefits-fluorescence-activated-cell-sorting-stem-cell-
research?ID=Q0JH51RT8IG9
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en plus du systéme optique, un module de tri électrique ainsi que les colts relatifs a 1’analyse elle-méme

dont en particulier celui des fluorochromes a coupler avec les cellules cibles.

111.1.2. Buoyancy Activated Cell Sorting (BACS)

En réponse au prix colteux de la cytométrie en flux par fluorescence, la technique de tri
cellulaire activé par flottabilité (BACS) a été développée a partir de 2010 [46]. Cette technique repose
sur la flottabilité de microbulles. Elles sont recouvertes par une couche soit de lipides, soit de polymeéres
ou encore de protéines, et leur cceur est composé de gaz. Leur diamétre est de I’ordre du micrométre.

Les microbulles sont fonctionnalisées avec des anticorps spécifiques aux cellules cibles afin de les isoler.

\ Microbulle
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=
Flottabilité o

Gravité
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1. Mise en contact des 2. Mélange pendant 3. Récupération des cellules
microbulles 15 min cibles a la surface

Figure 1.5 : (A) Principe de fonctionnement de la méthode BACS, (B) exemple de fonctionnalisation d'une
microbulle avec lI'anticorps anti-CD44 [47]

La

Figure 1.5A décrit le principe du BACS. Aprés la fonctionnalisation des microbulles, ces
dernieres sont mises en contact avec la population dont on veut isoler des cellules cibles. Lors du
mélange, les microbulles se lient spécifiquement aux cellules cibles gréce a des anticorps a leur surface.
Tandis que les cellules non-cibles sédimentent au fond de 1’eppendorf, les cellules cibles quant a elles,
remontent a la surface. Ces derniéres sont donc isolées, triées et peuvent étre récupérées. Le BACS ne
requiere aucun équipement spécifique et est rapide, ce qui fait que cette technique est plus rentable que

le FACS, mais elle nécessite tout de méme 1’achat des anticorps.
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Grace a cette méthode, il est possible de distinguer des types cellulaires trés proches. L’équipe
du chercheur Liou a utilisé le BACS afin de séparer des cellules du cancer du sein (MDA-MB-231 vs
MDA-MB-453) [47]. Pour se faire, les chercheurs fonctionnalisent des microbulles (Figure 1.5B) avec
les anticorps anti-CD44, qui se lient spécifiqguement aux cellules cancéreuses MDA-MB-231. Les
microbulles sont recouvertes d’une couche de protéine albumine. La protéine biotine est ensuite greffée
a la surface des microbulles grace au composé N-hydroxysulfosuccinimide (NHS) ester. La réaction va
activer le groupe carboxyle de I’albumine afin de réagir avec le groupe amine de la biotine. Puis les
biotines-microbulles sont incubées avec la protéine avidine pendant 2h. La liaison avidine-biotine fait
partie des liaisons non-covalentes les plus fortes connues dans la nature [48]. Enfin, les anticorps

biotinylés sont incubés avec les microbulles.

A MDA-MB-231 cells separated by MBs B MDA-MB-453 cells separated by MBs C Separating Efficiency of Targeted MBs
120 120 1.2
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231. (A) Quantification des cellules MDA-MB-231 collectées dans le culot et dans le surnageant (B) Relation
entre I’efficacité de tri et le nombre de microbulles par cellule (C) Quantification des cellules MDA-MB-453
collectées dans le culot et dans le surnageant [47]

Les résultats quant a 1’efficacité du tri et la spécificité de 1’isolation des cellules MDA-MB-231
sont présentés dans la Figure 1.6. Les microbulles fonctionnalisées avec les anticorps anti-CD44 se lient
specifiqguement aux cellules MDA-MB-231 et permettent de les isoler, puis de les collecter & la surface
de ’eppendorf (Figure 1.6A). Toutes autres cellules, comme les MDA-MB-453, tombent au fond du
culot (Figure 1.6B). Cependant, afin d’augmenter 1’efficacit¢ du tri par BACS, il faut un ratio
microbulles/cellule élevé. Le rendement atteint 90% pour un ratio de 70 microbulles par cellule et 99%

pour un ratio de 185 microbulles par cellule (trait plein sur la Figure 1.6C).

Ces deux techniques présentées, le FACS et le BACS, utilisent des marqueurs spécifiques qui
peuvent se lier & la membrane plasmique des cellules cibles. Ces méthodes de tri requierent pour la
fluorescence, un équipement coliteux et sa maintenance, une formation du personnel ainsi que I’achat

des anticorps spécifiques et la mise en ceuvre des étapes de marquage. Quant au BACS, I’étape

Elisa Lambert | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022

38
Licence CC BY-NC-ND 3.0 . - . ' l I



Chapitre I. Contexte biologique et physique

préparatrice intermédiaire de la fonctionnalisation des microbulles est primordiale et nécessite un temps
de préparation. De plus, le marquage cellulaire peut influencer le comportement de la cellule [49] et
donc limite les analyses supplémentaires et la remise en culture des cellules marquées. En outre, le
probléme évoqué dans la partie précédente concernant la controverse sur les marqueurs spécifiques des
cellules cancéreuses souches, poussent les chercheurs a développer d’autres méthodes de tri cellulaire

sans marqueurs cellulaires, appelées « label-free ».

111.2. Méthodes « label-free »

Les techniques « label-free » peuvent se classifier en 2 catégories. Les méthodes dites passives
qui reposent sur 1’interaction entre les cellules, la géométrie de la puce microfluidique et 1’écoulement
du fluide. Les méthodes actives qui emploient un champ extérieur (acoustique, magnétique, optique ou

électrique) afin de trier les cellules.

111.2.1. Méthodes passives

111.2.1.a. Déplacement latéral déterministe (DLD)

La technique du déplacement latéral déterministe (DLD) permet de trier les particules selon leur
taille. C’est une méthode de tri reposant sur une matrice d’obstacles géométriques disposés dans un
canal microfluidique. L’arrangement spécifique des piliers dans le canal permet de contrbler la
trajectoire des particules en fonction d’un diamétre critique Dc. Les particules dont le diamétre est plus
petit que le diametre critique, suivront le mode « zigzag », tandis que les autres particules avec un
diameétre plus grand, seront déviées en mode « déplacement » (Figure 1.7A). L’effet déterministe vient
du fait qu’en régime laminaire les lignes de courant du fluide ne se mélangent pas et par conséquent, les

particules suivent ces lignes de courant.

Un motif de piliers (Figure 1.7D) est répété périodiquement dans le canal microfluidique. Dp
correspond au diametre des piliers, A a la distance entre deux centres des piliers et AL au décalage
horizontal du centre du pilier par rapport a celui de la ligne précédente. Ces paramétres permettent d’en

déduire la périodicité N du systeme de tri :

N== (1.1)
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Le diamétre critique correspond a [50] :
Dc = 1.4 * (A-D,) * N 048 (1.2)
Ainsi, avec une géomeétrie appropriée, on peut choisir un diametre critique pertinent pour

effectuer le tri. Il est possible de trier des particules de I’ordre du millimétre [51], du micrométre [52] et

méme de I’ordre de la dizaine de nanomeétre [53].

Mode de déplacement
Mode zigzag

Figure 1.7 : Principe du DLD, avec I’exemple d’une périodicité de N = 5. (A) Les particules peuvent se déplacer
soit en mode déplacement, soit en mode zigzag suivant leur diametre ; (B) Le design et ’espacement des piliers
permettent de découper le flux en N = 5 parties égales, serpentant entre les piliers ; (C) Les particules de petites
tailles sont emportées par le flux en mode zigzag, tandis que celles de plus grande taille ne peuvent pas suivre le
déplacement du flux et sont donc déviées ; (D) Description géométrique de la matrice de piliers qui compose le
canal microfluidique [52]

En rencontrant un obstacle, le fluide va se fractionner en N parties égales (Figure 1.7B). Les
lignes de flux vont alors serpenter dans la matrice de piliers sans se mélanger. En effet, a I’échelle de la
microfluidique, 1’écoulement du fluide se fait en régime laminaire ou seule la diffusion joue un réle
important selon la taille des particules [50]. Les particules dont le diamétre est inférieur a Dc, ont leur
centre de gravité situé dans la largeur de la premiére ligne de flux (Figure 1.7C). En régime laminaire,
cette particule restera dans la premiére ligne de flux et donc sinuera entre les piliers, c’est ce qu’on

appelle le mode « zigzag ». Pour les particules dont le diamétre est supérieur a Dc, leur centre de gravité
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se situe en dehors de la premiere ligne de flux. Elles sont alors repoussées vers la deuxiéme ligne de
flux. La déviation continue a chaque rencontre avec un pilier, c’est ce qu’on appelle le mode

« déplacement ».

Le mécanisme de tri du DLD repose donc sur une géomeétrie préalablement dessinée dans le
canal microfluidique. Pour séparer des particules de plus de deux tailles différentes, il est nécessaire
d’insérer des matrices de piliers en série avec un diametre critique Dc différent et de plus en plus petit
[54]. Afin d’avoir un bon rendement de tri, la vitesse du flux est habituellement faible, inférieure a

1 pL/min.

I11.2.1.b. Fractionnement par force de portance et flux de Dean

Indépendamment de la forme du canal microfluidique, les particules subissent deux forces
perpendiculaires au mouvement : la force de portance de cisaillement et la force de portance induite par
la paroi. La premiére force est due au profil parabolique de la vitesse du fluide dans le canal
microfluidique. Le gradient de vitesse du fluide est plus élevé du c6té de la paroi que du centre du canal,
donc la force de portance de cisaillement pousse la particule vers la paroi du canal. Lorsque la particule
se rapproche de la paroi, 1’écoulement du fluide est perturbé par la présence de cette derniére et devient
asymeétrique au niveau de la particule. La force de portance induite par la paroi apparait et repousse la
particule vers le centre du canal. En superposant ces deux forces, on observe une migration latérale dans

le canal microfluidique [55]. La force de portance s’exprime de la maniére suivante [56]:

p U a*

Fp= " fe (1.3)

Avec p la masse volumique du fluide, Um la vitesse maximale du fluide, Dh le diamétre
hydraulique du canal microfluidique, a le diamétre de la particule et fc (= 0,5) le coefficient de portance.
Ce coefficient dépend de la position de la particule dans le canal et du nombre de Reynolds. Il décrit

1’équilibre entre les deux forces de portance.
Cela permet d’en déduire la vitesse de migration latérale d’une particule sphérique [56]:

_ pUxHA®
= 2
p 3rnu Dy

fe (1.4)

Avec [ la viscosité dynamique du fluide.

La vitesse de migration des particules est proportionnelle au volume de la particule. La force de
portance pousse les particules vers la position d’équilibre qui se situe a environ 0,2Dh [55], cette position

ne dépend pas de la taille des particules. Cependant, les particules les plus grandes atteindront leur
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équilibre plus rapidement. Néanmoins, si I’on veut déplacer a leur nouvelle position d’équilibre des
particules de 10 um de diamétre dans un canal de section 100 um x 50 pum avec une vitesse fluidique de
33 mm/s, on atteint une longueur de canal de 12 cm minimum [57]. Le probléme principal est qu’il est

nécessaire d’avoir une vitesse de fluide élevée pour réduire la longueur du canal microfluidique.

La Figure 1.8A propose un systéme d’enroulement du canal microfluidique afin de pallier a ce
probléme. Avec la courbure du canal apparaissent des forces centripétes qui engendrent des variations
de pression et de vitesse du fluide au niveau des parois. Un second flux vient alors s’ajouter au flux

principal : le flux de Dean (en pointillé rouge). Ce flux est caractérisé par le nombre de Dean [56] :

D
- "

Avec Re le nombre de Reynolds et R le rayon de courbure du canal microfluidique.

A nombre de Dean faible (De < 50), le flux se compose de deux vortex circulant dans des sens
opposés. Les particules se trouvant en haut ou en bas du canal sont repoussées vers la paroi interne du
canal. Lorsque les particules sont situées sur le plan médian, elles sont déplacées vers le centre du canal.
La vitesse de migration latérale moyenne ainsi que la force de Dean s’expriment de la maniére

suivante [57] :

Upean = 1,8 ¥ 10* * D13 (16)
Fpean = 3T * Upeapn * a (1.7)

A/

@
S~

—De=0,007 ——De=0,07 De=0,7
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Force de portance/force de Dean
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Diameétre des particules (um)

Figure 1.8 : (A) Interaction entre la force de portance et la force de Dean dans un canal incurvé pour trier les
particules [58] ; (B) Graphique montrant la compétition entre les forces de portance et de Dean en fonction du
diametre des particules a différents nombres de Dean donnés dans un canal de section 100 pm x 50 um et de rayon
de courbure de 3 mm.
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Dans des canaux courbés, la force de Dean et la force de portance entrent en compétition. Le
graphique de la Figure 1.8B montre le ratio entre la force de portance et la force de Dean en fonction du
diameétre des particules pour différents nombres de Dean donnés. Lorsque ce ratio est supérieur a 1, la
force de portance entraine toutes les particules de diamétre plus important vers 1’équilibre a 0,2Dh.
Lorsque le ratio est inférieur a 1, une nouvelle position d’équilibre s’établit en fonction du diamétre de

la particule, a vitesse de fluide fixée. On peut donc séparer des particules de tailles différentes [57], [58].

On remarque que lorsque le nombre de Dean augmente, la gamme de tailles de particules sous
influence de la force de Dean et donc triables diminue. En effet, a vitesse fluidique élevée, les vortex de
Dean sont prépondérants et une recirculation du fluide s’opére. Les particules se retrouvent mélangées

sur toute la largeur du canal et le tri ne peut plus s’effectuer.

Les méthodes de tri passives permettent de séparer des particules de tailles différentes. On peut
imaginer ces principes fluidiques mis en ceuvre pour trier des cellules dont les morphologies sont
hétérogenes. C’est principalement le cas, lorsque 1’échantillon étudié est le sang. Il est possible de
séparer les différentes cellules sanguines : plaquettes dont le diamétre est de 1 um a 3 um, les globules
rouges dont leur diameétre est d’environ 8 um et les globules blancs dont le diamétre varie de 5 um a
20 pum [54]. Cependant, le tri recherché selon le degré d’agressivité de la cellule cancéreuse repose sur
des caractéristiques internes et sur son contenu intracellulaire. Les méthodes passives ne semblent pas

adaptées pour notre cas.

111.2.2. Méthodes actives

111.2.2.a. Pinces optiques

En 2018, le prix Nobel de physique a récompensé le chercheur Ashkin qui a mis au point la
technique des pinces optiques en 1986 [59]. Cette technique permet de piéger et de manipuler des
particules de taille variant de quelques nanomeétres a plusieurs micrometres, grace a un faisceau laser

fortement focalisé.

D’aprés les lois de Snell-Descartes, lorsqu’un rayon lumineux subit un changement de milieu
de propagation en traversant une interface, une partie du faisceau est réfractée tandis que 1’autre partie
est réfléchie (Figure 1.9A). Le phénomeéne de réfraction s’accompagne d’un changement de quantité de
mouvement qui résulte en une force extérieure appliquée sur la particule (Frefraction QUi est dirigée le
long de I’axe optique et vers le point de focalisation). Cette force dite de gradient est d’autant plus

importante dés lors que la particule se trouve proche du point de focalisation du laser. Grace au gradient
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d’intensité gaussien, la particule se retrouve alors piégée au centre du faisceau (Figure 1.9B). De plus,
une force de diffusion est engendrée et pousse la particule dans le sens de propagation du faisceau laser.
Suivant la taille de la particule par rapport a la longueur d’onde du laser, la particule sera soumise soit
a la diffusion de Mie (r > A), soit la diffusion de Rayleigh (r « A). La force de diffusion doit étre
inférieure a la force de gradient pour un piégeage efficace. En balayant le faisceau latéralement, on peut
déplacer des particules. En effet, les pinces optiques ont été utilisées afin de déplacer des cellules
neuronales photoréceptrices non adhérentes sur la boite de culture vers un groupe de cellules neuronales
adhérentes [60].

A/ T

refraction

J { F
EYNI F,

'
F eRectidn

5l \ 1
Figure 1.9 : Principe d’une pince optique. (A) Les rayons lumineux du laser subissent la réflexion et la réfraction

lors du changement de milieu a I’interface de la particule. [61] (B) Les forces résultantes de gradient et de diffusion
entrent en compétition afin de capturer la particule au point de focalisation. [62]

-

objectif

Cependant, la technique des pinces optiques souléve plusieurs désavantages. Tout d’abord,
I’indice de réfraction de la particule doit étre supérieur a I’indice du milieu environnant. En travaillant
avec des objets biologiques, I’intensité du flux lumineux peut étre trop puissante, produisant de la
chaleur et des dommages a 1’échantillon. Enfin, afin de générer des forces de gradient plus importantes
pour rendre le piégeage plus efficace, le faisceau laser doit étre fortement focalisé et pour ce faire, des

objectifs de microscope a forte ouverture numérique doivent étre employés [61].

111.2.2.b. Magnétophorése

La magnétophorese est une technique de tri reposant sur les propriétés magnétiques intrinséques
de I’hémoglobine. Cette protéine est présente dans les globules rouges et transporte de 1’oxygéne des
poumons vers le reste de I’organisme. La présence de cations Fe?* permet la fixation de molécules de
dioxygene. Lors de la fixation a I’ion ferreux, la molécule de dioxygéne est réduite a I’ion superoxyde,

tandis que le cation Fe?* est oxydé en Fe3*. Dans cet état, I’hémoglobine appelée oxyhémoglobine, est
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diamagnétique. En absence d’oxygéne, I’hémoglobine appelée désoxyhémoglobine, est paramagnétique

[49].

Une application de la magnétophorése pour le sang est la détection de complications de
grossesse et des anomalies foetales. Un module microfluidique permet d’isoler les globules rouges
nucléés (NRBC) des autres cellules sanguines [63]. Cependant, il est nécessaire de passer 1’échantillon
dans une matrice de piliers DLD afin de le purifier des globules rouges matures, étant donné que le
diameétre des cellules cibles est 3 a 5 fois supérieur aux globules rouges cibles. Les cellules récupérées
sont ensuite incubées avec du nitrite de sodium NaNO,, afin de rendre les hémoglobines
paramagnétiques. Puis, 1’échantillon est passé dans une colonne magnétique de champ 1,4 T, qui retient
les NRBC tout en laissant passer les globules blancs qui sont eux diamagnétiques. Apres ces deux étapes,
le taux de pureté est de 99,9 % a un débit faible (0,35 mL/h).

Nous avons entrevu dans cette partie, de maniére non exhaustive, différentes méthodes de tri
cellulaire, que ce soit avec marqueurs ou sans marqueur. Plusieurs autres techniques présentes dans la

littérature peuvent également étre mises en ceuvre comme 1’illustre la Figure 1.10.

Sans marqueurs, « Label-free »

Optique Acoustique Electrique Magnétique Fluidique

Fluorescence Actived Cell Pince optique Acoustophorése Electrophorése Magnétophorése Filtrage par
Sorting (FACS) exclusion de taille
Magnetic Actived Cell BT s Filtration

Sorting (MACS) PT— hydrodynamique

Technologie des osmitique Filtration par les

aptameéres vortex de Dean

Buoyancy Activated Cell
Sorting (BACS)

Sédimentation

Déplacement
latéral
déterministe

Figure 1.10 : Différentes méthodes de séparation cellulaire rencontrées dans la littérature. En rouge, la
diélectrophorese sera la technique développée tout au long de ce manuscrit. Adapté de [49], [64]

Parmi ces méthodes, la diélectrophorese est phénomene physique qui repose sur les propriétés
diélectriques des cellules. Cette technique va étre mise a profit dans ces travaux de these et nous allons

tout d’abord en présenter les principes dans la partie suivante.
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IV. Principe de la diélectrophorése

La diélectrophorese (DEP), pour la premiére fois observée par H. Polh en 1951, est un
phénomene physique décrivant le mouvement d’une particule dans un champ électrique non-uniforme
[65]. Ce principe est aujourd’hui notamment utilisé dans le cas de particules électriquement neutres mais
polarisables, comme par exemple les cellules du vivant. Ce qui rend cette technique intéressante est que
ses effets dépendent des propriétés diélectriques intrinseques de la particule [66]. C’est pourquoi, la
diélectrophorése peut étre utilisée dans le cadre de la caractérisation, de la manipulation et du tri
cellulaire. De plus, cette technique ne nécessite pas d’avoir recours a des marqueurs biologiques risquant
de modifier le comportement cellulaire, et elle est de surcroit sans contact mécanique avec les particules,

ce qui limite les dommages possibles aux cellules.

La diélectrophorése s’est notamment développée a partir de la fin des années 1990, grace a
1I’émergence des laboratoires sur puce (Figure 1.11). Ces microsystémes ont pour but d’effectuer une ou
plusieurs mesures sur des échantillons chimiques ou biologiques de trés faible volume, de ’ordre de
guelques pL [61]. Pour ce faire, différentes fonctions sont intégrées sur la puce, comme par exemple
I’extraction et la purification de I’échantillon, la détection et le tri de particules... [67]. Le traitement et
la manipulation d’échantillon de petit volume peuvent ainsi permettre de limiter les interventions
invasives sur les patients. La possibilité de I’automatisation et de la parallélisation des analyses grace a
la microélectronique permet de réduire le colt de fabrication mais aussi de réduire le temps d’analyse.
Les nombreux avantages des laboratoires sur puce en font un domaine de recherche crucial et en plein

essor notamment pour le diagnostic in vitro.
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Figure 1.11 : Evolution du nombre d'articles référencés sur Scopus traitant de la diélectrophorese (en bleu) et des
laboratoires sur puce (en rouge)

IVV.1. Polarisation de la particule et force diélectrophorétique

La diélectrophorése est une méthode de diagnostic in vitro peu colteuse, non invasive et sans
marqueurs moléculaires, qui induit une force de déplacement sur des particules polarisables en

suspension dans un champ électrique non uniforme.

Dans le cas d’un champ électrique a courant continu (DC), la tension appliquée aux bornes des
électrodes est fortement élevée afin de générer une force DEP suffisante pour dévier les cellules [68].
En effet, la tension DC peut atteindre dans certains cas en moyenne une centaine de volts [69], [70] a la
différence de champs générés par des tensions alternatives. Or, par effet Joule, la température dans les
canaux microfluidiques augmente, ce qui impacte la viabilité cellulaire. En effet, une augmentation de
plus de 4°C au-dessus de leur température physiologique entraine une mort cellulaire rapide [71]. Par la

suite, on considére un champ électrique a courant alternatif (AC) de pulsation ® et de phase o.

IV.1.1. Phénomene de polarisation

En présence d’un champ électrique uniforme (Figure 1.12A), une particule chargée (qui possede
au moins une charge libre) dans un milieu de suspension est soumise a la force de Coulomb qui induit

un mouvement vers une des deux électrodes en fonction du signe de la charge totale. Dans le cas d’une
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particule diélectrique (qui posséde des charges peu mobiles), le champ électrique induit un moment
dipolaire di a la réorientation des charges a I’interface entre la particule et le milieu de suspension. Ce
phénomeéne de polarisation redistribue les charges de maniére égale en raison de I’uniformité du champ
électrique. Les deux forces de Coulomb opposées sont de méme amplitude (|-qE| = |[+qE|) et dans ce cas,

elles s’annulent. Donc aucun mouvement de la particule n’est observé.

Lorsque le champ électrique est non-uniforme (Figure 1.12B), le gradient de champ introduit un
déséquilibre dans les forces de Coulomb (|-qEnign| > |[+qEiow]) et la résultante des forces est non-nulle.
Donc un mouvement de la particule peut étre observé. Ce phénomene est appelé la diélectrophorése.

V-

A/ Particule chargée Particule diélectrique B/ Particule diélectrique
V-
+qE +‘:1'7)w
-qE 771&3}1
V+ V+

Figure 1.12 : Principe d’induction de la force DEP et la réorientation des charges en présence d'un champ électrique
(fleches rouges) généré par deux électrodes polarisées par une différence de potentiel : (A) particule chargée et
particule diélectrique en présence d’un champ électrique uniforme. La particule chargée subit une nette force de
Coulomb, alors que la particule diélectrique subit des forces opposées et égales (|-gE| = |+gE]), ce qui induit aucun
mouvement ; (B) particule diélectrique en présence d’un champ électrique non-uniforme. La particule subit une
force nette qui induit un mouvement vers un des bords des électrodes (|-QEnign| > [+qEiow). Adapté de [71]

Les charges a I’interface entre la particule et le milieu de suspension sont réorientées suivant la
polarisabilité de la particule et du milieu. La polarisabilité est décrite comme étant le moment dipolaire

induit et I’expression du moment dipolaire est la suivante [72] :
B = 41*r3%e, * oy (w)*E (1.8)

Avec r le rayon de la particule, &, la permittivité du milieu de suspension et fqy (w) le facteur de

Clausius-Mossotti (facteur CM) et E le champ électrique efficace, c’est-a-dire que 1’on considére une

amplitude « root mean square » (RMS).
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

Le facteur de Clausius-Mossotti décrit 1’état de polarisation d’une particule dans un milieu de
suspension. Il dépend des propriétés diélectriques (permittivité et conductivité) du milieu extra
particulaire et de la particule [72]:

_ &-tm
fem(w) = ey + 260 (1.9)

AVEC &, &, les permittivités complexes respectives du milieu de suspension et de la particule.
En effet, dans le domaine fréquentiel, on peut écrire la densité de courant totale telle que :

]tot=]c+]p+]m+]D (1.10)
Avec]j = oE, ladensité de courant de conduction et & la conductivité.
— dP . = . L e .
Jo = d—i = JjwegxE, la densité de courant de polarisation, &, la permittivité du vide et y la

susceptibilité électrique, rappelons que &, = 1 + y

Jm = rot M, la densité de courant d’aimantation, avec M, le vecteur de la densité volumique du
moment magnétique. Dans notre cas, en I’absence de champ magnétique, la densité de courant est nulle.

-

— dE _ . =@ o )
Jp = & i JjwegE, la densité de courant de déplacement.

On peut réécrire la densité de courant totale telle que :

—

rot) = oF + Jjwey(x + 1)E = jw (eoer —j%)E (1.11)

On peut ainsi identifier I’expression de la permittivité complexe € = € - j % . Cela permet de tenir compte

du fait que le diélectrique présente des pertes d’énergie associées au mouvement des charges libres induit
par le champ électrique ou a la relaxation des dip6les permanents. En réinjectant cette expression dans

la formule du facteur de Clausius-Mossotti, on obtient :

(5p - €m) '%(O'p -Om)

fom(w) = (112)

(ep + 2&m) -i(cp +20m)

Le facteur de Clausius-Mossotti est un nombre complexe qui dépend de la fréquence du champ
électrique. Le signe du facteur de Clausius-Mossotti détermine 1’orientation du moment dipolaire. S’il
est positif (Figure 1.13A), alors la particule est plus polarisable que le milieu et le moment dipolaire induit
est orienté dans le sens du champ électrique. Les lignes de champ électrique sont attirées dans la
particule. Si le facteur du Clausius-Mossotti est négatif (Figure 1.13B), alors la particule est moins

polarisable que le milieu et le moment dipolaire induit est opposé au champ électrique. Les lignes de
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

champ électrique contournent la particule. Les déformations du champ en présence d’une particule

diélectrique seront décrites par la suite.

— L et

- RS s, ST S e e e
— e e e g e e e ———
—_—

Figure 1.13 : Représentation de la déformation des lignes de champ électrique en présence d’une particule
diélectrique (A) dans le cas ou la particule est plus polarisée que le milieu ; (B) dans le cas ou la particule est moins
polarisée que le milieu [73]

IV.1.2. Force diélectrophorétique

La force diélectrophorétique exercée sur la particule polarisée dans un champ électrique non-

uniforme est en fait la force exercée sur un dipdle. Elle s’exprime de la maniére suivante [68] :

Fpep = (B V) E (1.13)
Avec V (nabla), I’opérateur différentiel vectoriel par rapport aux coordonnées cartésiennes.
En combinant (1.8) et (1.13), on obtient :
Fppp = 4T * 13 * £ * fom(w) * (E V)F (1.14)
Avec (E . V)E le produit entre le champ électrique et le gradient de champ électrique. Sous la condition

nécessaire et suffisante d’un champ électrique E non rotationnel, on peut établir I’identité remarquable

suivante [72] : 2(E - V)E = VE? (1.15)

En utilisant I’identité (I.15) et en faisant la moyenne temporelle de la force DEP dans le cas d’un
champ non-uniforme complexe, ¢’est-a-dire en prenant la partie réelle de (I.14), on obtient I’expression

suivante [72] :

FDEP = 27‘[8mT‘3 [Re[fCM]VEEmS + Im[fCM] (Ergms,xV(px + Ezms,yV§0y + Ezms,zV(pz)] (|-16)

Avec Re[fcy] et Im[fqy] la partie réelle et la partie imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti.
L’équation (I.16) met en évidence le fait que la force DEP est dépendante du volume de la particule.

Elle est constituée de deux termes :
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

®  Fpep conventionnelle = 2TEmT> RelfemVEZ,s, appelée la force DEP conventionnelle. Elle

dépend de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti et du gradient de champ au carré.

o Frwppp = 2memr> Im[fey | (E2ms xV0x + EfnsyV oy + Efns V¢, ), appelée la force DEP a
onde progressive (twDEP). Elle dépend de la partie imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti

et du gradient de la phase du champ électrique.

Ces deux termes vont étre explicités dans les paragraphes suivants.

IV.1.2.a. Diélectrophorese a onde progressive

La diélectrophorese dite a onde progressive est orientée selon le gradient de la phase du champ
électrigue. Le signe de la force twDEP est donné par la partie imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti
dont I’expression est la suivante :

®(€p-€m)(0p+20m) - W(0p-0m)(Ep+2€m)
w?(gp+2em)? + (0p+201m)°

Im[fem] = (1.17)

4— Direction de

propagation du champ

- ) O

NN

0° 90° 180° 270°

[ Electrodes @ Particule  w twDEP lorsque Im[fcm] <0
= twDEP lorsque Im[fcm] >0

Figure 1.14 : La non-uniformité spatiale de la composante de phase induit une force twDEP [74]

Afin de créer un gradient de phase, il est nécessaire d’utiliser un réseau d’électrodes dont les
signaux sont déphasés. Dans le schéma de la Figure 1.14, les signaux sont de méme amplitude mais
déphasés chacun de 90° par rapport au précédent. Lorsque la partie imaginaire du facteur de Clausius-
Mossotti est positive, la particule se déplace vers les régions ou la phase est plus élevée. Le sens de
déplacement est oppose a la direction de propagation du champ électrique. En revanche, lorsque la partie
imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti est négative, la particule se dirige vers les régions de faibles

phases. Le sens de déplacement est colinéaire a la direction de propagation du champ électrique.
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

La diélectrophorése a ondes progressives peut étre utilisée par exemple pour séparer des levures
viables de celles non viables [75]. Lors de cette étude, les propriétés diélectriques des levures selon leur
état de viabilité ont pu étre déterminées [76] et la partie imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti
(Figure 1.15) a pu étre evaluée en fonction de la fréquence du champ électrique dans un milieu de

suspension de basse conductivité : ¢ = 10 mS/m.

|
0.5 ¥\ —— Levure non-viable
/1 \ —— Levure viable

= /1
" /4 \
I

3 s \
E, o
- \ Pl

i

—
L]

0.2 \ //

0.3

10 10’ 10’ 10 10° 10 10’ 10' 10’
Fréquence [Hz]

Figure 1.15 : Partie imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti pour des levures viables (en rouge) et non-viables
(en bleu) dans un milieu de conductivité de 10 mS/m. La fréquence de tri (70 kHz) est indiquée en pointillé. [75]

Pour cet exemple, la fréquence de tri sélectionnée est de 70 kHz. En effet, a cette fréquence, la
partie imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti pour les levures viables présente une amplitude
beaucoup plus importante que pour les levures non-viables. Il en résulte que la force twDEP sera plus

importante pour les levures viables.

[ substrat de verre [l CElectrodes ITO [[] Electrodes Cr/Au e Levureviable

@ Levure non-viable

B couche diélectrique I Couche hydrophobique

Figure 1.16 : (A) Géométrie des électrodes polarisées et déphasées de 90°. Les levures viables se déplacent vers le
centre de la courbure des électrodes, indiqué par les fleches. (B) Schéma de la séparation de la gouttelette en deux
gouttelettes plus petites. La gouttelette de droite contient plus de cellules de levures viables. [75]
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A partir d’une goutte contenant des levures, il est possible de la diviser en deux selon la viabilité
des levures. Pour ce faire, le réseau d’électrodes de la Figure 1.16A est alimenté par quatre signaux
déphasés de 90°. Les électrodes ont une forme de boomerang afin d’attirer les levures viables vers les
zones de phase plus élevée, c’est-a-dire vers le centre de la courbure des électrodes. Grace a la twDEP,
les levures viables seront accumulées vers la partie la plus a droite de la goutte. Le réseau d’électrode
est situé sur la partie inférieure du dispositif de séparation sur la Figure 1.16B. Les électrodes sur la
partie supérieure sont de forme carrée et servent a la séparation de la goutte initiale en deux gouttes
filles. Ainsi, il serait possible de récupérer les levures viables dans la goutte fille la plus a droite.

Dans notre cas, nous utilisons un unique signal dont I’amplitude peut étre modifiée (cas de la
DEP conventionnelle). En I’absence d’un gradient de phase de notre champ électrique appliqué, nous
pouvons négliger la force twDEP pour le reste de 1’étude. La force DEP poura donc s’écrire sous la

forme suivante :

Fpgp = 2memr® Relfom |V Efms (1.18)

IV.1.2.b. Diélectrophorese conventionnelle

La diéletrophorese dite conventionnelle dépend entre autres, du gradient d’intensité du champ
au carré. Le signe de la force DEP est donné par la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti dont
I’expression est la suivante :

£ _ ®*(ep-em)(Ep+2&m) + (Op-0m)(Op+20m)
[ CM] - w?(gp+2em)* + (0p+20m)°

(1.19)

’

A/ S g
Lignes de champ ﬁ 7

électrique A

0° 180° 0°

O Relfeu>0
1‘:# Re(feml<0

Figure 1.17: (A) La non-uniformité spatiale de I’amplitude du champ électrique induit une force DEP dite
conventionnelle. [77] (B) Illustration de I’effet du gradient de champ sur des globules rouges a 100 kHz provoquant
de la pDEP et a 10 kHz provoquant de la nDEP [78]
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En effet, le sens de déplacement de la particule dépend du signe de la partie réelle du facteur de

Clausius-Mossotti (Figure 1.17). En effet, si celle-ci est positive, alors la particule est attirée vers les
zones de champ fort, ¢’est-a-dire vers les électrodes. C’est ce qu’on appelle la DEP positive (pDEP). Au
contraire, si la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti est négative, alors la particule est repoussée

vers les zones de champ faible. C’est ce qu’on appelle la DEP négative (nDEP).

D’apres ’équation (1.18), la force DEP dépend du volume de la particule, de I’intensité du
gradient au carré du champ électrique. Et a travers la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti, la
force DEP dépend de la fréquence du champ électrique et des propriétés diélectriques de la particule et

du milieu de suspension.

Soumise a la force DEP, Une cellule biologique peut étre assimilée a une particule diélectrique
quasi sphérique, Par la suite, nous allons voir comment modéliser une cellule biologique soumise a un
champ non-uniforme. Puis nous allons étudier 1’influence des propriétés diélectriques des cellules sur

leur réponse diélectrophorétique.

IVV.2. Pourqguoi la DEP Ultra Haute Fréquence ?

IV.2.1. Qu’est-ce qu’une cellule biologique et comment la modéliser physiquement ?

Les cellules biologiques sont les unités structurelles et fonctionnelles de base qui composent
tous les organismes connus. Il existe deux types fondamentaux de cellules : procaryote et eucaryote. Les
cellules procaryotes regroupent les organismes unicellulaires tels que les bactéries. Elles ne possédent
pas de noyau, ce qui signifie que I’ADN généralement circulaire, flotte librement dans le cytoplasme.
La taille des cellules procaryotes varie entre 1 um et 5 um de diametre. Au contraire, les cellules
eucaryotes composent les organismes multicellulaires. Leur matériel génétique est protégé et contenu
dans un noyau et sa membrane nucléaire. La taille des cellules eucaryotes varie entre une dizaine de um
pour les cellules animales a une centaine de pm pour les cellules végétales. Pour la suite de 1’étude, on
ne considere que les cellules eucaryotes. La Figure 1.18 présente le contenu intracellulaire et la structure

de la membrane plasmique qui entoure la cellule.
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Figure 1.18 : (A) Schéma d’une cellule eucaryote et de son contenu interne [79]. (B) Schéma de la structure de la
membrane plasmique [80].

La membrane plasmique est constituée d’une bicouche de phospholipides. Ces lipides sont
amphiphiles, ¢’est-a-dire qu’ils possédent une téte hydrophile et deux queues hydrophobes. En milieu
aqueux, les molécules amphiphiles s’organisent de maniere a ce que la téte hydrophile soit en contact
avec les molécules d’eau. La cohésion de la membrane est alors entierement assurée par des interactions
non covalentes entre les chaines hydrophobes. Cette bicouche de lipides est donc imperméable aux
molécules hydrophiles et aux ions. Les cellules peuvent réguler la concentration de diverses especes
chimiques de leur cytosol grace aux protéines transmembranaires. Elles permettent de transporter et
d’échanger des molécules entre le cytoplasme et le milieu extracellulaire. La membrane plasmique
représente la frontiére entre le contenu intracellulaire, ¢’est-a-dire le cytoplasme et le noyau, et la matrice
extracellulaire et assure ainsi la viabilité de la cellule. Le cytoplasme désigne la région de la cellule
comprise entre la membrane plasmique et le noyau. Il est constitué principalement d’eau et comprend
plusieurs organites tels que 1’appareil de Golgi ou le réticulum endoplasmique (Figure 1.18A) et des

protéines nécessaires au bon fonctionnement de la cellule.

Une cellule apparait comme un objet biologique complexe. Afin de prédire le comportement
d’une cellule biologique soumise a un champ électrique, elle doit donc étre modélisée avec un modele
plus simple afin de réduire le nombre de paramétres diélectriques associés a chaque composant de la
cellule. La cellule est fréquemment subdivisée en compartiments que 1’on considére comme étant

homogeéne : la membrane plasmique, le cytoplasme, I’enveloppe nucléaire et le nucléoplasme.

La cellule dans un milieu de suspension peut étre modélisée électriquement sous la forme d’un
circuit électrique simple (Figure 1.19A). Le milieu de suspension avec ses propres caracteristiques
électriques, modélisées par une capacité Cn et une résistance Rm, est mis en paralléle avec la cellule
biologique. La membrane plasmique est modélisée par une résistance Rcm en paralléle avec une capacité

Cem. Le cytoplasme est considéré comme étant un milieu homogéne et conducteur avec une résistance
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Rep. Les caractéristiques électriques du noyau pris en compte sous la forme d’une capacité C, et de

résistance R, sont mises en paralléle avec le cytoplasme.
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Figure 1.19 : (A) Circuit électrique équivalent d’une cellule biologique dans un milieu de suspension. (B) Calcul
de la différence de potentiel au travers de la membrane plasmique (bleu) et du noyau (rouge) en fonction de la
fréquence pour une cellule de rayon 10 um et le rayon de son noyau 5 um [81].

Grace a un logiciel de simulation circuit tel que Cadence Spectre Circuit Simulator, il est
possible de modéliser la réponse électrique de la cellule biologique a partir du modéle équivalent de la
Figure 1.19A, en fonction de la fréquence du signal appliqué dans cette étude. Les valeurs des différents
parametres proviennent de [81] qui a aussi réalisé 1’étude. Les valeurs des résistances et des capacités
du cytoplasme et du nucléoplasme ont été estimées en utilisant une cellule de forme cubique de 10 um
de c6té et un noyau de 5 um de c6té. Leurs résistivités sont considérées comme étant les mémes avec
une valeur de 100 Q.cm. La capacité spécifique de la membrane plasmique utilisée est de 1 pF.cm?,
Celle de I’enveloppe nucléaire est de 0,5 pF.cm™, car cette enveloppe est composée de deux membranes
de phospholipides. La tension simulée d’entrée est de 1 Vpp. La réponse en fréquence de la tension a
travers la membrane plasmique (en bleu) et a travers le noyau (en rouge) est présentée Figure 1.19B. Le
comportement électrique de la membrane cellulaire est celui d’un filtre passe-bas. En effet, a basse
fréquence, c’est la résistance de la membrane qui prédomine tandis que la capacité réagit en tant que
circuit ouvert. Au contraire, plus on augmente la fréquence, plus la capacité prend le pas sur la résistance
en la court-circuitant. L’influence de la membrane plasmique sur la réponse électrique de la cellule
diminue avec I’augmentation en fréquence du signal. Concernant le noyau, la tension a travers le noyau
est trés faible a basse fréquence. Tandis qu’a haute fréquence, lorsque la membrane plasmique se

comporte comme un court-circuit et devient transparente, un potentiel apparait a I’intérieur de la cellule.

Le circuit électrique équivalent permet donc en premiere approche, de modéliser le
comportement d’une cellule biologique soumise & un champ électrique en fonction de la fréquence de
ce dernier. Dans le cas de 1’électro-manipulation, ce sont les propriétés diélectriques de la cellule et du

milieu de suspension qui ont une importance. Comme chague composant de la cellule posséde ses
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propres caractéristiques diélectriques (permittivité et conductivité), il est possible d’utiliser la
diélectrophorése pour manipuler et caractériser la molécule d’ADN [82], [83] mais aussi des protéines
[84]. Le modele multicouche (Figure 1.20) dans lequel la cellule est divisée en différents compartiments
aux propriétés homogeénes, est fréquemment retrouvé dans la littérature et utilisé afin de prédire plus
finement le comportement diélectrique de la cellule [85]-[87]. Ainsi, dans la Figure 1.20A, le cceur de
la cellule représente le nucléoplasme (np) et les trois couches autour sont respectivement 1’enveloppe
nucléaire (ne), le cytoplasme (cp) et la membrane plasmique (cm). La simplification vers le modele
monocouche se fait étape par étape, en calculant la permittivité complexe équivalente du noyau (n) de

la Figure 1.20B, puis en la calculant pour le contenu intracellulaire (int) de la Figure 1.20C.

B/

¢/

J

Figure 1.20 : Représentation diélectrique des différents compartiments cellulaires et de leur simplification. (A)
Modéle 3-couches avec &, op, ne, np 12 PErmittiviteé complexe respective de la membrane plasmique, du cytoplasme,
de I’enveloppe nucléaire, du nucléoplasme, th.,, . ’épaisseur de la membrane plasmique et de 1’enveloppe
nucléaire ; r et r, le rayon de la cellule et du noyau. (B) Modeéle bicouche avec €, la permittivité complexe du
noyau. (C) Modéle monocouche avec ;. la permittivité complexe du contenu cellulaire. Adapté de [85]

La premiére simplification, également connue sous le nom de modéle bicouche (Figure 1.20B),
consiste a regrouper le nucléoplasme et I’enveloppe nucléaire afin de former un modele diélectrique

global du noyau. Sa permittivité complexe équivalente s’écrit alors de la maniére suivante [85] :

* *
( n )3 12 €np - €ne
* % \n-thpe s;p +2¢ene

( rn )3 _(_Enp “%ne
rp -thpe s;p +2epe

La deuxieme simplification, appelée le modele monocouche (Figure 1.20C) consiste a réunir le

(1.20)

noyau et le cytoplasme en une seule enveloppe afin de former le modele global du contenu

intracellulaire. Sa permittivité complexe équivalente est I’expression suivante :

3 * *
r-them €n -Ecp
+ 2 * *
* 'n €n +2£cp

*
E. =& ¥ E3
Int cp (r - thcm)3 €n - Ecp
- * *
Tn en +2gcp

(1.21)
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Le modele monocouche considere le cytoplasme et son contenu comme une sphére homogene
enveloppée par la membrane plasmique. Ce modéle permet de réduire les paramétres diélectriques a
considérer car on ne prend en compte que la permittivité complexe du contenu intracellulaire, de la
membrane cellulaire et du milieu de suspension. En effet, le facteur de Clausius-Mossotti ne dépend que
de ces parameétres et de la fréquence du champ appliqué. Par la suite, c’est a partir du modéle
monocouche que seront réalisées les simulations numériques du comportement en fréquence de la

cellule biologique soumise a un champ électrique non uniforme.

IV.2.2. Propriétés cellulaires influencant la réponse diélectrophorétique

D’aprés 1’équation (18), ¢’est le facteur de Clausius-Mossotti qui influe le signe de la force DEP
selon les propriétés diélectriques de la cellule, du milieu de suspension et de la fréquence du signal. On
peut alors étudier la réponse fréquentielle de Re[fcm] & parametres diélectriques fixés. Par la suite, des
simulations numériques ont été réalisées sur COMSOL Multiphysics a partir du modele cellulaire

monocouche, présent dans la littérature.

La Figure 1.21 illustre le comportement de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti en
fonction de la fréquence. Le graphique de la Figure 1.21A a été représenté grace au logiciel myDEP [88].
Les parametres diélectriques et la géométrie de la cellule sont reportés dans le Tableau I.1. L’épaisseur
de la membrane plasmique a été multipliée par 100 pour éviter les problémes de maillage dans le logiciel
de simulation. En conséquence, la permittivité relative et la conductivité de la membrane ont été

adaptées proportionnellement afin de conserver le comportement diélectrique de la cellule.

On peut remarquer une alternance entre le comportement nDEP (force DEP répulsive) et le
comportement pDEP (force DEP attractive). A basse fréquence (inférieure a 400 kHz) et a tres haute
fréquence (supérieure a 150 MHz), Re[fcm] est négatif alors que dans la gamme de fréquence
intermédiaire (entre 500 kHz et 100 MHz), Re[fm] est positif. Deux fréquences de transition apparaissent
lorsque la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti s’annule. A ces fréquences spécifiques, la cellule
n’est plus soumise a la force DEP. fyo; est la fréquence de transition pour les basses fréquences et fyo. est

la fréquence de transition pour les trés hautes fréquences.
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Chapitre I. Contexte biologique et physique
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Figure 1.21 : Simulation numérique du comportement diélectrique d’une cellule en fonction de la fréquence. Le
modele utilisé pour la cellule biologique est le modéle monocouche. (A) Simulation numérique de la partie réelle
du facteur de Clausius-Mossotti. Les étoiles rouges correspondent aux fréquences choisies pour la simulation
COMSOL. (B) Simulation COMSOL du modeéle monocouche a différentes fréquences (100 kHz ; 1 MHz ; 20
MHz ; 500 MHz). L’échelle de couleur correspond a I’intensité du champ électrique (V/m) et les lignes noires
sont les lignes de courant électriques.

Tableau 1.1 : Valeurs des différents paramétres diélectriques et géométriques utilisés dans les simulations de la

Figure 1.21
Nom du parametre Valeur

Rayon de la particule (r) 11,5 pm

Epaisseur de la membrane (them) 700 nm
Permittivité relative du contenu intracellulaire (&int) 50

Conductivité du contenu intracellulaire (Gint) 0,5S/m
Permittivité relative de la membrane plasmique (gcm) 100

Conductivité de la membrane plasmique (ocm) 1,43.10* S/m

Permittivité relative du milieu de suspension (&em) 78

Conductivité du milieu de suspension (om) 0,02 S/m

En complément de la représentation de Re[fcm], la cellule biologique a été modélisée baignant
dans son milieu de suspension de faible conductivité et en présence du champ électrique (Figure 1.21B).
La simulation a été réalisée avec le logiciel COMSOL Multiphysics® a I’aide du module AC/DC electric
current. Les mémes parametres que ceux du Tableau 1.1 ont été utilisés dans la modélisation afin que
les résultats concordent avec la courbe de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti. Comme
évoqué précédemment, la cellule est considérée au travers du modéle monocouche avec au centre, le
contenu intracellulaire et avec la membrane plasmique en tant qu’enveloppe. Les deux électrodes sont
a une distance de 50 um du centre de la cellule. La tension appliquée est de 1 Vpp et les couleurs
correspondent a I’intensité du champ électrique (en V/m) qui vont du bleu foncé ou I’intensité du champ

est quasi-nulle, au rouge foncé ou I’intensité du champ est maximale. Les fréquences simulées ont été
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

choisies de sorte qu’on puisse étudier la réponse di¢lectrique de la cellule en basse fréquence (100 kHz

et 1 MHz) avec le comportement nDEP et pDEP, de méme en haute fréquence (20 MHz et 500 MHz).

Tout d’abord, au niveau du champ électrique, les lignes de courant (lignes noires sur la Figure
1.21B) semblent contourner la cellule lorsque celle-ci présente un comportement nDEP. Alors qu’en
pDEP, les lignes de courant sont attirées dans la cellule. Cela confirme bien la représentation du champ
¢lectrique de la Figure 1.13 lorsque le moment dipolaire change d’orientation. Une étude plus compléte
sera menée par la suite a partir d’une sphére homogéne. D’apres la simulation, a basse fréquence, le
champ ¢électrique ne pénétre pas I’intérieur de la cellule alors que le maximum de I’intensité du champ
se situe dans la membrane plasmique. Cette-derniére agit comme un isolant et 1’onde électromagnétique
devient plus sensible aux propriétés physiques et diélectriques de la membrane cellulaire. Plus la
fréguence du signal augmente (a partir de 20 MHz), plus le champ électrique pénétre dans la cellule et
sonde le contenu cellulaire. A plus haute fréquence, la membrane plasmique se retrouve court-circuitée
et devient transparente devant 1’onde électromagnétique qui peut alors interagir avec I’intérieur de la
cellule. Cette deuxiéme approche numérique, en complément de la Figure 1.19B, permet de mieux se
rendre compte de I’évolution fréquentielle du comportement diélectrique de la cellule en fonction de ses
propriétés et de pouvoir faire le lien avec la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti. Afin d’aller
plus loin sur 1’étude concernant 1’influence de la membrane plasmique et du contenu intracellulaire,
nous allons procéder a une analyse paramétrique du facteur de Clausius-Mossotti dans un premier temps
en fonction des paramétres de la membrane plasmique (sa permittivité relative, sa conductivité et son
épaisseur), puis en fonction des paramétres du contenu cellulaire (sa permittivité relative et sa

conductivité). La taille de la cellule ainsi que les propriétés du milieu de suspension seront fixes.

La Figure .22 décrit I’évolution du facteur de Clausius-Mossotti en fonction de la fréquence du
signal lorsque les paramétres diélectriques (permittivité relative et conductivité) et 1’épaisseur de la
membrane plasmique varient. Dans un premier temps, nous faisons varier la valeur de la permittivité
relative de la membrane cellulaire ecm entre 90go et 120go F.m*. On peut observer de fortes variations de
la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti vers les plus basses fréquences. Lorsque la permittivité
relative diminue, on constate une augmentation de la fréquence de transition f.:. On peut donc en
déduire que la premiere fréquence de transition est inversement proportionnelle a la permittivité de la
membrane. Quant a sa conductivité qui varie entre 1.10* et 4.10* S.m™, les variations de la fréquence
de transition f: sont trés faibles. A trés basse fréquence (inférieure a 200 kHz), 1’onde
électromagnétique semble plus sensible aux variations de la conductivité de la membrane cellulaire. Le
dernier paramétre concernant la membrane plasmique est son épaisseur qui varie entre 400 et 700 nm.

De méme que pour les propriétés diélectriques, les variations de thcm impactent plus les basses
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

fréquences ainsi que la premiére fréquence de transition. Ce qui avait été observé précédemment avec
la Figure 1.21B concernant la pénétration du champ électrique dans la cellule, est confirmé par 1’étude
parameétrique de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti en fonction des parametres de la
membrane plasmique. Ces derniers : permittivité relative, conductivité et épaisseur, influencent la

réponse diélectrique de la cellule biologique dans le régime des basses fréquences.
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Figure 1.22 : Simulation numérique de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti avec le logiciel myDEP
pour évaluer I’influence des paramétres de la membrane cellulaire. (A) Effet de la variation de la permittivité
relative de la membrane plasmique (gcm = 90g0; 100g0; 110g0; 120g F.m™) (B) Effet de la variation de la
conductivité de la membrane plasmique (oem = 1.10%; 2.10%; 3.10*; 4.10* S.m™%) (C) Effet de la variation de
I’épaisseur de la membrane plasmique (them = 400 ; 500 ; 600 ; 700 nm)

La Figure .23 décrit I’évolution du facteur de Clausius-Mossotti en fonction de la fréquence du
signal lorsque les paramétres diélectriques (permittivité relative et conductivité) du contenu
intracellulaire varient. Dans un premier temps, nous faisons varier la valeur de la permittivité relative
du contenu interne &ine €ntre 50go et 80go F.m™. On peut observer de fortes variations de la partie réelle
du facteur de Clausius-Mossotti dans la gamme des hautes fréquences, c¢’est-a-dire a partir de 50 MHz.
Lorsque la permittivité relative augmente, on constate une augmentation de la fréquence de transition
fw2, cependant, on n’observe aucune variation dans le régime des basses fréquences. On peut remarquer
que lorsque &int > €m, on n’observe aucune fréquence de transition dans les hautes fréquences. Quant a
la conductivité du contenu intracellulaire qui varie entre 0,3 et 0,6 S.m™, les variations de la partie réelle

du facteur de Clausius-Mossotti s’opérent dans le régime des moyennes fréquences, a partir de 600kHz.
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

Cela impacte la valeur de la fréquence de transition fy,. Dans le régime des hautes fréquences, 1’onde
électromagnétique est plus sensible aux changements des propriétés diélectriques du contenu
intracellulaire. De méme, ce qui avait été observé précédemment avec la Figure 1.21B, est confirmé par
I’étude paramétrique de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti en fonction des paraméetres de
du contenu interne de la cellule. Ces derniers influencent la réponse diélectrique de la cellule biologique
dans le régime des hautes et moyennes fréquences.

|— raov | ra pDEP B/07 | raoen |
0.6
0.5
\ o4 > O/
~03
N
Lo
S
v
% 0.1
——4 0 -
: T 0.1 —
Eint f s
0.3
nDEP
- 0.4 =

SE4 1E5 SES 1E7 SETIES SE8 1E9 1E4 SE4 1ES SES SE6 BT SET 1B

lL}-"réquenc;“(Hz) “;-“réquence (Hz)

Figure 1.23 : Simulation numérique de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti avec le logiciel myDEP
pour évaluer I’influence des paramétres du contenu intracellulaire. (A) Effet de la variation de la permittivité
relative du contenu interne (gint = 50€0 ; 60go ; 70go ; 80go F.m™) (B) Effet de la variation de la conductivité du
contenu interne (cint = 0,3 ;0,4 ;0,5;0,6 S.m™?)

Grace a I’étude paramétrique, une approximation de la premieére fréquence de transition fy1 peut
étre exprimée telle que [72] :

them

\/Eﬂ—recm (1.22)

fxOl = Onm

La fréguence de transition fx; dépend donc principalement des paramétres diélectriques de la
membrane plasmique mais aussi des propriétés géométriques de la cellule. Par conséquent, la fréquence
de transition a basse fréquence est plus sensible a la forme de la cellule, & sa morphologie ainsi qu’aux
propriétés de la membrane plasmique. La DEP a basse fréquence a été largement et couramment utilisée
pour separer des cellules ou des particules de polystyréne de différentes tailles [89], [90] et pour seéparer
des cellules viables et non-viables [91]. Des exemples d’applications de la DEP basse fréquence seront

explicités par la suite.

La deuxieme fréquence de transition f.. peut étre approximée de la maniere suivante [92] :

2 2
Oint— OintOm— 20

1
froz2 = 21\ 282, EintEm— €4

(1.23)
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

Or, avec le postulat que la conductivité du milieu de suspension est nettement plus faible que la
conductivité du contenu cellulaire interne (om = 20 mS/m), ’expression de la fréquence de transition

fxo2 peut étre simplifiée :

2 Al 2€2,— €intEm— €4,

o 1
w02 = S \/— (1.24)

La fréquence de transition dépend des parametres diélectriques du contenu intracellulaire. Ainsi,
les cellules peuvent étre électro-manipulées individuellement par les forces DEP de déplacement en
fonction de leurs propriétés diélectriques internes. Ainsi, si nous considérons deux cellules de la méme
lignée cellulaire mais possédant des caractéristiques physiologiques différentes (telles que le phénotype
souche), elles présenteront des propriétés diélectriques internes différentes et donc, deux fréquences de

transition fyo distinctes.

Nous avons précédemment démontré dans [93] que la gamme des basses fréquences peut ne pas
étre assez sélective lorsque les cellules expriment principalement des changements du contenu
cytoplasmique. Cela a été étudié dans le cas particulier du glioblastome ou 1’on veut distinguer les
cellules indifférenciées des cellules différenciées. La DEP haute fréquence apparait alors comme une
approche pertinente pour discriminer les cellules souches des cellules différenciées grace a sa capacité
a sonder le contenu intracellulaire. Dans le cadre de mes travaux de thése, ’enjeu est d’exploiter les
différences biologiques internes des cellules grace a la DEP haute fréquence afin d’identifier et d’isoler
les cellules présentant un phénotype souche. Le chapitre Il de ce manuscrit présentera le dispositif
microfluidique permettant d’identifier la signature DEP des cellules d’une méme population tandis que
le chapitre I1I exploitera cette signature grace a un cytometre DEP permettant d’isoler les cellules selon

leurs caractéristiques internes.

1V.2.3. Exemples d’applications de la diélectrophorése en basse fréquence

A basse fréquence, I’onde électromagnétique est sensible a la forme, a la morphologie de la
cellule et a sa taille ainsi qu’aux propriétés de la membrane plasmique. C’est pourquoi la DEP basse
fréquence est largement utilisée pour manipuler les cellules biologiques le plus souvent pour les séparer
selon leur taille [89], [94]-[96] ou pour trier des cellules selon leur viabilité [90], [97]. Dans ce
paragraphe, nous prendrons 1’exemple d’un microsystéme microfluidique qui permet d’isoler des

cellules tumorales circulantes dans un échantillon sanguin [89].
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

Dans le domaine des basses fréquences, 1’isolement des cellules tumorales circulantes dans le
sang fait I’objet de recherches intensives. En effet, les chercheurs tirent profit de la différence de tailles
entre les cellules cancéreuses et les cellules qui composent le sang. D’aprés le tableau de la Figure 1.24A,
on constate que les cellules du cancer du sein MDA 231 se démarquent par un rayon de plus grande
taille comparé aux rayons des érythrocytes, des lymphocytes, des granulocytes et des monocytes. Cela
résulte en une fréquence de transition fxo: beaucoup plus faible avoisinant les 14 kHz, alors que celle des

cellules sanguines est au-dessus de 41 kHz.
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Erythrocyte 2,8 um 98 kHz
Lymphocyte 3,5 um 67 kHz
Granulocyte 4,7 um 41 kHz
Monocyte 4,6 um 45 kHz
MDA 231 6,2 pm 14 kHz
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Figure 1.24 : (A) Dimensions et propriétés des cellules sélectionnée;} (B) Schéma du mi‘crosysféme DEP composé
de deux paires d’¢lectrodes. La ligne rouge représente la trajectoire des cellules tumorales circulantes, ici les MDA
231 et la ligne verte représente la trajectoire des cellules composant le sang (érythrocytes, lymphocytes,
granulocytes et monocytes). Les rectangles jaunes numérotés représentent les emplacements des images
microscopiques ; (C) Images microscopiques du microsysteme DEP. Les cellules entourées sont les cellules
tumorales circulantes [89].

Le systeme de tri basé sur la DEP basse fréquence décrit sur la Figure 1.24B est composé de
deux paires d’électrodes permettant dans un premier temps de séparer la suspension de cellules en deux
et de les déplacer vers les parois du canal microfluidique ; et dans un deuxiéme temps, d’effectuer le tri
cellulaire. En effet, la premiére paire d’¢électrodes est polarisée par un signal AC de fréquence 10 kHz,
ce qui place les cellules sanguines ainsi que les cellules tumorales MDA 231 dans un comportement
NDEP. L’ensemble des cellules sera donc repoussé par les électrodes comme on peut 1’observer sur les
images n°1 et n°2 de la Figure 1.24C. En revanche, la deuxiéme paire d’électrodes est polarisée par un

signal AC de fréquence 35 kHz, de sorte que les cellules sanguines réagissent fortement en nDEP mais
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que les cellules cancéreuses réagissent faiblement en pDEP. Tandis que les cellules du sang seront
repoussées vers le centre du canal (image n°4), les MDA 231 seront faiblement attirées par les
électrodes. Or, comme le systéme de tri s’effectue a flux constant, la force de trainée entrainera les
cellules cancéreuses a traverser les électrodes (image n°3). De ce fait, on peut isoler les cellules
tumorales circulantes. Le débit du flux de cellules est réglé a 0,1 mL/h au maximum et plusieurs tests
avec des concentrations de MDA 231 dans le sang sont expérimentés : une cellule cancéreuse pour 10*

ou 10° ou 10%cellules sanguines. L efficacité de ce systéme de tri cellulaire se situe entre 95% et 98%.

La DEP basse fréquence, du fait de sa sensibilité, est largement utilisée lorsque les cellules cibles
montrent des rayons de tailles différentes et suffisamment significatives pour étre séparées ou isolées.
Peu d’études ont ét¢ menées sur la caractérisation diélectrique des cellules souches qui se sont
notamment axées autour de 1’obtention de la fréquence de transition fxo1 [98]-[100]. Cependant, il
semblerait que la gamme des ultra hautes fréquences concernant I'identification des cellules souches par
rapport a leurs progéniteurs apparaisse plus pertinente de par sa sensibilité au contenu interne (présence
de certaines protéines, rapport nucléo-cytoplasmique, organites...) de la cellule biologique. Nous avons
pu exploiter la fréquence de transition fyx2 afin de discriminer les cellules cancéreuses souches des
cellules différenciées du médulloblastome (tumeur du cerveau infantile) [101], [102] et ainsi de faire de
la signature DEP-UHF un facteur approprié pour la distinction des CSCs. C’est pourquoi durant les
travaux de thése, nous utiliserons cette gamme de fréquence pour identifier et isoler les cellules

cancéreuses présentant un phénotype souche.

IVV.3. Influence des cellules biologiques comme objets diélectriques sur le
champ électrique

L’objet de cette partie est I’étude de la déformation des lignes de champ électrique lorsque 1’on
place une cellule biologique dans un champ électrique alternatif. En effet, la Figure 1.13 montre la
distorsion du champ électrique suivant 1’état de polarisation d’une particule sphérique immergée dans
un milieu de suspension. Or, le facteur de Clausius-Mossotti décrit cet état de polarisation. Le logiciel
COMSOL Multiphysics est un outil performant pour prédire en fonction de la fréquence les
déformations induites sur ces lignes par la présence d’une cellule (Figure 1.21B). Nous observerons les
perturbations du champ électrique localisées a 1’interface entre une particule sphérique et le milieu de
suspension. Dans un deuxiéme temps, nous proposerons une nouvelle perspective d’interprétation du

facteur de Clausius-Mossotti.
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1V.3.1. Etude de la réflexion du champ électrique a la surface d’un dioptre aux
propriétés différentes : application a une sphére homogene

Comme D’illustre la Figure 1.13, en présence d’une particule diélectrique, les lignes de champ
électrique sont soit attirées dans la particule lorsque celle-ci réagit en pDEP, soit repoussées et
contournent la particule lorsque celle-ci a un comportement nDEP. 1l serait intéressant de constater la
déformation du champ électrique a la fréquence de transition, c’est-a-dire lorsque la partie réelle du
facteur de Clausius-Mossotti est nulle. Cette fréguence de transition correspond a la fréquence ou la
force DEP s’annule ainsi que le moment dipolaire induit. Pour cela, nous prendrons le cas d’une particule
sphérique homogeéne de rayon 11,5 um, de conductivité 0,5 S/m et de permittivité relative 50. Quant au
milieu de suspension, sa conductivité est de 20 mS/m et sa permittivité relative est de 78. La tension aux
bornes des électrodes est de 1Vpp. L’évolution de la partie réelle de son facteur de Clausius-Mossotti
est représentée Figure [.25A grace au logiciel myDEP. Lorsqu’on considére une particule homogene, il
n’y a qu’une seule fréquence de transition lorsque celle-ci existe : dans notre cas fy = 120 MHz. Plusieurs
fréquences ont été sélectionnées pour étre simulées avec COMSOL Multiphysics (1 MHz, 120 MHz,
150 MHz et 1 GHz) en présence de la particule et en absence de particule (Figure 1.25B). Notons qu’en
absence de particule, le champ électrique reste le méme quelle que soit la fréquence de celui-ci.
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Figure 1.25 : Simulation numérique de I’influence d’une particule sphérique homogéne sur le champ électrique.
(A) Simulation numérique de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti. Les étoiles rouges correspondent
aux fréquences choisies pour la simulation COMSOL. (B) Simulation COMSOL en I’absence de particule (en haut
a gauche) et en présence de particule a différentes fréquences (1 MHz ; 120 MHz ; 150 MHz ; 1 GHz). L’échelle
de couleur correspond a I’intensité du champ électrique (V/m) et les lignes noires sont les lignes du champ
électrique.
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

On peut remarquer que la présence de la particule perturbe les lignes de champ électrique.
Lorsque la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti est positive (cas pour f = 1MHz), les lignes de
champ sont attirées dans la particule car elle est plus polarisée que le milieu de suspension. Au contraire,
lorsque la partie réelle est négative (cas pour f = 1GHz), les lignes de champ contournent la particule
car elle est moins polarisée que le milieu de suspension. Etonnamment, a la fréquence de transition (f =
120MHz), les lignes de champ restent déformées et sont sensiblement attirées par la particule.
Cependant, il est possible d’obtenir une fréquence a laquelle la particule devient transparente devant le
champ électrique. En effet, la forme des lignes de champ semble étre la méme en présence de la particule
a une fréquence de 150MHz et en absence de particule. Comme dit précédemment, cette fréquence de
150 MHz ne correspond pas a la fréguence de transition de la particule. Nous allons donc déterminer a

guoi cette fréquence peut correspondre.

Nous allons analyser principalement la norme du champ électrique a I’interface entre la particule
et le milieu de suspension. Pour cela, nous nous appuierons sur les simulations COMSOL afin d’étudier
les perturbations du champ électrique. Les données concernant la norme du champ électrique sont
extraites sur la ligne rouge dans la Figure 1.26. Notons qu’il est possible de faire la méme chose sur
différentes hauteurs de la particule et que le champ électrique présentera la méme forme. Cependant,

son intensité sera plus faible.

——En absence de particule —1 MHz 120 MHz 150 MHz —10GHz
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Figure 1.26 : Perturbation du champ électrique en présence d’une particule pour différentes valeurs de la fréquence
du signal
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

Sur la Figure 1.26 qui présente la variation d’intensité du champ électrique en fonction de la
fréquence du signal, les différentes situations introduites a la Figure 1.25 sont représentées. On remarque
qu’en plus de la forme des lignes de champ, c’est son intensité qui est modifiée lorsqu’un objet
diélectrique est soumis au champ électrique. De plus, le champ électrique est discontinu, présentant des
sauts d’intensité, lorsqu’il se propage dans le milieu de suspension et dans la particule. Il semblerait
qu’en pDEP, le champ électrique soit plus fort a I’extérieur de la particule qu’a I’intérieur. En revanche,
en nDEP, le champ électrique est moins fort a ’extérieur qu’a I’intérieur de la particule. On peut aussi
observer qu’a la fréquence de transition, le champ est discontinu a I’interface milieu/particule. A la
fréquence de 150MHz, le champ électrique est au contraire continu et retrouve une intensité proche de

celle en I’absence de particule.

Dans la littérature, il est souvent fait mention que le moment dipolaire modifie les lignes de
champ, mais peu d’études s’intéressent a la perturbation de 1’intensité du champ électrique en présence
de particule diélectrique. Cependant, dans [72] R. Pethig fait le constat que ces changements sont dus a
la polarisation de la particule et aux charges de surface induites. Sur la Figure 1.27A, le comportement
du champ électrique en fonction de I’état de polarisation de la particule dans son milieu de suspension
est prédit théoriquement. On y voit que le champ externe est plus important en pDEP ; alors qu’en nDEP

c’est le champ interne qui est plus important.

B/ —ZEn absence de particule —1 MHz 120 MHz 150 MHz —1GHz
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Figure 1.27 : (A) Les modéles de champ montrent comment le champ externe est déformé & la surface d'une
particule qui est plus polarisable que le milieu (figure du haut), pour donner un champ interne inférieur au champ
externe. Pour une particule moins polarisable que le milieu (figure du bas), le champ externe est déformé autour
de la particule et le champ interne est plus grand que le champ externe [72]. (B) Perturbation du champ électrique
en présence d’une particule pour différentes valeurs de la fréquence du signal, lorsque les électrodes sont & une
distance x >> rayon de la particule.
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

Le graphique de la Figure 1.27B semble corroborer les modéles schématiques du comportement
du champ externe et interne de la particule. On peut noter que les perturbations électriques dues a la
présence de la particule dans le milieu de suspension sont locales a la particule (environ jusqu’a 20pum
de part et d’autre). Cependant, il y a peu d’explications concernant 1’influence d’une particule
diélectrique sur le champ électrique a la fréquence de transition et a la fréquence de continuité. Par la
suite, nous allons donc nous focaliser sur la discontinuité du champ électrique a 1’interface entre la

particule et le milieu de suspension.

Lorsqu’une onde plane progressive harmonique se propage dans des milieux inhomogénes, on
observe alors une discontinuité de la norme du champ électrique et magnétique. La Figure 1.28 montre
le schéma du plan d’incidence de I’onde électromagnétique incidente sur la surface du dioptre. Les
conditions aux limites imposent que la composante tangentielle du champ électrique et la composante
normale du champ magnétique soient continues. Le milieu 1 est le milieu de suspension avec ses
propriétés diélectriques em et om et d’indice de réfraction nm. Le milieu 2 est la particule avec ses
propriétés diélectriques &p et op et d’indice de réfraction np. Deux phénomenes se produisent a I’interface

des deux milieux : aprés la traversée du dioptre, I’onde transmise E) dans le milieu 2 est déviée par le

principe de réfraction ; une partie de I’onde incidente E, est renvoyée dans le milieu 1 par réflexion.

Plan d’incidence
. g,

> O v
cn, .
B

X
A
Milieu de suspension: l Particule:

Figure 1.28 : Réflexion et transmission d’une onde électromagnétique par un dioptre séparant le milieu de
suspension et une particule, dans le cas ot le champ électrique est dans le plan d’incidence.

Dans la situation de la Figure 1.28, en projetant sur 1’axe O,, on obtient les relations suivantes :

E;, = E;cos0; ; E,, = —E,cos0, ; E,, = E; cos0; (1.25)
Avec E;; ’amplitude du champ électrique respectivement incident, réfléchi et transmis et 0i,: ’angle

non orienté que fait le vecteur d’onde avec le plan d’incidence. Les relations de continuité sont donc les

suivantes :
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

E;cos6; —E,cos@, = E,cosb, ; B;+ B, =B, (1.26)
Avec Bt I’amplitude du champ magnétique respectivement incident, réfléchi et transmis. Les lois de

Snell-Descartes concernant la réfraction et la réflexion sont respectées :
Ny Sin@; = n, sin6, ; 6; = 6, (1.27)

Afin d’exploiter les relations de continuité (1.26), le champ magnétique peut s’exprimer en fonction du

champ électrique grace a la relation de structure :

B =4 (1.28)

Avec o la pulsation et k le vecteur d’onde qui peut s’exprimer en fonction de I’indice de réfraction tel

w*n . .
que: k = —.avecc la vitesse de la lumieére.

On peut donc réinjecter dans (1.26) et on obtient :

cos 0; (1—E,) = E,cos 0; ; ny(E; + E;.) = nyE; (1.29)
On peut alors définir les coefficients de réflexion r et de transmission t comme étant les rapports entre

les amplitudes réfléchies et incidentes et entre les amplitudes transmises et incidentes respectivement.
A partir de (1.29), on obtient :

n, cos 8; —ny, cosf 2ny, cos 0;
r= 14 3 m t . t — m 14 (|30)

Ny, €OS O + Ny cos B ’ Ny, €OS O + Ny cos B;

Dans le cas d’une incidence normale, les coefficients de réflexion et de transmission sont les suivants :

r=_p"tm ., _20m (1.31)

Np + Ny Np + Ny

D'apreés les équations de Maxwell, l'indice de réfraction est donné par :

n2=g —j— (1.32)

W*EQ

L’indice de réfraction d’un milieu est donc un nombre complexe qui dépend des propriétés
di¢lectriques du milieu et de la fréquence de 1’onde ¢électromagnétique. Les coefficients de réflexion et
de transmission d’une onde peuvent donc étre exprimés en fonction des parametres diélectriques de la
particule et du milieu de suspension et de la fréquence du signal appliqué. Nous nous intéresserons par
la suite uniquement au coefficient de réflexion, sachant que le coefficient de transmission peut étre

facilement retrouvé par la relationr +t = 1.
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Figure 1.29 : Graphique de la partie réelle, du module et de la phase du coefficient de réflexion en fonction de la
fréquence du champ électrique.

Le coefficient de réflexion étant un nombre complexe, on peut donc 1’écrire sous forme
algébrique (r = Re(r) + j * Im(r)) ou polaire (r = |r|e/*™). La phase du coefficient de réflexion
correspond physiquement au déphasage du champ réfléchi par rapport au champ incident.
Si |p(r)| = 180°, le champ réfléchi est en opposition de phase alors que si ¢(r) = 0°, le champ réfléchi est
en phase par rapport au champ incident. Le module du coefficient est le rapport des amplitudes des
champs réfléchi et incident. 1l est compris entre 0 et 1. Quant a la partie réelle et a la partie imaginaire
du coefficient de réflexion, il est difficile de donner une interprétation physique. Le graphique de la
Figure 1.29 a été tracé avec les mémes parametres diélectriques que pour la Figure 1.25. Lorsque la partie
réelle du coefficient est négative, |p(r)] > 90° et lorsque la partie réelle du coefficient est positive,
lo(r)| < 90°. 11 semblerait que le signe de la partie réelle du coefficient de réflexion nous renseigne sur
sa phase. On peut remarquer que Re(r) = 0 a la fréquence f = 150MHz, ce qui correspond a la fréquence
de continuité identifiée précédemment. A cette méme fréquence, la phase du coefficient de réflexion est
de 90°. A la fréquence de continuité, la partie réelle du coefficient de réflexion est nulle et donc le champ
¢lectrique incident qui arrive a I’interface milieu/particule est totalement transmis dans la particule. C’est
pourquoi, la norme du champ électrique est continue a cette interface et la particule apparait donc
« transparente » au champ et limite les perturbations de ce dernier dues a sa présence dans le milieu de

suspension.
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Figure 1.30 : Partie réelle du coefficient de réflexion en fonction de la fréquence et des approximations basse et
haute fréquence.

Par la suite, nous allons nous focaliser sur la partie réelle du coefficient de réflexion. On peut

approximer la valeur de Re(r) aux basses et hautes fréquences :

2 Re(r)pp = = (133)

op +0om &p+em

Re(r)pr =

Ces approximations sont confirmées avec la Figure 1.30. Aux tres basses fréquences (inférieures
a 1MHz), la partie réelle du coefficient de réflexion ne dépend uniquement que des conductivités de la
particule et du milieu de suspension. Tandis qu’aux hautes fréquences (supéricures a 1GHz),
I’expression de Re(r) dépend des permittivités relatives de la particule et du milieu. Aux fréquences
intermédiaires, ces simplifications ne sont plus valables et il faut extraire la partie réelle de la formule
(1.31).

On peut donc étudier les variations de la partie réelle du coefficient de réflexion en fonction de
la fréquence du signal pour différentes valeurs des propriétés diélectriques du milieu de suspension et
de la particule. Les valeurs pour les parametres utilisés sont les suivantes : conductivité et permittivité
du milieu de suspension om = 20mS/m & em = 78¢ F/m ; conductivité et permittivité de la particule
op = 0.5 S/m & ¢, = 50¢0 F/m ; la fréquence du signal est de 50MHz. En premier lieu, nous faisons

varier la conductivité et la permittivité du milieu.
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Figure 1.31 : Perturbations de la norme du champ électrique pour différentes valeurs (A) de la conductivité du
milieu om = 20, 30, 40, 50, 60 mS/m ; (B) de la permittivité du milieu em = 60, 65, 70, 75, 80go F/m. Rappelons les

paramétres diélectriques de la particule : op = 0.5 S/m, &, = 5050 F/m.
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Figure 1.32 : Evolution de la partie réelle du coefficient de réflexion en fonction de la fréquence du signal pour
trois différentes configurations des parameétres diélectriques du milieu de suspension. La bande jaune désigne la

gamme de fréquence exploitée dans ces travaux de thése.

La Figure 1.31 montre les perturbations de la norme du champ électrique dues a la présence de

la particule dans le milieu de suspension pour différentes valeurs de conductivité et permittivité du

milieu. On peut remarquer que le champ électrique externe est plus intense que le champ interne dans

la particule a une fréquence f = 50MHz. Plus la conductivité du milieu augmente, plus les champs interne

et externe diminuent. De méme, plus la permittivité du milieu de suspension augmente, plus le champ

interne diminue et au contraire, le champ interne augmente. La Figure 1.32 décrit 1’évolution du

coefficient de réflexion en fonction de la frequence du signal pour trois cas : om=20mS/ & em = 78go
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

F/m, om=60mS/m & &n = 78& F/m, om=20mMS/m & &m = 60go F/m. A la fréquence f = 50MHz, la partie
réelle du coefficient est positive. Concernant la dépendance fréquentielle, on peut remarquer que la

conductivité du milieu a une influence qui prédomine en basse fréquence (environ inférieure 8 100MHz)

tandis que la permittivité du milieu a plus une influence en plus haute fréquence (environ supérieure a

IMHz). Dans la gamme de fréquence d’intérét, c’est-a-dire de 50MHz a 1GHz, la partie réelle du

coefficient est fortement modifiée lorsque la permittivité du milieu varie.
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Figure 1.33 : Perturbations de la norme du champ électrique pour différentes valeurs (A) de la conductivité de la
particule o, = 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 S/m ; (B) de la permittivité de la particule ¢, = 30, 40, 50, 60, 70go F/m.
Rappelons les paramétres diélectriques du milieu de suspension : om = 20mS/m, em = 78¢g F/m.

—ep =500 F/m, 6p=0,1 S/m
0,7

0,6

0,5

04

03

0,2

0,1

0

1,00E+04 1,00E+05

-0,1

Partie réelle du coefficient de réflexion du champ
électrique

-0,2

1,00E+06

—zp = 50£0 F/m, 6p = 0,5 S/m ep = 70£0 F/m, op = 0,5 S/m

1,00E+07 1,00E+10 1,00E+11

Fréquence (Hz)

Figure 1.34 : Evolution de la partie réelle du coefficient de réflexion en fonction de la fréquence du signal pour
trois différentes configurations des parameétres diélectriques de la particule. La bande jaune désigne la gamme de
fréquence exploitée dans ces travaux de thése.
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

Dans un deuxiéme temps, nous allons étudier I’impact des parameétres diélectriques de la
particule sur les variations de la partie réelle du coefficient de réflexion du champ électrique. La Figure
1.33 montre les perturbations de la norme du champ électrique dues a la présence de la particule dans le
milieu de suspension pour différentes valeurs de conductivité et permittivité de la particule. On peut
remarquer que le champ électrique externe est plus intense que le champ interne & f = 50MHz, sauf dans
le cas ou la conductivité de la particule est de 0.1 S/m. Dans cette situation, la norme du champ électrique
est plus faible a I’extérieur qu’a I’intérieur de la particule. Plus la conductivité de la particule augmente,
plus le champ externe augmente et le champ interne diminue. De plus, plus la permittivité de la particule
augmente, plus les champs interne et externe diminuent. La Figure 1.34 décrit 1’évolution du coefficient
de réflexion en fonction de la fréquence du signal pour trois cas : 6,= 0.1 S/ & &, = 500 F/m, 6, = 0.5
S/Im & g, = 50g0 F/m, 6, = 0.5 S/Im & &, = 60go F/m. A la fréquence f = 50MHz, la partie réelle du
coefficient est positive sauf dans le cas ol la conductivité de la particule est de 0.1 S/m et de permittivité
50g9 F/m, Re(r) est négatif. Le signe de la partie réelle du coefficient de réflexion nous renseigne sur la
norme du champ externe et interne : si Re(r) est positif, le champ est plus fort a I’extérieur qu’a
I’intérieur de la particule ; si Re(r) est négatif, le champ est plus faible a ’extérieur qu’a I’intérieur de
la particule. Il est important de rappeler que les perturbations du champ électrique sont trés localisées
au niveau de la particule. Concernant la dépendance fréquentielle, on peut remarquer que la conductivité
de la particule a une influence qui prédomine en basse et moyenne fréquence (environ inférieure a 1GHz)
tandis que la permittivité du milieu a plus une influence a plus haute fréquence (environ supérieure a
50MHz). Dans la gamme de fréquences d’intérét, c’est-a-dire de 50MHz a 1GHz, la partie réelle du

coefficient est fortement modifiée lorsque les deux parameétres diélectriques varient.

Lorsque le champ électrique se propage dans le milieu de suspension et rencontre une particule
en suspension, une partie du champ incident est réfléchie et une autre partie est transmise. Ces
perturbations s’opérent localement autour de la particule. On peut alors définir un coefficient de
réflexion dans le cas d’une incidence normale, qui est le rapport des amplitudes incidente et réfléchie.
Ce coefficient dépend des propriétés diélectriques du milieu et de la particule et est donc complexe. I
est possible d’étudier les variations de sa partie réelle en fonction de la fréquence du signal et des
parameétres diélectriques. Le signe de Re(r) est corrélé a la phase du coefficient de réflexion : si Re(r)
est positif, le déphasage est inférieur a 90°, I’onde réfléchie est constructive, ce qui résulte en un champ
électrique externe plus important. Si Re(r) est négatif, le déphasage est supérieur a 90°, I’onde réfléchie
est destructive, ce qui résulte en un champ électrique interne plus important. Lorsque la partie réelle du
coefficient de réflexion est nulle, la norme du champ électrique est continue a I’interface entre le milieu
et la particule. A la fréquence de continuité, la particule devient transparente au champ électrique et les
perturbations liées a la présence de la particule sont atténuées. Le champ électrique extérieur est sensible

aux changements de milieu aux propriétés diélectriques différentes et induit un réarrangement des
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Chapitre I. Contexte biologique et physique

charges surfaciques, c’est-a-dire, induit une polarisation en fonction de la fréquence. Or, comme le
facteur de Clausius-Mossotti décrit 1’état de polarisation de la particule dans un milieu, il serait
intéressant d’étudier le lien entre le coefficient de réflexion du champ électrique a l’interface

milieu/particule et le facteur de Clausius-Mossotti.

IVV.3.2. Lien entre le coefficient de réflexion du champ électrique et le facteur de
Clausius-Mossotti

Le facteur de Clausius-Mossotti est souvent rencontré dans la littérature pour décrire la
polarisabilité des objets biologiques. Ces deux physiciens qui ont donné leurs noms a la formulation
(1.9), ont mis en avant leur vision concernant le comportement diélectrique : chaque molécule
diélectrique contient des éléments/charges positifs et négatifs mais est globalement neutre. Sous 1’action
d’un champ électrique, les charges sont réarrangées de sorte que la molécule devienne un dipdle [72].
En 1869 et en 1878 respectivement, les deux physiciens Lorenz et Lorenzt ont établi indépendamment
la relation (1.32) qui lie I’indice de réfraction et la permittivité d’un milieu. Le facteur de Clausius-

Mossotti (CM) peut alors s’écrire sous la forme :

2_ 2
ng— Nin

fem =

— 52 2
ny+ 2ny,

(1.33)

Cette derniere formulation est alors appelée la relation Lorenz-Lorenzt. Dés lors, nous pouvons
noter qu’il existe un lien entre I’équation (1.33) et le coefficient de réflexion (I.31). En effet, alors que
le facteur CM transcrit le réarrangement des charges a I’interface particule/milieu sous 1’action d’un
champ électrique externe, le coefficient de réflexion décrit les perturbations de ce champ a cette interface
lorsque le champ se propage dans deux milieux diélectriques différents. Il est alors possible d’exprimer

le facteur CM en fonction du coefficient de réflexion :

4r

fem = 3r2-2r+3 (1.34)

Ainsi, le facteur de Clausius-Mossotti est proportionnel au coefficient de réflexion du champ
électrique sur un dioptre. Il dépend de la maniere dont se propage le champ électrique dans deux milieux

diélectriques différents.
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Figure 1.35 : Evolution de la partie réelle et imaginaire du coefficient de réflexion et du facteur de Clausius-
Mossotti en fonction de la fréquence du signal. Les propriétés de la particule sont o, = 0.5S/m & €, = 50g9 F/m et
celles du milieu sont 6m = 20mS/m & em = 78go F/m.

La Figure 1.35 montre I’évolution fréquentielle de la partie réelle et imaginaire du facteur de
Clausius-Mossotti et du coefficient de réflexion du champ électrique. On peut noter que les deux
propriétés physiques présentent les mémes formes de courbes que ce soit la partie réelle ou imaginaire.
Cependant, on peut remarquer que la fréquence de transition ou Re(fem) s’annule et la fréquence de

continuité ot Re(r) est nulle ne sont pas egales.

! — R (frm)
o A/ €)= & | === Re(r) B/ &, > &
ap > Oy 0y > 0y
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07 07
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Figure 1.36 : Evolution fréquentielle de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti (rouge) et du coefficient de
réflexion (bleu) lorsque les propriétés diélectriques de la particule et du milieu externe ne permettent pas de mettre
en évidence une fréquence de transition. (A) Cas ou les permittivités relatives sont égales ; (B) cas ou la permittivité
relative de la particule est supérieure a celle du milieu.
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Cependant, il est important de noter que dans certaines conditions, la partie réelle du facteur de
Clausius-Mossotti ne coupe pas 1’axe des abscisses et donc ne présente pas de fréquence de transition
(Figure 1.36). Lorsque la permittivité relative de la particule est supérieure ou égale a celle du milieu,
comme nous I’avons vu précédemment sur la Figure 1.23, il n’y a pas de fréquence de transition dans la
gamme des hautes fréquences. On peut également remarquer que lorsque fen ne présente pas de
fréquence de transition, la partie réelle du coefficient de réflexion ne coupe pas 1’axe des abscisses. Ces
deux facteurs sont liés par les propriétés diélectriques de la particule et du milieu et de la fréquence du
signal. En effet, lors de I’inversion du moment dipolaire dans le systeme particule/milieu de suspension,
c¢’est-a-dire lorsque 1’on passe d’un état nDEP a pDEP ou inversement, les charges induites ne se
réarrangent pas instantanément, mais ces changements s’opérent avec un temps de réponse

caractéristique appelé temps de relaxation [72].
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Figure 1.37 : Perturbation de la norme de polarisation en présence d’une particule pour différentes fréquences du
signal

En effet, la polarisation se définit comme étant la densité volumique du moment dipolaire, ce
qui revient a diviser I’équation (8) par le volume de la particule. La Figure 1.37 représente la norme de
polarisation en présence d’une particule soumise a un champ électrique a différentes fréquences du
signal dont 120MHz qui est la fréquence de transition et 150MHz qui est la fréquence a laquelle le
champ électrique est continu a I’interface milieu/particule. On peut remarquer que la norme de la
polarisation est nulle a la fréquence de transition et est positive pour des fréquences inférieures et

négatives pour des fréquences supérieures. L’inversion de la polarisation se fait a la fréquence de
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transition. On peut clairement se rendre compte que le facteur de Clausius-Mossotti permet de définir
I’¢tat de polarisation de la particule dans un milieu de suspension aux propriétés diélectriques
différentes. Par ailleurs, comme la polarisation dépend du champ électrique, la norme n’est pas continue
a I’interface entre la particule et le milieu. Cependant, elle est continue entre la fréquence de transition
et la fréquence de continuité du champ électrique, bien qu’a cette derniére, la norme soit négative
témoignant du comportement nDEP annoncé par la partie réelle du facteur CM. Le facteur CM traduit
la réorganisation des charges surfaciques par I’inversion de la polarisation et la fréquence de transition.
Quant au coefficient de réflexion du champ électrique, il refléte les perturbations de la norme de ce
dernier par la présence d’une particule et on peut en déduire la différence de niveau de champ a
I’intérieur et a I’extérieur de la particule par la fréquence de continuité. L’écart entre ces fréquences est
dd au fait que lors de I’inversion de la polarisation, la réorganisation des charges surfaciques ne se fait

pas instantanément mais avec un temps caractéristique a déterminer.

Tableau 1.2 : Tableau de synthése sur 1’étude de I’influence d’une particule homogéne diélectrique sur le champ
électrique

Partie réelle positive Partie réelle négative

particule.

i,

e Déphasage de 1’onde incidente : ¢(r) < 90°,
I’onde réfléchie est constructive. Le champ
¢électrique est plus fort a I’extérieur de la
particule.

Re(f.n) | ® Comportement diélectrique : pDEP, la | ® Comportement diélectrique: nDEP, la
particule est attirée par les champs forts. particule est repoussée vers les champs faibles.
o Polarisation : la particule est plus polarisée que | ® Polarisation : la particule est moins polarisée
le milieu de suspension, le moment dipolaire est | que le milieu de suspension, le moment dipolaire
dirigé dans le méme sens que le champ | est dirigé dans le sens opposé au champ
électrique. électrique.

Re(r) | e Lignes de champ : elles sont attirées dans la | @ Lignes de champ: elles contournent la

particule.

e Déphasage de 1’onde incidente : ¢(r) > 90°,
I’onde réfléchie est destructive. Le champ
¢électrique est plus faible a l’extérieur de la
particule.
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V. Conclusion du Chapitre |

Dans ce premier chapitre, nous avons mis en contexte les travaux de cette thése en présentant
les besoins actuels des biologistes en termes d’outils de diagnostic rapides et performants. La
problématique principale est d’évaluer la capacité de nano-vésicules appelées oncosomes a induire les
cellules cancéreuses différenciées a développer des caractéristiques de résistance thérapeutique,
possédées par les cellules souches cancéreuses. Quel est le role et I’impact des oncosomes dans le degré
d’agressivité de la tumeur et de sa résistance aux actuels traitements thérapeutiques ? En raison de la
limitation des outils existants pour caractériser les cellules, nous avons vu différentes techniques de
caractérisation et de tri cellulaire basées soit sur I’immunomarquage soit sur 1’interaction entre les
cellules et un champ extérieur couplé a la microfluidique. Notre choix s’est porté sur la diélectrophorése
car cette méthode est label-free et permet donc de résoudre le probléme lié au manque d’immuno-
marqueurs spécifiques aux CSCs. La DEP ne requiére pas de contact mécanique avec les cellules,
prévenant ainsi leur endommagement, et il est inutile de lyser les cellules pour avoir acces a leur contenu
interne pour 1’analyser : il est donc possible de les remettre en culture une fois caractérisées par DEP.
Ce phénomene physique permet d’induire le mouvement d’une cellule biologique soumise a un champ
électrique non-uniforme da a I’interaction entre le dipdle induit de la cellule et le gradient d’intensité du
champ électrique. La force de déplacement DEP est influencée par la partie réelle du facteur de Clausius-
Mossotti qui dépend des paramétres diélectriques de la cellule, du milieu de suspension et de la
fréquence du signal appliqué. Par la suite, nous avons établi un modele diélectrique d’une cellule
biologique grace a une modélisation mono-enveloppe et ainsi nous avons pu établir deux fréquences
caractéristiques a basse et a haute fréquence dites de transition, ou la force DEP s’annule. Les
simulations numériques montrent que fi1 dépend de la taille et de la morphologie de la cellule et des
propriétés de la membrane plasmique tandis qu’en hautes fréquences, f.2 dépend du contenu interne et
du rapport volumique nucléo-cytoplasmique. La mesure des fréquences de transition peut étre utilisée
comme biomarqueurs électromagnétiques afin de différencier des populations cellulaires variées. Nous
présenterons dans le chapitre Il de ce manuscrit le laboratoire sur puce utilisé pour la caractérisation
DEP des cellules et nous montrerons la pertinence d’exploiter la signature DEP en UHF afin de
discriminer les cellules cancéreuses souches et différenciées en identifiant les spécificités de leurs
propriétés diélectriques intracellulaires. Par la suite dans le chapitre Ill, nous tirerons profit de cette
signature DEP afin de trier les cellules cancéreuses selon leur degré de différenciation grace a un

laboratoire sur puce basé sur la répulsion diélectrophorétique.

En outre, a la fin de ce chapitre, nous avons montré que la présence d’une particule diélectrique
dans un milieu de suspension perturbe localement la propagation du champ électrique. Le coefficient de
réflexion du champ électrique permet de définir une fréquence de continuité lorsque la particule devient

transparente devant le champ électrique. Nous avons identifié un lien entre ce facteur et celui de
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Clauisus-Mossotti. La fréquence de transition liée a I’inversion de la polarisation et la fréquence de

continuité sont associées par un temps de réponse caractéristique du moment dipolaire.
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Chapitre Il. Caractérisation de cellules individuelles par diélectrophorése Ultra Haute Fréquence dans le but d’une
discrimination phénotypique

I. Introduction

Au cours du chapitre I, nous avons pu comprendre les enjeux de la détection des cellules souches
cancéreuses. En effet, en raison de leur résistance thérapeutique, 1’identification des CSCs pourrait avoir
une valeur pronostique pour évaluer 1’agressivité de la tumeur et prévenir le risque de récidive.
Cependant, les CSCs constituent une sous-population cellulaire rare et sont difficiles a caractériser avec
des biomarqueurs génériques, car aucun marqueur spécifique des CSCs n’est disponible a ce jour pour
identifier formellement ces cellules « cachées » dans la tumeur. C’est pourquoi la détection des CSCs
représente actuellement un défi pour améliorer la prise en charge et le traitement de certains cancers
solides. Pour ce faire, nous avons précédemment identifié la technique de la diélectrophorése comme
une méthode adéquate pour la caractérisation cellulaire sans immuno-marqueur. Dans la gamme des
Ultra-Hautes Fréquences (UHF c’est-a-dire supérieures a 20MHz), I’influence de la membrane
plasmique de la cellule diminue et ’onde électromagnétique a la capacité de pénétrer a I’intérieur de
celle-ci pour interagir avec le contenu cytoplasmique. Le champ électrique peut alors sonder le contenu
intracellulaire dont les propriétés diélectriques (conductivité et permittivité relative) sont susceptibles
d’affecter la valeur de la seconde fréquence de transition fy. D’aprés les études bibliographiques et
théoriques (par simulation notamment) du chapitre précédent, cette derniére pourrait étre considérée
comme un biomarqueur électromagnétique pour identifier le phénotype indifférencié que présentent ou

non les cellules.

Un des objectifs de ces travaux étant d’évaluer le pouvoir de transformation oncogénique des
oncosomes, il est nécessaire d’identifier le caractére souche des cellules cancéreuses capables de

produire des exosomes particuliérement néfastes.

Afin de mesurer la fréquence de transition UHF (fxo2), nous allons utiliser un microsystéme basé
sur 'UHF-DEP dont les travaux de développement ont fait 1’objet d’une these précédente [1]. Ce
laboratoire-sur-puce applique un champ électrique non-uniforme générant une force diélectrophorétique
sur les cellules biologiques. L’¢électro-manipulation des cellules de maniére individuelle nous permet
d’extraire la fréquence de transition et d’ainsi corréler le phénotype d’une population cellulaire connue
a sa signature électromagnétique. Dans ce chapitre 11, nous montrerons briévement le design de 1’outil
de caractérisation, puis nous nous intéresserons a son principe de fonctionnement et a la méthode de
mesure des deux fréquences de transition (fxo1, fxo2). Par la suite, nous présenterons les différents modeles

cellulaires utilisés lors de nos études et justifierons ces choix.

Dans un premier temps, le capteur électromagnétique sera éprouvé avec une lignée cellulaire du
cancer colorectal cultivée dans deux conditions différentes : induisant (i) un phénotype différencié et

(ii) un enrichissement de la culture en cellules souches cancéreuses. Les deux fréquences de transitions
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fw1 & basse fréquence et fy2 a haute fréquence seront mesurées afin de démontrer expérimentalement la
pertinence de ’exploitation de la gamme des ultra hautes fréquences pour la détection des CSCs.
Ensuite, nous ferons des études de suivi cinétique de I’acquisition du phénotype indifférencié dans un
milieu d’enrichissement en CSCs sur trois lignées différentes : une de glioblastome et deux de cancers
colorectaux. Une fois les signatures électromagnétiques collectées pour les différents phénotypes, les
vésicules extracellulaires (EVs) seront extraites des cellules cancéreuses considérées comme ayant un
potentiel d’agressivité élevé et mises en contact avec des cellules différenciées. Cette expérience
permettra de répondre a un des objectifs du projet Oncosome Track qui est de Vérifier si les EVs
interviennent dans le transfert d’agressivité. Différentes conditions d’exposition seront appliquées :
deux phases d’incubation pendant 24h et 72h et avec une ou deux doses d’oncosomes. Tout d’abord, les
cellules cancéreuses provenant de lignées commerciales seront exposées a des oncosomes provenant
eux aussi de lignées cellulaires, puis a des EVs de cultures primaires (cellules non immortalisées)

permettant de poser les bases d’une étude pré-clinique.

A Tissue de ce chapitre II, nous aurons alors caractérisé 1’ensemble des signatures
électromagnétiques UHF-DEP des populations d’intérét suivant leur phénotype. Nous serons alors a
méme de les exploiter a des fins de tri cellulaire pour répondre au deuxiéme objectif de ces travaux de

doctorat. Ceci sera abordé dans le chapitre IlI.
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I1. Fonctionnalités du systeme de caractérisation microfluidique

Comme évoqué précédemment, le systeme de caractérisation UHF-DEP a été développé dans
les travaux de la these de Fatima Hjeij [1]. Implémenté sur un laboratoire sur puce, le systeme permet
de faire circuler une suspension cellulaire et de les caractériser a basse fréquence et aux fréquences UHF.
Au cours des travaux de la thése, nous avons fait évoluer le banc expérimental afin de mesurer les
fréquences de transition fxo1 et fxo2 de cellules individuelles au sein d’une population, pour souligner
expérimentalement la plus-value de la UHF-DEP. Dans cette partie, nous évoquerons brievement la

conception de 1’outil de caractérisation ainsi que son principe de fonctionnement.

11.1. Design et banc expérimental du systéme de caractérisation cellulaire

Afin d’identifier la signature diélectrophorétique des cellules, c¢’est-a-dire les fréquences de transition
BF fxo1 et UHF fxoy, la stratégie mise en place est de capturer individuellement une cellule dans une cage
¢électrique puis d’étudier ses mouvements en réaction a la modification de la fréquence du signal

appliqué, et ainsi de pouvoir en particulier mesurer ses fréquences de transition.

11.1.1. Design du systeme de caractérisation cellulaire

T pE T R ' Electrodes i

Capteur quadripole

epalsses

Electrodes

Canal microfluidique
150 um

ngnes
oplanalres RF

Flgure II 1 (A) Photo du capteur quadripdle implémenté sur une puce BiCMQOS avec un canal microfluidique ;
(B) Image en microscopie €électronique a balayage (MEB) du capteur.
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On utilise un laboratoire sur puce en technologie BICMOS® avec un capteur passif implémenté
au sein d’un réseau microfluidique comme présenté sur la Figure I1.1A. Ce laboratoire sur puce permet
donc I’¢lectro-manipulation d’une cellule individuelle. Pour ce faire, une structure composée de quatre
électrodes placées a 90° les unes par rapport aux autres est utilisée pour générer un champ électrique
non-uniforme en amplitude. Ce quadripole est placé au fond d’un canal microfluidique qui permet de
faire circuler la suspension cellulaire au-dessus du capteur. Afin de ne pas perturber I’écoulement du
fluide et de ne pas obstruer le canal lors du passage de la suspension cellulaire, les deux électrodes
paralléles au sens de circulation du flux (en gris foncé sur la Figure 11.1B) sont trés fines. Leur épaisseur
est de 0,45um. Ces électrodes sont reliées a la masse. L autre paire d’électrodes perpendiculaires au
canal est plus épaisse avec 9um d’épaisseur afin de garantir un champ suffisamment intense et
homogeéne sur la hauteur du canal microfluidique. Ces électrodes sont simultanément polarisées avec le
méme signal radiofréquence (RF) monofréquence a ondes continues (CW) afin de générer le gradient

de champ désiré comme nous le verrons au paragraphe suivant.

L’espace entre les électrodes est choisi de fagon a atteindre un compromis entre la possibilité de
générer une force DEP suffisante pour piéger efficacement les cellules biologiques avec une faible
tension appliquée aux bornes des électrodes et celle d’observer le déplacement de la cellule dans la cage
électrigue. Sachant que le diamétre moyen des cellules eucaryotes humaines est de 20um, un bon
compromis est d’utiliser un gap inter-électrodes de 40um. La tension appliquée est choisie pour éviter
les phénomenes d’électro-perméabilisation. A partir d’un certain seuil d’intensité du champ électrique,
la cellule peut étre perméabilisée, ce qui signifie que des pores apparaissent dans sa membrane et ce
phénomene peut étre irréversible et entrainer la mort cellulaire. De plus, cela peut entrainer des échanges
entre le milieu extérieur et le contenu cellulaire interne qui aurait un impact sur la mesure des fréquences
de transition. Pour des cellules eucaryotes, ce seuil de perméabilisation est d’environ 1kVrms/cm [2]. La
norme du champ électrique simulée dans chaque compartiment de la cellule (cf Chapitre | pour les
parameétres diélectriques) en fonction de la tension appliquée aux bornes des électrodes du quadrip6le
est présentée Figure I1.2. A basse fréquence, on peut constater qu’a partir de 2,2 Vrwms, le seuil de
perméabilisation de la membrane plasmique est franchi, cela risque d’endommager les cellules en créant
des pores dans la membrane cellulaire. Cela favoriserait ainsi les échanges de liquide entre le milieu
externe et le cytoplasme, modifiant la signature électromagnétique des cellules. Cependant a haute

fréquence, cette problématique intervient a plus haute tension a environ 12 Vgwus.

6 Ce laboratoire-sur-puce est réalisé par IHP Microelectronics (https://www.ihp-microelectronics.com/)
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Figure 11.2 : Influence de la tension RMS appliquée aux bornes des électrodes (encadré) sur I’intensité du champ
électrique dans la membrane plasmique et dans le cytoplasme aux deux fréquences de transition (fx1 = 308kHz ;
fwo2 = 118MHz) pour un gap inter-électrode de 40um

La puce BICMOS réalisée par IHP, est fabriquée sur un substrat en silicium avec une couche
fine de SiO.. Le plan de masse ainsi que les électrodes sont en aluminium et ces derniéres sont faites par
une succession d’empilement de couches pour une structure épaisse. Le process de fabrication du

microsystéme est détaillé dans [3].

Le canal microfluidique qui permet de faire circuler la suspension cellulaire a une largeur de
150pum et une hauteur de 50um. Il est moulé dans du polydiméthylsiloxane (PDMS), polymére
largement utilis¢ dans des applications allant de la recherche pharmaceutique et cosmétique a I’industrie
alimentaire en passant par les applications biomédicales et électroniques pour 1’encapsulation. De plus,
c¢’est un matériau bon marché, biocompatible, transparent et sa fabrication est facile et rapide. La picce
de PDMS sert également de capot sur la puce afin de rendre 1’ensemble du microsystéme étanche. Le

process de moulage sera décrit dans le chapitre I11.
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11.1.2. Banc expérimental du systéme de caractérisation cellulaire

Afin de mesurer les fréquences de transition BF et UHF, respectivement fuo: et fxo2, Un banc
expérimental dédié est utilisé et présenté dans la Figure I1.3. Les cellules a caractériser sont tout d’abord
suspendues dans un milieu adapté a la caractérisation DEP puis mises dans un Eppendorf relié a la puce
microfluidique grace a des capillaires de diamétre interne 250um. La suspension cellulaire est injectée
dans le microsystéme par des contrdleurs de flux externes fonctionnant en pression afin de réguler la

vitesse et de contrdler le mouvement des cellules dans le canal microfluidique.

Figure 11.3 : Banc expérimental utilisé pour les mesures des fréquences de transition BF et UHF. (1) contrdleur de
flux externe Elveflow OB1 ; (2) suspension cellulaire ; (3) microsysteme de caractérisation DEP, une image
zoomée est présentée dans ’encadré rouge ; (4) microscope Scope.Al Zeiss ; (5) Caméra Axiocam 105 color
Zeiss ; (6) Sondes radiofréquences MPI TITAN T26P-GSG-150 ; (7) diviseur de puissance ; (8) amplificateur de
puissance Bonn Elecktrik BLWA 100-5M ; (9) puissance-metre Anritsu ML2496A ; (10) commutateur 11713A
HP ; (11) générateur basse fréquence Agilent 33150A ; (12) générateur radiofréquence SMB 100A Rhode &
Schwarz
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Pour mesurer la premiére frequence de transition fyo1, un signal basse fréquence est généré par
le générateur Agilent (n°11) dont la gamme de fréquence est comprise entre 1uHz et 80MHz. Ensuite,
de facon a pouvoir mesurer les fréquences de transition BF et UHF avec le méme banc expérimental, un

commutateur est inséré dans le montage (n°10).

Afin de mesurer la fréquence de transition fx2, un signal haute fréquence est produit grace au
générateur radiofréquence Rhode & Schwarz (n°12) dont la gamme de fréquence est de 9 kHz a 1,1

GHz, qui est ensuite amplifié avec un amplificateur de gain 40 dBm (n°8).

Le signal appliqué est ensuite guidé vers un diviseur de puissance (n°7) afin de polariser
simultanément avec le méme signal la paire d’électrodes épaisses. Rappelons que les électrodes fines
sont connectées a la masse. Le signal est amené jusqu’au capteur quadripolaire grace a des lignes
coplanaires dont la géométrie est choisie pour maintenir une adaptation d’impédance de 50Q. Ces lignes

permettent d’injecter le signal grace a des pointes RF (n°6).

11.2. Détermination des fréquences de transition fyo1 et fxo2 a I’aide du
capteur électromagneétique

Comme expliqué dans le chapitre précédent, sous I’effet d’un champ électrique, les cellules
biologiques deviennent polarisables et se voient soumises a des forces diélectrophorétiques
suffisamment intenses pour provoquer un déplacement. Le phénomeéne de diélectrophorése est lié aux
propriétés diélectriques (conductivité et permittivité) de la cellule, du milieu de suspension, de la taille
de la cellule et de I’amplitude et de la fréquence du signal appliqué. Tous ces paramétres sont compris
dans le facteur de Clausius-Mossotti dont la partie réelle détermine 1’orientation de la force DEP et donc

détermine 1’orientation du déplacement de la cellule (Figure I11.4A).

Sur la Figure 11.4B, la simulation Comsol Multiphysics montre la distribution de 1’intensité du
champ électrique lorsque le capteur est polarisé a 1Vpp. Le résultat de la figure est le méme quel que
soit la fréquence appliquée car la simulation numérique est réalisée en régime statique. On peut voir
qu’au centre du quadripdle, I’intensité du champ électrique est plus faible, créant ainsi une cage
électrique ou la cellule peut étre piégée en nDEP. En effet, si la cellule exhibe un comportement nDEP
(Re(fem) < 0), la force DEP est répulsive. Alors la cellule sera repoussée vers des zones de champ faible
(en bleu), c’est-a-dire au centre du quadripdle. Si, en revanche, la cellule présente un comportement
pDEP (Re(fem) > 0), la force DEP est alors attractive. Il en résulte que la cellule sera donc attirée vers

les zones de champ fort (en rouge sur la Figure 11.4B), ¢’est-a-dire vers I’un des bords des électrodes.
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Figure 11.4 : Principe de la mesure de la fréquence de transition. (A) Graphique de la partie réelle du facteur de
Clausius-Mossotti ; (B) Simulation numérique du capteur-quadripdle polarisé. L’échelle des couleurs représente
I’intensité du champ électrique.
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Ainsi, en changeant la fréquence du signal appliqué, il est possible de modifier le comportement
de la cellule et donc de provoquer son déplacement dans la zone du gradient de champ électrique éleve,
permettant ainsi de mesurer les deux fréquences de transition afin d’obtenir la signature DEP des cellules

biologiques d’intérét.

Nous allons a présent détailler la méthodologie mise au point pour faire cette mesure.

Tout d’abord, les cellules sont amenées vers la zone de caractérisation, c’est a dire au plus pres
du capteur-quadripole, grace aux controleurs de flux externes. Lorsqu’une cellule se présente
naturellement au centre du quadripdle comme sur la premiére photo de la Figure I1.5, le flux est
temporairement stoppé et stabilisé afin de procéder a la mesure de la fréquence de transition sans que
celui-ci ne vienne perturber le déplacement de la cellule. En effet, il faut éviter la compétition entre les
différentes forces de déplacement (force DEP et la force de trainée imposée par le flux), afin que la

cellule ne soit soumise uniquement & la force diélectrophorétique et la gravité naturelle.

Ensuite, le champ électrique est donc généré par 1’application de la tension aux électrodes du
capteur qui sont tout d’abord polarisées avec un signal haute fréquence généré a environ 500 MHz. Dans
cette gamme de fréquence, on s’attend a : (i) ce que la cellule présente un comportement nDEP et (ii)
que son facteur de Clausius-Mossotti soit suffisamment loin de la fréquence de transition afin de générer
un piegeage efficace (Figure 11.4A). La force DEP est alors répulsive et la cellule se retrouve piegée
dans la cage électrique au centre du quadrip6le, comme le montre la premiére photo de la Figure 11.5.

Ensuite, la fréquence du signal appliquée est diminuée. La valeur du facteur de Clausius-Mossotti se
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rapproche alors de la fréquence de transition UHF (fxo2 : passage a 0 sur I’axe des abscisses). La force
DEP, toujours répulsive, diminue donc progressivement pour s’annuler complétement a fw2 puis
commence a devenir attractive, on peut alors observer un premier mouvement de la cellule (deuxieme
photo de la Figure I1.5). Finalement, la cellule est attirée complétement vers I’un des bords des électrodes
latérales (derniére photo de la Figure 11.5). Ainsi, on peut faire varier la fréquence du signal d’un état
répulsif au centre du capteur DEP a un état attractif. La fréquence de transition f., peut étre déterminée
visuellement avec un microscope a partir du mouvement de la cellule qui passe d’un comportement

nDEP a un comportement pDEP.
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Figure 11.5 : Caractérisation DEP-UHF d’une cellule de lignée SW480 grace au capteur-quadripdle polarisé avec
un signal haute fréquence CW. La seconde fréquence de transition fx2 est mesurée a 245MHz.

Afin d’identifier précisément fxoz, la fréquence du signal est d’abord diminuée par pas de
10MHz afin d’approcher la valeur de la fréquence de transition. Ensuite, la fréquence du signal est
balayée lentement par pas de 1MHz pour observer le mouvement de la cellule. Cette étape est répétée

une fois de plus afin de déterminer avec précision fy.. Par la suite, la cellule est repoussée au centre du
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quadripdle en augmentant la fréquence du signal. Le générateur de signal haute fréguence est éteint et
grace au commutateur, un signal basse fréguence est injecté dans le microsysteme pour déterminer la
premiére fréquence de transition fyw: de la méme cellule capturée. La méme démarche pour la
caractérisation de fyo2 est utilisée pour la mesure de fy01. Le signal basse fréquence est appliqué a 20kHz
afin d’observer le comportement nDEP de la cellule. Puis, la fréquence est augmentée par pas de 10kHz
jusqu’a observer le mouvement d’attraction de la cellule vers 1’un des bords des électrodes avant de
balayer lentement la fréquence par pas de 1kHz pour avoir une valeur précise de la fréquence de
transition BF. Par la suite, le champ électrique est éteint et la pression d’écoulement de I’entrée de la
puce est augmentée pour libérer la cellule qui vient d’étre caractérisée et pour renouveler la suspension
cellulaire dans le canal microfluidique. Une nouvelle cellule est piégée et caractérisée en suivant la

méme méthode que décrite précédemment.

La précision de mesure des deux fréquences de transition fxo: et fxo2 est respectivement de 1kHz
et de 1MHz. Cependant, en raison de 1’hétérogénéité biologique au sein d’'une méme population de
cellules, les fréquences de transition peuvent présenter une gamme de variation plus ou moins large.
Plusieurs parameétres biologiques peuvent expliquer 1’hétérogénéité biologique d’une lignée cellulaire.
Dans le cas de nos mesures, deux semblent prédominants. La variabilité de taille des cellules au sein
d’une lignée est une premiére explication, qui en particulier a basse fréquence, impacte nécessairement
la mesure des fréquences de transition [4]. En hautes fréquences, la mesure devient particulierement
sensible au contenu intracellulaire et donc au rapport nucléo-cytoplasmique des cellules. Or, pendant la
culture cellulaire, le cycle de division cellulaire n’est pas synchronisé entre chaque cellule, ce qui
engendre des rapports nucléo-cytoplasmiques pouvant variés au sein de la lignée cellulaire [5]. Il est
donc nécessaire, afin de consolider les données et de prendre en compte cette hétérogénéité naturelle qui
existe en biologie, de faire un traitement statistique des données et ce en intégrant plusieurs échantillons.
Ainsi, la signature électromagnétique d’une population cellulaire sera mesurée en triplicata. En effet,
cela permettra d’éprouver la robustesse de notre outil de caractérisation DEP quant a 1’hétérogénéité
naturelle présente dans une population cellulaire. Les résultats concernant la répétabilité des campagnes

de mesures sont présentés en Annexe.

I11. Conditions expérimentales

Apreés la description de la méthode de caractérisation DEP, nous allons détailler les conditions
expérimentales. En effet, le microsystéme mesure les signatures électrométriques de cellules biologiques
dont les lignées ont été selectionnées par rapport aux objectifs scientifiques du projet. Elles doivent

également étre préparées dans un milieu de suspension adapté a la caractérisation diélectrique puisque,
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comme nous 1’avons vu, les propriétés du milieu de suspension jouent un role dans la valeur du facteur
de Clausius-Mossoti. La culture des différents types cellulaires et les protocoles biologiques ont été
réalisés par Elodie Barthout, doctorante au laboratoire UMR 1308 INSERM - CAPTuR Contréle de
I’ Activation cellulaire, Progression Tumorale et Résistance thérapeutique de 1’Université de Limoges.

Nous travaillons en bindme dans le cadre du projet Oncosome Track.

I11.1. Préparation du milieu de suspension cellulaire pour la caractérisation
par UHF-DEP

Le facteur de Clausius-Mossotti dépend des propriétés diélectriques de la cellule biologique et
du milieu de suspension. Dans le Chapitre 1, nous avons étudié I’influence des conductivités et des
permittivités de la membrane et du contenu interne de la cellule ainsi que 1’épaisseur de la membrane
plasmique afin d’identifier les différentes fréquences de transition fyo1 et fy2. Or, comme nous I’avons
vu, le facteur CM dépend aussi de la conductivité et de la permittivité du milieu de suspension. Par la
suite, nous étudierons donc I’influence de ces paramétres afin d’obtenir un milieu de suspension optimal

et adapté a la caractérisation DEP.

La Figure I1.6 montre I’évolution du facteur de Clausius-Mossotti en fonction de la fréquence
du signal lorsque la conductivité et la permittivité du milieu de suspension varient. Le modele cellulaire
utilisé dans le calcul du facteur CM est le méme que pour le Chapitre 1, et les paramétres utilisés pour
modéliser la cellule biologique sont résumés dans le Tableau 1.1. Dans un premier temps, nous faisons
varier la valeur de la permittivité relative du milieu em entre 40 et 90go F.m™%. On peut observer de fortes
variations de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti vers les hautes fréquences. Lorsque la
permittivité relative diminue, on constate une augmentation de la fréquence de transition f.p2. On peut
remarquer que lorsque la valeur de la permittivité relative du milieu se rapproche de la valeur de la
permittivité relative du contenu interne, aucune fréquence de transition n’apparait. Il est donc important
que le milieu de suspension ait une permittivité élevée afin d’obtenir une plus faible valeur du facteur
CM en nDEP. En effet, il sera plus facile d’observer la répulsion de la cellule au centre du quadripoéle si
la force DEP repousse plus fortement la cellule. Le constituant de base du milieu de suspension est I’eau
déionisée. Sa permittivité dans les gammes de fréquences d’intérét et a une température ambiante de

25°C est de 78g F.m™ [6].

Concernant la conductivité du milieu de suspension, nous la faisons varier entre 20 et
500 mS.m, les variations de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti s’opérent dans le régime
des basses et moyennes fréquences et affecte donc la valeur de la fréquence de transition f.01. De plus,

lorsque la conductivité du milieu externe est élevée et proche de la valeur de la conductivité du contenu
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intracellulaire, la cellule ne présente pas de comportement pDEP et donc elle n’a pas de fréquences de
transition a basse et a haute fréquence. Il est important pour la caractérisation DEP que la cellule

biologique puisse réagir en pDEP et en nDEP. Nous avons donc fait le choix de fixer une valeur faible

pour la conductivité du milieu qui devra se situer autour de 20 mS.m>.
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Figure 11.6 : Simulation numérique de la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti avec le logiciel myDEP pour
évaluer I’influence des parametres diélectriques du milieu de suspension. (A) Effet de la variation de la permittivité
relative du milieu (em = 40 ; 60 ; 80 ; 90 g9 F.m™). (B) Effet de la conductivité du milieu de suspension (6m = 20 ;

50 ; 100 ; 500 mS.m™)

Le milieu de suspension adapté a la caractérisation DEP est donc de faible conductivité mais
doit permettre la survie des cellules dans ce milieu pendant au moins quelques heures. Pour cela, il est
nécessaire de contrdler le phénoméne d’osmose qui est responsable de la diffusion des molécules,
solvants et ions entre le milieu extérieur et le cytoplasme de la cellule. Lorsque le milieu de suspension
est dit hypotonique, la concentration en solutés est inférieure a celle du cytoplasme, et par osmose, I’eau
pénétre dans la cellule. Cela a pour conséquence le gonflement puis I’éclatement de la cellule entrainant
sa mort. En revanche, lorsque le milieu de suspension est dit hypertonique, la concentration en solutés
est supérieure a celle du cytoplasme, et par osmose, la cellule perd de I’eau. Par conséquent, la cellule
biologique rétrécit et se rétracte sur elle-méme, entrainant des dysfonctionnements puis la mort
cellulaire. Il est important alors de favoriser un milieu osmotique équilibré pour s’assurer de la viabilité

des cellules biologiques. Dans le corps humain, I’osmolarité est comprise entre 280 et 300 mOsM [7].

Pour fabriquer le milieu de suspension adapté a la caractérisation DEP, nous utilisons donc de
I’eau déionisée suppléée par du sucrose pour rendre le milieu osmotique. Le pH de la solution est mesuré
avec un pH-métre étalonné (Mettler Toledo) et ajusté avec de 1’acide chloridrique autour de 7,4 pour
respecter les conditions physiologiques. Puis la conductivité du milieu est mesurée avec un
conductimétre (VWE pHenomenal CO 3100L), elle devra étre comprise entre 20 et 30 mS.m™. Ainsi,
avec ce milieu que nous appellerons par la suite « milieu DEP », la viabilité des cellules biologiques est

bonne et maintenue & minima pendant 4 heures, ce qui permet de mesurer les fréquences de transition
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fxo1 et fuo2 d’une méme cellule dans des conditions optimales garantissant qu’au cours d’une campagne

d’expériences, les mesures des fréquences de transition ne sont pas perturbées (cf Annexe).

111.2. Choix des lignées cellulaires étudiées

On désigne généralement le cancer comme étant la maladie résultante d’un dysfonctionnement
cellulaire entrainant leur prolifération anarchique. Cependant, il serait plus judicieux de parler « des »
cancers dans la mesure ou différents organes peuvent étre touchés. De plus, le cancer ne sera pas le
méme suivant le type cellulaire dysfonctionnant dans 1’organe. C’est pourquoi il est nécessaire de choisir
des lignées cellulaires cancéreuses représentatives de la cible a traiter. Concernant le projet Oncosome
Track, deux cancers sont principalement étudiés : le glioblastome et le cancer colorectal.

111.2.1. Lignée cellulaire du glioblastome

Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale la plus agressive et est souvent associée a un
mauvais pronostic avec une survie moyenne d’environ 15 mois apres le diagnostic. Chaque année,
240 000 tumeurs du cerveau sont diagnostiquées dans le monde entier [8]. Une lignée cellulaire trés
souvent associée a cette pathologie est la lignée U87-MG, dérivée d’un glioblastome adulte de grade
IV. Cette lignée avait été notamment utilisée dans le cadre du projet européen SUMCASTEC a des fins
de caractérisation [9], [10] et de tri cellulaire [11]. Cette lignée cellulaire servira donc de lignée de
référence lors de la prise en main et de I’optimisation des mesures de fréquences de transition avec le

microsystéme de caractérisation DEP présenté dans la partie précédente.

La lignée U87-MG provient de la source American Type Culture Collection (ATCC), qui

commercialise des lignées cellulaires immortalisées issues de patients.

111.2.2. Lignées cellulaires du cancer colorectal

Le type de cancer autour duquel le projet Oncosome Track est centré est le cancer colorectal
(CCR). Selon Santé Publique France’, le cancer colorectal est fréquent et représente la deuxieéme cause

de déces par cancer autant chez ’homme que chez la femme.

7 https://lwww.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/cancers/cancer-du-colon-rectum
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Figure I1.7 : Tllustration de I’invasion tumorale de la muqueuse du célon a différents stades du cancer [12]

Les cellules de deux lignées cellulaires sont étudiées et caractérisées dans le cadre de ces travaux
de theése. Les SW480 sont issues d’une lignée cellulaire du cancer colorectal dérivée d’un
adénocarcinome primaire adulte. Cette lignée provient d’un cancer de stade II qui représente un certain
envahissement de la muqueuse de la paroi du cdlon sur la Figure I1.7. Les SW620 sont issues d’une
lignée cellulaire isolée d’un ganglion lymphatique d’origine métastatique. Cette lignée représente un
cancer de stade 111, donc considérée comme plus agressive que les SW480. L’intérét d’avoir choisi ces
deux lignées est qu’elles sont dérivées d’une tumeur provenant du méme patient mais prélevées avec un
an d’écart. On émet donc I’hypothése que les deux lignées représentent la continuité de la progression
tumorale, il apparait donc pertinent de comparer leurs signatures électromagnétiques. Les lignées
SW480 et SW620 proviennent également de la source American Type Culture Collection (ATCC).

De plus, dans la perspective d’une premiére étape vers des expériences cliniques, des cellules
de CCR ont été isolées et cultivées a partir de tumeurs de patients, ¢’est ce que I’on appelle des cultures
primaires. Contrairement aux lignées commerciales, ces cellules ne sont pas immortalisées, ce qui les
rend plus sensibles au milieu de culture. En effet, les cellules des cultures primaires ont un nombre de
divisions cellulaires limité et sont soumises au phénoméne de sénescence, c’est-a-dire le vieillissement
cellulaire en raison de la lente dégradation des fonctions spécifiques. La classification de ces cellules se
fait selon le référentiel TNM (Tumeur primaire, Ganglions lymphatiques régionaux, Métastases) [13]
qui permet d’établir un diagnostic du stade de la tumeur. Les cultures sélectionnées issues de I’essai

clinique [14] sont les tumeurs primaires suivantes :

e CPP14: T2NOMO cela signifie que la tumeur primaire a envahi la muscularis propria
(muscle layer sur la Figure 11.7), une couche musculaire épaisse et plus profonde qui se

contracte pour faire avancer le contenu des intestins. La tumeur n’a pas atteint les
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ganglions lymphatiques proches du cdlon ni d’autres organes pour développer des
métastases. La culture primaire CPP14 correspond a un stade 1.
o CPP35: T4aNOMO cela signifie que la tumeur primaire a envahi le péritoine viscéral
(serosa sur la Figure 11.7). C’est une couche mince de cellules qui maintient les organes
en place et sert de structure de support pour les vaisseaux sanguins, lymphatiques et les
nerfs des organes. De plus, il n’y a pas de métastases régionales dans les ganglions
lymphatiques et aucun signe de tumeur dans des sites ou organes distants. La culture
primaire CPP35 correspond a un stade I1.
e CPP6: TAN2ML1 cela signifie que la tumeur primaire a envahi directement d'autres
organes ou structures. Le nombre de métastases ganglionnaires régionales est supérieur
ou égal a 4 et il existe des métastases ganglionnaires a distance. La culture primaire

CPP6 correspond a un stade 1V

Le Tableau 11.1 résume les différentes lignées cellulaires et cultures primaires utilisées lors de

nos travaux ainsi que leurs caractéristiques.

Tableau I1.1 : Tableau des caractéristiques des modéles cellulaires caractérisés dans ces travaux de thése

ug7-MG SW480 SW620 CPP14 CPP35 CPP6
. Ganglion . . .
Tissu d’origine Cerveau Coélon ] Coélon Coélon Coélon
lymphatique
Métastase Ganglions lymphatiques
/ SW620 / / / grions lymphatid
associée régionaux et distant
Stade v | Il | 1 v
Culture primaire / / / T2NOMO T4aNOMO TAN2M1

I11.3. Préparation cellulaire et extraction des oncosomes

Comme pour les tumeurs, les lignées cancéreuses sont hétérogénes et contiennent en trés petite
proportion des CSCs [15]. Cependant afin d’analyser les cellules souches, il est nécessaire d’en enrichir
la population afin d’établir leur signature électromagnétique. Pour ce faire, la population cellulaire est
cultivée dans un milieu adapté pour favoriser la survie et la multiplication des CSCs au détriment des

autres cellules différenciées amenées a mourir ou a s’indifférencier. Dans un deuxiéme temps, nous

Elisa Lambert | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022 103

Licence CC BY-NC-ND 3.0 . - . ' l I



Chapitre Il. Caractérisation de cellules individuelles par diélectrophorése Ultra Haute Fréquence dans le but d’une
discrimination phénotypique

évoquerons les protocoles d’extraction des oncosomes et leur incubation avec des cellules afin
d’observer un potentiel transfert d’agressivité et une transformation oncogénique des cellules

cancéreuses différenciées.

111.3.1. Enrichissement de la population en cellules souches cancéreuses

111.3.1.a. Par des milieux induisant différents phénotypes

Afin d’encourager la prolifération des CSCs, il est nécessaire de cultiver les cellules cancéreuses
avec des conditions plus contraignantes. Ce milieu, appelé milieu défini (DM), favorise 1’enrichissement
de la population en CSCs, soit en induisant une indifférenciation des cellules cancéreuses soit en
sélectionnant seulement les cellules capables de survivre dans de telles conditions, ¢’est-a-dire les

cellules indifférenciées.

Dans le cas du GBM, les U87-MG sont cultivées dans le milieu DMEM/F12 suppléé de 0,6%
de glucose, 1% de bicarbonate de sodium, de 1% d’acides-aminés non essentiels MEM, 5mM de
HEPES, 9,6 pg/mL de putrescine, 10 pg/mL de ITSS, 0,063 pg/mL de progestérone, 60 pg/mL de N-
acétyle-L-cystéine, 2 pg/mL d’héparine, 0,1 mg/mL de pénicilline/streptomycine, 50X B-27 suppléé
sans vitamine A, 20 ng/mL d’EGF (Epidermal Growth Factor) et 20 ng/mL bFGF (basic Fibroblast
Growth Factor).

Le milieu n’induisant pas d’indifférenciation est appelé milieu normal (NM) et est composé¢ de
DMEM suppléé par 10% de sérum feetal de veau (SVF), 2mM de glutamine et 1% de

pénicilline/streptomycine.

A/ U87-MG NM B/ U87-MG DM .

% ¥ N
p
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Figure 11.8 : Photos de cultures dans des boites de pétri de la lignée du glioblastome U87-MG cultivées dans deux
conditions : (A) milieu normal (NM) et (B) milieu défini (DM).
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Dans le cas du CCR, les SW480 et les SW620 sont cultivées dans le milieu DMEM/F12 suppléé
de 20 ng/mL d’EGF, 20 ng/mL de bFGF, 5 pL/mL d’insuline, 1X N-2 de supplément, 100U de
pénicilline et 0,1 mg/mL de streptomycine. Le milieu n’induisant pas d’indifférenciation est appelé
milieu normal (NM) et est composé de RPMI 160 suppléé par 10% de SVF, 1% de

pénicilline/streptomycine et 1% de pyruvate de sodium.

A/ SW480 NM B/ SW480 DM

C/ SW620 NM D/ SW620 DM

Figure 11.9 : Photos de cultures dans des boites de pétri des lignées du cancer colorectal SW480 et SW620 cultivées
dans deux conditions : (A)&(C) milieu normal (NM) et (B)&(D) milieu défini (DM).

Les Figures 11.8 et 11.9 montrent I’aspect des lignées du glioblastome et du cancer colorectal
respectivement, cultivées dans une boite de pétri dans le milieu normal et le milieu défini. Les cellules
sont maintenues dans un incubateur a 37°C avec une atmosphére humide enrichie avec 5% de dioxyde
de carbone. Des changements morphologiques peuvent étre observés au microscope entre les deux
conditions de culture. La morphologie des cellules cultivées en milieu DM est complétement différente
des cellules du milieu NM. Dans le milieu normal, les cellules sont étalées dans la boite de pétri, alors
que dans le milieu défini, les cellules développent la capacité de former des sphéres en raison de la
présence de facteurs de croissance spécifiques (EGD et bFGF-2). Ces facteurs de croissance sont
nécessaires pour I’expansion clonale et la formation de sphéres [15]. Il est connu que les cellules souches
neurales cultivées in vitro ont la capacité de générer des structures clonales appelées « neurosphéres »
[16]. 1l en va de méme pour les cultures des lignees SW480 et SW620 qui sont capables de former ce
qu’on appelle des « colonosphéres » [17]. Les sphéres sont composées d’une profusion de cellules
agrégées, dont le cceur est nécrotique due a la densité des cellules, qui empéche la diffusion des facteurs
de croissance vers les cellules les plus internes [15]. Mé&me si morphologiquement dans le milieu de

culture, les cellules présentent un aspect différent suivant leur caractéristique souche ou non (DM vs
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NM), il est nécessaire de casser les sphéres pour caractériser individuellement les cellules avec 1’outil
quadripdle UHF-DEP. De ce fait, une fois re-suspendues dans le milieu adapté pour la caractérisation,
toutes les cellules apparaissent rondes comme sur la photo de la Figure 11.5, et ne possédent pas de
différences significatives en termes de morphologie. La distinction entre une cellule différenciée et une
cellule cancéreuse souche ne peut pas étre directement observée a I’aide d’un microscope. L’idée de

sonder le milieu intracellulaire par la diélectrophorése apparait alors plus pertinent.

On s’attend a ce que le milieu défini induise un phénotype indifférencié et sélectionne les
cellules souches cancéreuses alors que pour le milieu normal, on suppose que la grande majorité des
cellules cancéreuses sont différenciées et qu’il y aura trés peu de CSCs. Afin de confirmer
I’enrichissement des cellules indifférenciées dans le milieu DM, une analyse transcriptomique

comparative du phénotype souche a été réalisée.

111.3.1.b. Analyse transcriptomique comparative

Afin d’attester de la présence majoritaire de cellules souches cancéreuses, toute une batterie de
tests biologiques fonctionnels est réalisée en paralléle de I’étude de I’expression des marqueurs souches
immuno-fluorescents par Elodie Barthout. En effet, avant leur caractérisation DEP, il est essentiel de
connaitre 1’état phénotypique des cellules afin de le corréler a la signature DEP. Les tests fonctionnels

pouvant durer plusieurs semaines portent sur :

o laprolifération cellulaire : comptage de cellules a TO, puis a 24h dans le milieu de culture adapté.

On s’attend a ce que les CSCs soient moins proliférantes que les cellules différenciées.

o les phases du cycle cellulaire : détermination de 1’état de la population (phase GO/G1 : phase
d’attente/quiescence ; phase S : réplication du matériel génétique ; phase M : mitose/division

cellulaire). Les résultats attendus dépendent du type de CSCs.

e la clonogénicité : capacité d’auto-renouvellement/a former des sphéres. On compte le nombre
de sphéres, leur taille et le pourcentage de cellules formant des sphéres. Les CSCs devraient

former plus de sphéres et de plus grosse taille.

o |a résistance thérapeutique : une chimiothérapie (le 5-FU) est appliquée sur les cellules avec
différentes concentrations et la toxicité est analysée en relevant la mort cellulaire. Les CSCs
devraient montrer une résistance plus importante, c’est-a-dire a 50% de perte, la dose de

médicament est plus élevée que pour des cellules différenciées.
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e la migration cellulaire: en créant une « blessure » (zone sans cellule), on surveille la
recolonisation de I’espace.

e I’invasion cellulaire : il s’agit quasiment du méme protocole que pour la migration cellulaire

sauf qu’apres la création de la blessure, les cellules sont recouvertes d’un matrigel.

Seuls les tests concernant les immuno-marqueurs seront présentés dans ce manuscrit de thése. Les
autres tests font 1’objet d’une publication en cours de soumission. La révélation des immuno-marqueurs
se fait par une analyse transcriptomique afin d’attester de la présence majoritaire de CSCs dans la

population cellulaire cultivée en milieu DM.

P1) Transcription . ADN \
dans le noyau

o Traduction dans

le cytoplasme
. M A
Acide aminé .
v\/.-- _ Protéine

' l{l Ribosome

Figure 11.10 : Principe de la synthése de protéine (créé avec Biorender)

Afin de comprendre ’analyse transcriptomique, il est nécessaire de savoir comment sont
synthétisées les protéines dans les cellules eucaryotes. Les protéines sont responsables de plusieurs réles
essentiels au bon fonctionnement de la cellule. La synthése se déroule en deux étapes : la transcription
dans le noyau et la traduction dans le cytoplasme. Comme présenté sur la Figure 11.10, afin de transcrire
I’information codant la protéine, c’est-a-dire le géne codant, la molécule d’ADN se sépare permettant
la formation de la molécule d’ARN messager (ARNm) qui peut ainsi s’exporter dans le cytoplasme, lieu
de la traduction. Cette étape consiste a fabriquer la protéine a partir de la séquence d’ARNm grace a une
protéine appelée ribosome. Cette dernicre fait le lien entre trois nucléotides de ’ARNm et un acide-
aminé composant la future protéine et lit la séquence dans 1’ordre indiqué en défilant le long du brin

d’ARNm. Un ARNm ne code qu’un seul type de protéine.
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Le transcriptome est ’ensemble des ARNm présents dans le cytoplasme. Et donc I’analyse
transcriptomique mesure la quantité d’ARNm cible dans le cytoplasme, avant que la protéine soit
synthétisée. L’analyse du transcriptome étant réalisée par qPCR (quantitative Polymerase Chain
Reaction), il est nécessaire de lyser les cellules pour extraire leurs ARNm, c’est-a-dire qu’il est
nécessaire de détruire la cellule afin d’accéder a son contenu interne. De plus, la technique de qPCR ne
permet pas de quantifier le nombre de CSCs mais seulement de détecter leur présence ou non. Les
marqueurs utilisés sont CD133, Nanog, Sox2, Oct4 and Lgr5 et leurs expressions relatives sont analysées
et présentées avec les signatures DEP dans la suite du chapitre.

111.3.2. Extraction et incubation des oncosomes

Afin d’évaluer le pouvoir de transformation oncogénique des oncosomes, il est nécessaire de les
extraire du milieu de culture pour les mettre au contact avec d’autres cellules. Les EVs secrétées se
trouvent dans le surnageant du milieu de culture. Ces nano vésicules sont purifiées par le protocole décrit
dans [18]. Il a été décideé de récolter les EVs sécrétées par 8 fois plus de cellules que la quantité cultivée
pour I’exposition afin d’observer des changements représentatifs au niveau des immuno-marqueurs et

par conséquent des signatures électromagnétiques.

Les conditions d’incubation des cellules cancéreuses avec des oncosomes ont été déterminées
par la doctorante Elodie Barthout et I’équipe du laboratoire CAPTuR. Il a été choisi d’exposer des EVs
sécrétées par la lignée SW620, lignée métastatique dans le ganglion lymphatique considérée comme
étant plus agressive, sur la lignée SW480 moins agressive. En effet, dans les conditions physiologiques,
les EVs secrétées par une métastase du ganglion peuvent potentiellement circuler jusqu’a la tumeur
primaire dans le c6lon grace au systeme lymphatique [19]. Les oncosomes secrétés par les cellules
cancéreuses différenciées SW620 NM (cultivées en milieu normal) et cellules cancéreuses souches
SW620 DM+ (cultivées en milieu défini) vont étre exposés sur les cellules SW480 NM dans trois

conditions différentes :

e Une dose d’EVs sur les cellules cibles, incubation pendant 24h puis caractérisation
e Une dose d’EVs sur les cellules cibles, incubation pendant 72h puis caractérisation
e Deux doses successives d’EVs sur les cellules cibles espacées de 24h, incubation

pendant 72h aprés la premiére dose puis caractérisation
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Figure 11.11 : Plan des expériences et des conditions d’incubation des lignées cellulaires avec les EVs

V. Discrimination du phénotype cellulaire grace au microsysteme
de caractérisation cellulaire : mise en avant du potentiel de la
UHF-DEP

Dans cette partie seront présentés les résultats des signatures électromagnétiques des différentes
lignées cellulaires ainsi qu’une corrélation avec la caractérisation biologique des marqueurs CSCs
associés. Dans un premier temps, les lignées sont caractérisées avec 1’outil DEP a basse et haute
fréquence afin de confirmer la pertinence d’une montée en gamme pour identifier le phénotype
indifférencié et souche. Puis aprés 1’acquisition des signatures UHF-DEP des CSCs, nous exposerons
les cellules cancéreuses différenciées aux EVs sécrétées par des CSCs puis nous les caractériserons selon

le protocole de la Figure 11.11.

IV.1. Identification de la signature UHF-DEP comme biomarqueur
électromagnétique discriminant pertinent

Dans le Chapitre 1, nous avons démontré théoriquement que la gamme des basses fréquences
(inférieure a 1IMHz) est largement exploitée dans le tri et I’isolation des cellules en fonction de leurs
tailles dd au fait que la signature électromagnétique fxo1 est dépendante principalement de la dimension
des cellules, ainsi que des propriétés membranaires. En montant en fréquence, a partir de SOMHz, I’onde
électrique est capable de sonder le contenu intracellulaire, ce qui semblerait pertinent pour extraire des
informations sur I’état de différenciation des cellules. Et ainsi, la fréquence de transition fxo2 pourrait

étre exploitée en tant qu’indicateur électromagnétique discriminant pour le phénotype souche.
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1VV.1.1. Enrichissement en cellules cancéreuses souches dans le milieu défini DM

Comme évoqué précédemment, afin d’enrichir la suspension cellulaire en CSCs, les cellules
sont soumises a des conditions exigeantes de survie dans le milieu défini (DM). Afin de confirmer le
phénotype majoritaire au sein de la population cellulaire, des expériences de contrdle sont réalisées. Les
résultats biologiques présentés ont été effectués par Elodie Barthout. Une analyse transcriptomique
comparative des niveaux d’expression d’ ARNm pour identifier le phénotype souche a été effectuée avec
les cellules U87-MG et SW620 cultivées soit dans le milieu normal (NM) soit dans le milieu défini

(DM) pendant 5 jours pour la lignée du glioblastome et pour la lignée du cancer colorectal.
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Figure 11.12 : Analyse comparative transcriptomique du niveau d’expression de six marqueurs d’indifférenciation :
CD133, Nanog, Sox2, Oct4, Bmil et Lgr5, des cellules cultivées en milieu normal (ligne pointillée) ou en milieu
défini (en rouge) pour la lignée du cancer colorectal SW620

Les marqueurs CSCs utilisés sont CD133, Nanog, Sox2, Oct4, Bmil et Lgr5, et sont détaillés
dans le Chapitre 1. Il est nécessaire de croiser un panel de marqueurs d’indifférenciation pour obtenir
une information significative. La Figure 11.12 montre les résultats de la quantification relative des
ARNmM de la lignée SW620 cultivée dans le milieu défini. Les résultats sont normalisés respectivement
par rapport a I’expression génique des cellules NM (ligne pointillée). La majorité des marqueurs est
surexprimée, ce qui confirme ’enrichissement du phénotype souche dans la population cellulaire en

soumettant les cellules a des conditions strictes dans le milieu défini.
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IV.1.2. Signatures électromagnétiques fxoz et fxo2

Les cellules provenant des lignées du glioblastome et du cancer colorectal ont été caractérisees
selon la méthode décrite précédemment du principe de notre capteur microfluidique. Nous mesurons sur
la méme cellule piégée par le quadrip6le, sa premiere fréquence de transition f,: et sa deuxiéme

fréquence de transition fxo2.

Les résultats des mesures des fréquences de transition pour les deux conditions de culture NM
et DM sont résumés dans le diagramme en boite de la Figure 11.13 pour la lignée SW620. La
représentation choisie est celle du box plot permettant de montrer différentes variables statistiques telles
gue le minimum, le maximum et les quartiles du jeu de données. La moitié de la population cellulaire
est concentrée dans le rectangle de couleur bleue pour les cellules NM et rouge pour les cellules DM.
Entre les bords du rectangle et les valeurs minimales et maximales du jeu de données, il y a 25% des
mesures de fréguences de transition. De plus, la répartition des fréquences de transition mesurées est
affichée par les points noirs présents sur les diagrammes en boites. De plus, les points permettent
d’illustrer la répartition des fréquences de transition mesurées de chaque cellule. Sur la Figure 11.13,
I’échelle pour les deux fréquences de transition sont les mémes, a noter que les unités sont en kHz et en

MHz pour fyo: et fuo2 respectivement.

Cellules différenciées
fx01(kHz) = Cellules indifférenciées fxo2(MHZ)
400 1 400 1

375 4 375 4

S 350 - 350
S 3251 325 A
B 300 A 300 -
g 275 - 275 -
S 250 250 1
8 225 225 4
% 200 A 200 A
o 1751 175 A
Q 150 4 150 A
§ 125 A 125 A
S 100 A 100
\8' 75 4 75 4
‘: 50 - 50 -
25 25

04 . 04 .
SW620 NM SW620 DM SW620 NM SW620 DM

Figure 11.13 : Représentation graphique par box plot des fréquences de transition des cellules U87-MG f,01 (a
gauche) et fy2 (a droite), cultivées dans deux conditions différentes : milieu normal (NM) et milieu défini (DM)
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Les informations statistiques concernant les données mesurées peuvent étre retrouvées dans le
Tableau 11.2 pour la lignée du cancer colorectal, comprenant le nombre de cellules caractérisées, la
médiane et 1’écart-type des fréquences de transition pour les deux différentes conditions de culture
cellulaire. On peut remarquer que sur la Figure 11.13, les fréguences de transition mesurées sont étalées
sur une plus ou moins large plage de fréquences. Ce constat est aussi reflété dans les valeurs des écart-
types quel que soit le milieu de suspension et le régime de fréquence. Comme discuté précédemment,
cela est attribué au degré élevé d’hétérogénéité naturellement présente et en particulier dans la
population cellulaire du CCR [20], [21]. En effet, a basse fréquence, fxo1 est influencée par les variabilités
de la taille et de la morphologie des cellules, tandis qu’a haute fréquence, f«. est affectée par les

modifications intracellulaires.

Tableau 11.2 : Valeurs des deux fréguences de transition de la lignée SW620

Condition de culture Fréque_nc_:e de Nombre de cellules  Valeur médiane Ecart-type
transition

Milieu normal (NM) 48 184 kHz 41 kHz

Milieu défini (DM) o 14 234 kHz 68 kHz

Milieu normal (NM) 48 313 MHz 50 MHz

Milieu défini (DM) o 14 44 MHz 40 MHz

Un nombre représentatif de cellules a été caractérisé notamment dans le milieu normal afin de
consolider les données et rendre significatives les signatures électromagnétiques obtenues. Dans le
milieu défini, les cellules sont soumises a des conditions exigeantes de survie ou seules les cellules
indifférenciées peuvent proliférer en formant des sphéres dont le cceur est nécrotique par manque
d’oxygene [15], ce qui entraine une diminution de la viabilité. De plus, afin d’obtenir la signature
électromagnétique de cellules individuelles, il est nécessaire de casser mécaniquement les sphéres ce
qui peut endommager les cellules, et explique le plus faible nombre de cellules caractérisées par notre

outil UHF-DEP pendant les campagnes de mesures.

Sur la Figure 11.13, on peut déja remarquer que la distribution des premiéres fréquences de
transition mesurées montre un chevauchement entre les deux conditions de culture. Les valeurs
médianes de f.01 mesurées sont de 184kHz et de 228kHz respectivement pour les conditions NM et DM.
50% des fréquences de transition mesurées se situent entre 149kHz et 204kHz pour les cellules
différenciées et entre 176kHz et 280kHz pour les cellules souches cancéreuses. Le recouvrement entre

les deux signatures électromagnétiques basse frequence est trés important. Par conséquent, dans cette
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gamme de fréquence, la différence entre les propriétés diélectriques membranaires mesurées pour les
deux populations cellulaires n’est pas assez marquée pour étre exploitée comme biomarqueur
discriminant. En revanche, sur la Figure 11.13, on peut noter que la signature électromagnétique haute
fréquence des deux populations de cellules ne présente aucun chevauchement. En effet, les cellules
indifférenciées montrent une diminution élevée de la fyo2 avec une valeur médiane de 55MHz par rapport
a celle des cellules différenciées qui est de 313MHz. De plus, 50% des fréquences de transition mesurées
sont comprises entre 305MHz et 365MHz pour les cellules NM et entre 19MHz et 75MHz pour les
cellules DM, exhibant alors des signatures UHF-DEP tres distinctes.

Ces résultats démontrent que les populations enrichies en cellules indifférenciées par rapport
aux cellules différenciées possédent des propriétés diélectriques intracellulaires différentes. D’apreés ces
résultats, seule la deuxieme fréquence de transition fxo, de la gamme UHF apparait pertinente a exploiter
pour identifier les cellules présentant un état indifférencié ou un phénotype souche. Les résultats
démontrent une différence trés marquée de signatures électromagnétiques pour la gamme des UHF
démontrant le haut potentiel de la technique UHF-DEP qui peut étre considérée comme un nouveau
biomarqueur électromagnétique pour la détection des CSCs. La technique UHF-DEP apparait donc tres
prometteuse et stratégique pour la discrimination de sous-populations cellulaires au sein de la tumeur
en ciblant les spécificités de leurs propriétés diélectriques intracellulaires. Par la suite, nous nous
concentrerons uniquement sur la deuxiéme frégquence de transition fyo et nous renforcerons la pertinence
de I'utilisation de ’'UHF-DEP comme parametre discriminant a travers I’étude cinétique de 1’évolution

de I’acquisition du phénotype souche, avant d’examiner le potentiel transformant des oncosomes.

IV.2. Suivi cinétique de I’acquisition du phénotype souche des cellules
cancéreuses différenciées dans un milieu d’enrichissement en CSCs

Nous avons précédemment démontré la pertinence de 1’utilisation de la gamme UHF par la
mesure de la seconde fréquence de transition pour la détection de la sous-population de cellules
indifférenciées liées aux CSCs. L’enrichissement de cette population cellulaire se fait par
ensemencement de cellules cancéreuses différenciées dans le milieu défini possédant des conditions
strictes de survie : soit les cellules présentent déja un profil indifférencié et survivent, soit les cellules
doivent développer leur capacité a survivre dans le milieu défini. L’acquisition du phénotype souche est
un processus qui nécessite plusieurs cycles de division cellulaire et les cellules cancéreuses peuvent
présenter un continuum de différents grades de différenciation [22]. Ainsi, nous nous proposons de

suivre la cinétique de ce phénomeéne en utilisant notre microsystéme UHF-DEP.
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1VV.2.1. Lignée du glioblastome U87-MG

Comme nous I’avons précédemment dit, dans un premier temps c’est la lignée du glioblastome
U87-MG, bien connue des équipes XLIM et CAPTuR, qui a été étudiée afin de prendre en main 1’outil
de caractérisation UHF-DEP et d’optimiser le protocole de mesure. Pour obtenir différents grades de

différenciation, les cellules de la lignée U87-MG sont cultivées dans les trois conditions suivantes :

0] NM: 6 jours dans le milieu normal. Rappelons qu’on s’attend a ce que trés

majoritairement, la population cellulaire soit différenciée.
(i) DM : 5 jours dans le milieu défini.

(iii) DM+ : 21 jours dans le milieu défini. On suppose que le fait de maintenir les cellules
dans des conditions extrémes entraine une meilleure sélection des cellules souches

cancéreuses.
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Figure 11.14 : Analyse comparative transcriptomique du niveau d’expression de six marqueurs d’indifférenciation :
CD133, Nanog, Sox2, Oct4, Bmil et Lgr5, des cellules cultivées dans les conditions NM (ligne pointillée), en DM
(en rose) et en DM+ (en rouge) pour la lignée du glioblastome U87-MG

Sur la Figure I1.14, les niveaux d’expression d’ARNm des cellules U87-MG cultivées dans les
conditions DM (en rose) et dans les conditions DM+ (en rouge) ont été normalisés respectivement au
niveau d’expression dans les conditions NM (ligne en pointillée). Les immuno-marqueurs analyses
montrent une surexpression uniquement lorsque les cellules du GBM sont maintenues dans le milieu
restrictif DM+, confirmant ainsi la présence de cellules indifférenciées. On peut remarquer que dans les
conditions DM, les transcrits sont moins exprimés que lorsque les cellules sont maintenues en DM+

voire pas exprimé dans le cas du marqueur CD133, ce qui peut signifier que la population cellulaire est

Elisa Lambert | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022 114

Licence CC BY-NC-ND 3.0 . - . ' l I



Chapitre Il. Caractérisation de cellules individuelles par diélectrophorése Ultra Haute Fréquence dans le but d’une
discrimination phénotypique

composee de cellules différenciées et indifférenciees. Les marqueurs Bmil et Lgr5 sont des marqueurs

souches pour le CCR et leur non-expression est donc attendue.
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Figure 11.15 : Représentation graphique par box plot des fréquences de transition mesurées des cellules U87-MG
cultivées dans trois différentes conditions : (i) 6 jours en milieu normal NM, (ii) 5 jours en milieu défini DM, (iii)
21 jours en milieu défini DM+

Sur la Figure 11.15, on peut noter que les conditions DM+, par le faible nombre de points, ne

favorisent pas une bonne viabilité des cellules.

On peut remarquer gue les fréquences de transition mesurées pour les conditions de culture NM
et DM sont dispersées sur une plage de fréquence plus ou moins large. Comme pour les lignées de CCR,
cette observation met en évidence 1’hétérogénéité biologique naturelle présente au sein de la lignée
cellulaire U87-MG [8], [22]. En milieu normal, la valeur médiane de la fyo2 est de 108MHz, aprés 5 jours
en milieu défini, la signature UHF-DEP diminue a 88MHz. Lorsque les cellules du GBM sont
maintenues dans les conditions DM+, la valeur médiane tombe a 67MHz. En corrélation avec les
résultats biologiques précédents, une signature électromagnétique plus faible pourrait signifier que la

cellule caractérisée présente potentiellement un phénotype indifférencié.
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Le Tableau I1.3 rapporte la répartition des valeurs mesurées de la fx, observée dans plusieurs

gammes de fréquences selon les conditions de culture des cellules.

Tableau 11.3 ;: Répartition des fréquences de transition mesurées en fonction des différentes conditions de culture
de la lignée U87-MG

Gamme de fréquence Condition NM Condition DM Condition DM+
f <50MHz 0% 3% 36%
50MHz < f < 100MHz 44% 62% 57%
100MHz < f < 150MHz 38% 30% 7%
150MHz < f < 200MHz 16% 5% 0%
200MHz < f 2% 0% 0%

Selon les données du Tableau 11.3, dans les conditions NM, 56% des cellules caractérisées ont
une fréquence de transition supérieure 8 100MHz alors que dans les conditions DM+, seulement 7% de
la population cellulaire présente ce comportement. De plus, le pool de cellules DM concentre 92% de
sa population dans une gamme de fréquences moyennes entre 50MHz et 150MHz. Par conséquent,
malgré un chevauchement des fréquences de transition entre chaque condition, cette répartition des fxo2
mesurées indigue que les cellules capables de survivre dans des conditions exigeantes présentent une
fréquence de transition plus faible. En effet, si une cellule présente une fy inférieure a 50MHz, il est
trés probable qu’elle possede un phénotype indifférencie. Dans des fréquences plus élevées, supérieures
a 150MHz, on peut affirmer que la cellule posséde un état différencié. Dans la gamme de fréquences
intermédiaires, il est plus difficile de tirer des conclusions sur le phénotype cellulaire en raison de la
forte hétérogénéité de la lignée du glioblastome. Cependant, on peut noter que notre systeme
microfluidique de caractérisation UHF-DEP est capable de suivre la cinétique d’acquisition du

phénotype souche des cellules U87-MG dans un milieu d’enrichissement en CSCs.

IVV.2.2. Lignées du cancer colorectal SW480 et SW620

Comme expliqué précédemment, les lignées SW480 et SW620 sont pertinentes a étudier car
elles proviennent du méme patient mais a deux stades différents : les cellules SW480 représentent un
stade 1l avec un envahissement de la muqueuse du colon tandis que les SW620 représentent un stade 111

avec une invasion des ganglions lymphatiques.
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De méme que pour la lignée du glioblastome pour obtenir différents grades de différenciation,
les cellules des lignées SW480 et SW620 sont cultivées dans les trois conditions suivantes : (i) NM : 6
jours dans le milieu normal ; (ii) DM : 3 jours dans le milieu défini et (iii) DM+ : 7 jours dans le milieu

défini.
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Figure 11.16 : Analyse comparative transcriptomique du niveau d’expression de six marqueurs d’indifférenciation :
CD133, Nanog, Sox2, Oct4, Bmil et Lgrb, des cellules cultivées dans les conditions NM (ligne pointillée), en DM
(en rose) et en DM+ (en rouge) pour la lignée du cancer colorectal SW480

Sur la Figure 11.16, les immuno-marqueurs analysés montrent une surexpression uniquement
lorsque les cellules du CCR sont maintenues dans le milieu restrictif DM+, confirmant ainsi la présence
de cellules indifférenciées. On s’attend bien a ce que le marqueur Lgr5 ne soit pas exprimé, étant un
marqueur de prolifération. On peut remarquer que dans les conditions DM, les transcrits sont moins
exprimés que lorsque les cellules sont maintenues en DM+ sauf dans le cas du biomarqueurs CD133.
Ces résultats inattendus pour CD133 et Bmil sont délicats a interpréter, soulignant la limite d’utilisation

d’immuno-marqueurs génériques et le besoin de trouver un marqueur pertinent spécifique aux CSCs.
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Figure 11.17 : Représentation graphique par box plot des fréquences de transition mesurées des cellules SW480
cultivées dans trois conditions différentes : (i) 6 jours en milieu normal NM, (ii) 3 jours en milieu défini DM, (iii)
7 jours en milieu défini DM+

La Figure 11.17 représente la répartition des fréquences de transition mesurées pour chaque
cellule. Pour cette lignée aussi, on retrouve bien un étalement frégquentiel plus ou moins important des
fw2 obtenues. Cependant, contrairement a la lignée du glioblastome, les cellules SW480 NM et SW480
DM+ montrent une plus petite zone de chevauchement des signatures entre 133MHz et 160MHz. Sur
cette gamme fréquentielle, on retrouve environ 10% et 11% de la population pour les conditions NM et
DM+ respectivement. Cet écart dans les signatures électromagnétiques entre les populations
différenciées et indifférenciées d’une méme lignée nous permet d’identifier plus facilement la sous-

population des cellules cancéreuses souches.

Tableau I1.4 : Synthese des mesures de la fréquence de transition UHF de la lignée SW480

Condition de culture Nombre de cellules Valeur médiane Ecart-type
Condition NM 108 245 MHz 43 MHz
Condition DM 36 103 MHz 54 MHz

Condition DM+ 47 88 MHz 31 MHz

Selon les données du Tableau 1.4, dans les conditions NM, la valeur médiane de la fy est de
245MHz, apreés 3 jours en milieu défini, la signature UHF-DEP diminue a 103MHz. Lorsque les cellules

du CCR sont maintenues dans les conditions DM+, la valeur médiane se réduit 8 88MHz. En corrélation
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avec les résultats biologiques précédents, une signature électromagnétique plus faible signifie que la
cellule caractérisée présente potentiellement un phénotype souche. L’écart-type pour les conditions DM
est plus élevé que dans les autres conditions de culture. En effet, en ensemencant les cellules seulement
3 jours dans le milieu défini, la population cellulaire est plus hétérogéne. On peut voir que des fréguences
de transition plus basses sont apparues, signe de la potentielle présence de CSCs tandis que des
fréquences plus hautes, environ supérieures a 250MHz, ne sont pas retrouvées dans 1’état de transition.
Il se peut que ces cellules avec des fréquences de transition élevées n’ont pas survécu aux conditions

strictes du milieu défini ou alors elles se sont adaptées au milieu en s’indifférenciant.

Les conditions de culture pour la lignée SW620 sont les mémes que pour la lignée SW480. En
plus des données déja recueillies précédemment pour les cellules SW620 NM et DM+ (Figure 11.13),
nous avons mesuré une cinquantaine de fréquences de transition fy. supplémentaires afin de consolider

les signatures UHF-DEP obtenues et d’améliorer la fiabilité de notre analyse statistique.
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Figure 11.18 : Analyse comparative transcriptomique du niveau d’expression de six marqueurs d’indifférenciation :
CD133, Nanog, Sox2, Oct4, Bmil et Lgr5, des cellules cultivées dans les conditions NM (ligne pointillée), en DM
(en rose) et en DM+ (en rouge) pour la lignée du cancer colorectal SW620

De méme que pour la lignée précédente, dans les conditions de cultures plus strictes, les cellules

cancéreuses présentent un phénotype indifférencié.
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Figure 11.19 : Représentation graphique par box plot des fréquences de transition mesurées des cellules SW620
cultivées dans trois différentes conditions : (i) 6 jours en milieu normal NM, (ii) 3 jours en milieu défini DM, (iii)
7 jours en milieu défini DM+

La Figure 11.19 représente la répartition des fréquences de transition mesurées de chaque cellule.
Les cellules SW620 NM et SW620 DM+ ne montrent aucune zone de recouvrement des signatures
électromagnétiques. Cet écart notable dans les signatures électromagnétiques entre les populations
différenciées et indifférenciées d’une méme lignée nous permet d’identifier plus facilement la sous-
population des cellules cancéreuses souches. Cette lignée cellulaire SW620 serait donc trés pertinente a
utiliser pour 1’étape suivante de ces travaux a savoir le développement d’un cytometre UHF-DEP pour
isoler les CSCs. En effet, le non-chevauchement dans les fréquences de transition devrait permettre une
meilleure purification dans le tri cellulaire. Nous aborderons le tri en flux par la technique de la

diélectrophorése dans le Chapitre IlI.

Tableau 11.5 : Bilan des mesures de la fréquence de transition UHF de la lignée SW620

Condition de culture Nombre de cellules Valeur médiane Ecart-type
Condition NM 119 314 MHz 46 MHz
Condition DM 68 250 MHz 71 MHz

Condition DM+ 92 74 MHz 30 MHz

Selon les données du Tableau 11.5, dans les conditions NM, la valeur médiane de la fyo2 est de

314MHz, aprés 3 jours en milieu défini, la signature UHF-DEP diminue a 250MHz. Lorsque les cellules
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du CCR sont maintenues dans les conditions DM+, la valeur médiane se réduit a 74MHz. Bien que plus
de cellules aient été caractérisées dans les conditions NM, la valeur médiane de la fréquence de transition
reste la méme par rapport a la premiere campagne de mesure (cf Tableau 11.2). On retrouve la méme
tendance dans la décroissance de la signature électromagnétique que pour la lignée cellulaire du CCR
SW80 et du glioblastome U87. Ainsi, on peut conclure que le milieu défini opere bien une sélection sur
les populations cellulaires et privilégie le phénotype d’indifférenciation et que notre outil de diagnostic

est capable d’observer et de suivre le changement de phénotype dans le temps.

Dans la gamme des ultra-hautes fréquences, 1’onde électromagnétique est capable d’interroger
le contenu interne des cellules duquel découle leurs propriétés biologiques. De par I’exploitation de leurs
signatures UHF-DEP, il est possible d’obtenir des informations concernant leur degré
d’indifférenciation avec une certaine probabilité. Comme démontré dans les parties IV.1 et IV.2, les
cellules présentant un phénotype souche ont une forte chance d’étre identifiables par une signature
électromagnétique UHF-DEP plus faible. Notre microsysteme de caractérisation cellulaire offre ainsi la

possibilité de suivre la cinétique du processus d’indifférenciation.

Par la suite, nous allons continuer les caractérisations diélectrophorétiques sur le cancer
colorectal. Les EVs extraites de cellules cancéreuses souches seront mises en contact avec des cellules

différenciées afin d’évaluer leur potentiel différenciant.

IV.3. Suivi cinétique du potentiel transformant des oncosomes sécrétés par
des cellules cancéreuses différenciées et par des cellules cancéreuses souches

Dans cette partie, le but est d’étudier le pouvoir transformant des oncosomes sécrétés soit par
des cellules cancéreuses différenciées, soit par des cellules cancéreuses souches. Les EVs sont extraites
du surnageant des cellules considérées comme étant les plus agressives. Les signatures
électromagnétiques seront mesurées et comparées a la population de référence qui a été incubée avec
les EVs. Le cancer colorectal sera étudié avec dans un premier temps, des oncosomes issus de lignées

cellulaires et dans un deuxiéme temps, des oncosomes sécrétés par des cellules de cultures primaires.
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1VV.3.1. Le potentiel différenciant des oncosomes provenant des lignées cellulaires

Le potentiel différenciant des EVs sécrétées par les lignées tumorales a été étudié en premier
lieu. Les deux lignées modeles pour le cancer colorectal que nous avons utilisées sont lesSW480 et les
SW620 étant respectivement de stade Il et 111. Le type cellulaire SW620 est considéré alors comme étant
plus agressif que SW480. Afin de confirmer ceci, une analyse transcriptomigque comparative est réalisée

avec des immuno-marqueurs souches sur les cellules SW620 NM.
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Figure 11.20 : Analyse comparative transcriptomique du niveau d’expression de six marqueurs d’indifférenciation :
CD133, Lgr5, Sox2, Nanog, Oct4 et Bmil, entre des cellules SW620 cultivées dans les conditions NM (en bleu)
et des cellules SW480 cultivées également dans les conditions NM (ligne pointillée).

La majorité des marqueurs est surexprimée excepté pour Bmil. Cela atteste bien que les cellules
SW620 originaires d’un stade III présentent un phénotype plus indifférencié¢ que les SW480. On
considére alors la lignée SW620 comme étant plus résistante aux traitements conventionnels. Des tests
préliminaires en biologie ayant permis de révéler que les oncosomes provenant de cellules cancéreuses
plus agressives avaient un impact sur le phénotype de cellules moins agressives, il a donc été decidé
d’exposer des EVs sécrétées par la lignée SW620, lignée métastatique dans le ganglion lymphatique
considérée comme étant plus agressive, sur la lignée SW480 moins agressive, afin d’étudier par 1’outil

de caractérisation électromagnétique le pouvoir oncogénique des oncosomes.
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Tableau 11.6 : Synthése du plan d’expérience (cf Figure I1.11)

Type cellulaire SW480 NM SW620 NM SW620 DM+

Role expérimental =~ Cellules cibles Cellules sécrétrices d’EVS Cellules sécrétrices d’EVs

La Figure I.11 résume le protocole d’incubation et de caractérisation UHF-DEP qui a été utilisé
tout au long de cette étude et le Tableau 11.6 récapitule les cellules cibles qui sont les SW480 NM
incubées avec les EVs sécrétées par les SW620 NM et DM+.
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Figure 11.21 : Représentation graphique par box plot des fréquences de transition mesurées des cellules SW480
incubées avec des oncosomes dans trois différentes conditions : (i) incubation pendant 24h avec une dose d’EVs
sécrétées par SW620 NM, (ii) incubation pendant 72h avec une dose d’EVs sécrétées par SW620 NM, (iii)
incubation pendant 72h avec deux doses d’EVs sécrétées par des cellules SW620 NM

La Figure 11.21 représente la distribution des fréquences de transition mesurées pour chaque
cellule SW480 NM caractérisée apres avoir été incubée pendant 24 et 72h avec une seule dose d’EVs
de SW620 NM et 72h aprés deux doses d’EVs. A la premicre observation, on peut remarquer qu’apres

exposition aux EVs SW620 NM, tres peu de cellules présentent une fréquence de transition basse. Il
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semblerait qu’au contact des oncosomes de cellules différenciées, la signature électromagnétique des
cellules SW480 ne soit pas modifiée. On peut noter quelques événements apparaissant a basse fréquence,
inférieure & 150MHz, cependant ces occurrences peuvent étre considérées comme étant anodines.
Rappelons que la valeur médiane pour la signature de référence SW480 NM est de 245MHz et celle des
SW620 NM est de 314MHz. Avec une seule dose d’EVs NM, au bout de 24h d’incubation, la valeur
médiane de la fo2 est de 235MHz, aprés 72h d’incubation, la signature UHF-DEP est de 236MHz. Avec
deux doses d’EVs NM, la valeur médiane de la fréquence de transition est de 245MHz. D’aprés les
données statistiques sur la valeur médiane, les EVs SW620 NM n’entraineraient pas de modifications
de la signature électromagnétique. Or, comme indiqué dans les simulations du chapitre 1, on associe un
changement de la fréquence de transition UHF avec un changement global intracellulaire. L’ impact des
EVs provenant de cellules cancéreuses certes agressives mais ne possédant pas un phénotype souche
semble peu important et donc négligeable.

En plus des grandeurs statistiques du jeu de données (minimum, maximum et les différents
quartiles), il peut étre pertinent d’étudier la répartition des fréquences de transition mesurées pour
chaque condition d’incubation avec des EVs de cellules SW620 NM. Pour cela, la plage de fréquences

a été divisée en quatre différentes zones :

o Cellules souches cancéreuses : lorsque les fréquences mesurées sont inférieures a
150MHz. Presque toute la population cellulaire des SW620 DM+ se trouve dans cette

gamme de fréquence.

e Zone de recouvrement : entre 150MHz et 200MHz. C’est la zone de chevauchement

entre les cellules du cancer colorectal différenciées et indifférenciées.

e Cellules différenciées SW480 proches de la médiane : entre 200MHz et 280MHz. Cette

zone regroupe plus de 50% de la population de référence autour de sa médiane.

e Cellules différenciées haute fréquence : lorsque les fréquences de transition mesurées
sont supérieures a 280MHz. Par rapport a la population SW480 NM de référence, cela

représente le groupe de fréquences de transition qui se détache de la valeur médiane.

Le Tableau I1.7 regroupe la répartition des fréquences de transition mesurées selon les zones

définies précédemment pour chaque condition d’exposition aux EVs sécrétées par les SW620 NM.
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Tableau 11.7 : Distribution des fréquences de transition mesurées selon les zones prédéfinies (CSCs, zone de
recouvrement, cellules différenciées SW480 proches de la médiane, cellules différenciées haute fréquence) en

fonction des différentes conditions d’exposition des EVs de SW620 NM

1 dose EVs/ 1 dose EVs/

SW620 NM  SW480 NM 24H 79H 2 doses EVs
f < 150MHz 0% 0% 7% 3,9% 5,8%
150MHz < f < 200MHz 0% 12% 14,7% 15,7% 14,6%
200MHz < f < 280MHz 21,1% 63,9% 42,6% 66,7% 39,8%
280MHz < f 78,9% 24,1% 35,7% 13,7% 39,8%

Pour chaque condition d’incubation, trés peu de cellules posseédent une fréquence de transition
inférieure a 200MHz. La population des SW620 NM d’ou proviennent les EVs ne présente aucune
fréquence de transition dans la zone de recouvrement et celle des cellules cancéreuses souches. Avec
une seule dose, il y a 21,7% des fréquences de transition mesurées dans cette gamme au bout de 24h et
19,6% au bout de 72h. Avec deux doses d’EVs NM, on trouve 20,4% des fxo, obtenues dans la gamme
des basses fréquences. Quant a la population SW480 NM de référence, le pourcentage est de 12%. La
distribution des fréquences dans cette plage différe un peu de la population de référence, cependant ces
changements restent peu significatifs. Les EVs provenant de cellules différenciées ne semblent pas

induire une indifférenciation des cellules avec lesquelles elles ont été mises en contact.

Dans les gammes de fréquences identifiées comme celles correspondant au phénotype
différencié de la population de référence, méme si la médiane ne révéle pas de changement significatif,
on peut néanmoins observer une modification de la répartition des fréquences de transition notamment
dans la gamme des fréquences supérieures a 200MHz. En effet, lorsqu’une seule dose d’EVs est
appliquée aux cellules SW480 NM, aprés 24h, on remarque qu’il y a 10% de plus de fréquences de
transition mesurées au-dela de 280MHz dans la zone des cellules différenciées haute fréquence. De plus,
pres de 20% des cellules ayant une fréquence de transition comprise entre 200MHz et 280MHz ne sont
plus présentes. Cependant, aprés 72h, ces changements s’estompent et la distribution des mesures est de
nouveau équivalente a celle de la population de référence. Il semblerait que deux doses d’EVs permettent
de retrouver la méme répartition qu’a 24h avec une dose. Ces EVs ont potentiellement pour effet
d’augmenter 1égérement la f,o2 des cellules auxquelles elles sont exposées. Cet impact ne semblerait pas
perdurer dans le temps. En effet, aprés 72h d’incubation, on estime qu’il y a eu au moins une division

cellulaire [23], donc les modifications seraient temporaires. Une exposition en continu pourrait
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vraisemblablement permettre d’entretenir le phénomeéne d’augmentation de la signature

électromagnétique.

Les cellules SW620 NM qui sécretent les EVs possédent une valeur de la fréquence de transition
globalement plus élevée que celle des cellules SW480 NM. En effet, la valeur médiane est de 314MHz
avec 79% de la population dans la zone des cellules différenciées haute fréquence. Nous avons constaté
qu’au contact avec des EVs secrétées par les SW620 NM, une plus grande proportion de cellules SW480
NM possédent une fxo2 présentant une plus haute fréquence et proche de la médiane des cellules SW620
NM. 11 est difficile d’interpréter le changement induit par les oncosomes puisque le contenu de ces
derniers est inconnu et qu’il est trés probable que plusieurs voies de signalisations cellulaires aient été

activées suite a ’endocytose des EVs.

Ce que nous pouvons affirmer est qu un changement de la signature électromagnétique est la
conséquence d’une ou plusieurs modifications du contenu interne de la cellule caractérisée. On peut en
conclure que les EVs issues des cellules SW620 NM n’ont pas d’impact majeur global sur la signature
des cellules car elles n’induisent pas de modification de la valeur médiane. Cependant, on peut noter
une faible augmentation de la proportion de cellules dont la signature électromagnétique se situe vers
les hautes fréquences, proches de la signature des SW620 NM. Ces effets sont temporaires et il est

nécessaire d’exposer les cellules SW480 NM en continu afin de conserver ces modifications.
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Par la suite, ce sont les EVs des cellules SW620 DM+ qui ont été incubées avec des cellules
SW480 NM. Le protocole expérimental utilisé est le méme que celui pour les EVs sécrétées par les
SW620 NM.

Il Cellules différenciées
[l Cellules indifférenciées
[ Cellules incubées avec des EVs DM+

Origine cellulaire des EVs

350

N W W
~N © N
wm O U
L Il 1

quence de transition (MHz)

Figure 11.22 : Représentation graphique par box plot des fréquences de transition mesurées des cellules SW480
incubées avec des oncosomes dans trois différentes conditions : (i) incubation pendant 24h avec une dose d’EVs
sécrétées par SW620 DM+, (ii) incubation pendant 72h avec une dose d’EVs sécrétées par SW620 DM+, (iii)
incubation pendant 72h avec deux doses d’EVs sécrétées par SW620 DM+

A la premiere observation, on peut remarquer qu’apres exposition aux EVs DM+, une plus large
proportion de cellules posséde une fréquence de transition dans les basses fréquences (inférieure a
200MHz). Il semblerait qu’au bout de 24h, une partie de la population cellulaire présentant de faibles
fxo2 soit apparue a la suite de I’exposition aux EVs DM+. Nous pouvons noter qu’aprés 72h d’incubation,
la signature électromagnétique reste trés proche de la signature des cellules exposées uniquement
pendant 24h. En effet, au bout de 24h d’incubation, la valeur médiane de la fxo; a diminué a 220MHz,
aprés 72h d’incubation, la signature UHF-DEP ne bouge pas par rapport a 24h et est de 224MHz. De
plus, deux doses d’oncosomes paraissent amplifier le phénoméne de diminution de fréquence de

transition vers la signature des cellules souches cancéreuses SW620 DM+, sa valeur médiane étant de
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166MHz. L’exposition aux EVs issues de cellules cancéreuses souches semblerait donc avoir un impact
sur les cellules cancéreuses différenciées et potentiellement influer sur leur état de différenciation. Ce
changement phénotypique pourrait signifier que les CSCs peuvent transmettre leur caractére agressif

via les oncosomes.

Le Tableau 11.8 regroupe la distribution des fréquences de transition mesurées selon les zones

définies précédemment pour chaque condition d’exposition aux EVs sécrétées par les SW620 DM+,

Tableau 11.8 : Distribution des fréquences de transition mesurées selon les zones prédéfinies (CSCs, zone de
recouvrement, cellules différenciées SW480 proches de la médiane, cellules différenciées haute fréquence) en
fonction des différentes conditions d’exposition des EVs de SW620 DM+

1 dose EVs/ 1 dose

SW620 DM+  SW480 NM 24H EVs/72H 2 doses EVs
f < 150MHz 96,2% 0% 18,5% 18,9% 27,2%
150MHz < f < 200MHz 3,8% 12% 25% 18,8% 38,7%
200MHz < f < 280MHz 0% 63,9% 43,5% 50,7% 26,1%
280MHz < f 0% 24.1% 13% 11,6% 8%

On peut remarquer que pour les cellules SW480 NM exposées aux EVs DM+, la distribution
des signatures UHF-DEP dans la zone des CSCs et de recouvrement est trés impactée. En effet, avec
une seule dose, il y a 43,5% des fréquences de transition mesurées dans cette gamme au bout de 24h et
37,5% au bout de 72h. Avec deux doses d’EVs DM+, on trouve 65,9% des fyx2 0btenues dans la gamme
des basses fréquences. Alors que pour la population de référence SW480 NM, le pourcentage est de
18,6%. Les EVs provenant de cellules souches semblent induire une indifférenciation des cellules
exposées. De plus, en se focalisant seulement sur une seule dose d’oncosomes, la répartition des fxo2
obtenue ne semble pas varier de maniere significative entre les deux conditions d’incubation de 24h et
72h. Cela pourrait signifier qu’apres au moins un cycle cellulaire, la modification des fréquences de
transition perdure dans le temps. 1l est probable que la baisse des valeurs de fréquence de transition
engendrée par les EVs DM+ soit effectivement corrélée a des changements phénotypiques de ces

cellules.

En conséquence de I’augmentation de la proportion de fréquences de transition mesurées dans
la gamme des cellules souches cancéreuses et celle de recouvrement, moins de cellules possédent leur

fw2 dans les zones identifiées relatives a un phénotype différencie. Méme si a plus haute fréquence au-
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dela de 280MHz, la répartition ne change pas de maniére significative pour une seule dose d’EVs, avec
deux doses, on peut noter clairement une forte réduction des cellules possédant une fréquence de
transition supérieure a 200MHz. En effet, dans la zone des cellules différenciées proches de la médiane
des SW480 NM, prées d’un tiers de la population n’y est plus présent ainsi qu’environ la moitié dans les
hautes fréquences. Une exposition en continu permettrait vraisesmblablement d’entretenir et d’accentuer
le phénomeéne de baisse de la signature électromagnétique, ce qui résulte en une indifférenciation de la

population de référence.

Les cellules SW620 DM+, qui sécrétent les EVs sur lesquelles nos expériences se sont basées,
possedent une valeur de la fréquence de transition globalement plus faible que celle des cellules SW480
NM. En effet, la valeur médiane est de 76MHz avec 96% de la population dans la zone des cellules
souches cancéreuses. Nous avons constaté qu’au contact des EVs secrétées par les cellules SW620 DM+,
une plus grande proportion de cellules SW480 NM présentent une f.o. plus basse (inférieure a 150MHz),
Ia ou trés peu de cellules se trouvaient de base. On peut en conclure que les EVs issues des cellules
SW620 DM+ ont une influence majeure sur la signature des cellules, en induisant des modifications trés

significatives de la valeur médiane des fréquences de transition de 1’ensemble de la population.

Synthése de ’influence des oncosomes sécrétés par les SW620 NM et DM+

Pour les deux types d’EVs testées, les changements de valeurs de fréquences de transition
observées révélent un changement du contenu intracellulaire pour lequel nous pouvons émettre les deux

hypothéses suivantes :

e Comme expliqué précédemment dans le chapitre I, en ultra haute fréquence, 1’onde
électromagnétique interroge le contenu intracellulaire dans son ensemble. La signature UHF-
DEP mesurée est la conséquence d’un effet global comprenant le rapport volumique
cytoplasme/noyau, les organelles, les protéines et le matériel génétique dans la cellule. Il se peut
alors que la modification de la signature électromagnétique aprés 1’exposition aux EVs soit
uniquement en raison de I’incorporation de ces EVs dans le cytoplasme des cellules. En effet, il
serait théoriquement possible d’induire un changement de la fréquence de transition si la cellule
assimile des EVs qui n’étaient pas présents dans le milieu extracellulaire auparavant. Les EVs
pourraient entrainer une modification de la signature UHF-DEP sans pour autant induire des
changements phénotypiques dans la cellule. Cependant, cette hypothese implique le fait que le
contenu des oncosomes ne soit pas intégre par la cellule. Or, I’équipe de Tian [24] a pu suivre
I’absorption et le trafic des nano-vésicules dans la cellule en colorant leurs membranes. 11 s’est

avéré que deés 3h apres étre endocytées par la cellule, les oncosomes présentent une membrane

Elisa Lambert | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022 129

Licence CC BY-NC-ND 3.0 . - . ' l I



Chapitre Il. Caractérisation de cellules individuelles par diélectrophorése Ultra Haute Fréquence dans le but d’une
discrimination phénotypique
plasmique qui commence a se dissocier pour libérer son contenu dans le cytoplasme. Cette phase
peut durer jusqu’a 24h. On peut donc légitimement se demander si la caractérisation DEP qui
intervient 24h apres la premiére exposition aux EVs, permet déja de voir les effets de ces
derniers sur les cellules ou si on observe le début d’une cinétique avec un mélange des effets
induits par EVs sur les cellules et les EVs absorbées elles-mémes. Cette hypothése n’est valable

gue pour la caractérisation DEP survenant 24h apreés.

e Une autre hypothése pourrait étre que les EVs sont incorporées dans les cellules et induisent des
changements en cascade au sein de la cellule. 11 est assez difficile de s’avancer quant aux
modifications apportées par les EVs sur le fonctionnement de la cellule biologique, tellement

les mécanismes peuvent étre nombreux et encore peu étudiés.

Afin de pouvoir affirmer qu’un changement phénotypique peut étre associé ou non associé a
I’exposition des EVs sécrétées par les cellules SW620 NM et DM+, une analyse comparative
transcriptomique du niveau d’expression des immuno-marqueurs d’indifférenciation des cellules
SW480 NM exposées a une seule dose d’EVs issues de cellules SW620 NM (en vert) et d’EVs de
SW620 DM+ (en jaune) aprés 24h d’incubation est présentée sur la Figure I1.23. Le niveau d’expression

a été normalisé par rapport a celui des cellules SW480 NM.
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Figure 11.23 : Analyse comparative transcriptomique du niveau d’expression de six marqueurs d’indifférenciation :
CD133, Nanog, Sox2, Oct4, Bmil et Lgr5, des cellules SW480 NM (ligne pointillée), des cellules SW480 NM
exposées aux EVs de SW620 NM (en vert) et des cellules SW480 NM exposées aux EVs de SW620 DM+ (en
jaune). Les cellules et ces EVs ont été incubées durant 24h

Dans le cas des cellules SW480 NM exposées a une dose d’EVs de SW620 NM, on peut voir
gue seuls deux marqueurs Nanog et Oct4 sont 1égérement surexprimés, ce qui n’est pas suffisant afin de

confirmer la présence du phénotype indifférencié donc souche au sein de la population cellulaire exposée
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aux EVs provenant de cellules cancéreuses différenciées. Cela corrobore bien le fait que la signature
UHF-DEP des cellules SW480 NM + EVs SW620 NM, globalement n’est pas modifiée.

Dans le cas des cellules SW480 NM exposées a une dose d’EVs de SW620 DM+, on peut
remarquer gue les immuno-margueurs Nanog, Sox2, Oct4 et Lgr5 sont plus nettement surexprimés, alors
gue CD133 T’est légérement. D’une maniére générale, les marqueurs des CSCs ont un niveau
d’expression plus important lorsque les cellules SW480 NM sont exposées aux EVs sécrétées par des
cellules cancéreuses indifférenciées, confirmant ainsi la présence d’un nombre non négligeable de
cellules au caractéere souche dans la population cellulaire. On peut donc faire le lien entre la diminution
de la médiane des valeurs de fréquence de transition ainsi que 1’apparition de fréquences plus basses
avec un probable changement de phénotype pour un certain nombre de cellules vers un caractére plus
agressif. Par conséquent, les cellules SW480 NM incubées avec des EVs sécrétées par des CSCs, voient
globalement leur phénotype changer. 1l semblerait donc que les EVs des CSCs comparées aux EVs des
cellules cancéreuses différenciées soient capables d’induire une indifférenciation et de transférer le

phénotype souche a des cellules qui a 1’origine ne le sont pas.

L’objectif principal de la thése est de démontrer le potentiel de transformation oncogénique des
EVs, reflétant les propriétés agressives des CSCs les produisant. Nous avons montré que 1’outil de
caractérisation UHF-DEP est capable de mesurer les changements intracellulaires induits par
I’exposition des EVs. A partir de la signature électromagnétique, il nous est possible de prédire 1’état
phénotypique des cellules caractérisées par comparaison avec une population de référence. De plus,
notre microsystéme nous permet d’obtenir une autre information que le phénotype global comme en
biologie avec les immuno-marqueurs : hous avons acces a la répartition des fréquences de transition au
sein d’un population. En effet, I’analyse en cellule individuelle apporte un moyen de suivre la cinétique
d’acquisition du phénotype indifférencié et d’étudier les effets des différentes conditions d’exposition
aux EVs DM+. Nous avons ainsi pu démontrer le potentiel transformant des oncosomes sécrétés par des
CSCs dans le cas des lignées cellulaires. Par la suite, nous allons nous intéresser aux effets d’EVs

produits par les cultures primaires : une premiére étape vers une étude clinique.
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1VV.3.2. Le potentiel différenciant des oncosomes provenant des cultures primaires

Cette partie sera consacrée a I’étude du potentiel transformant et au transfert de caractéristiques
souches des EVs sécrétées par des cellules de cultures primaires, c¢’est-a-dire par des cellules de patients
ex vivo. Dans un premier temps, ces vésicules seront incubées avec des cellules de la lignée cellulaire
SW480 NM puis avec des cellules d’une culture primaire identifiée comme peu agressives par 1’analyse

du niveau d’expression de marqueurs immuno-fluorescents.

IVV.3.2.a. Suivi cinétique de I’acquisition du phénotype souche des cellules de cultures
primaires dans un milieu d’enrichissement en CSCs

Les différents types de cultures primaires étudiés sont reportés dans le Tableau I1.1. La culture
primaire CPP14 a été isolée a partir d'un cancer colorectal de stade précoce (stade 1), tandis que les
CPP35 proviennent d'une tumeur a un stade plus avancé (stade I1) et les CPP6 correspondent au stade
métastatique du cancer (stade 1V). A noter que ces types cellulaires issus du patient ex vivo proviennent

tous du méme organe : le c6lon.

De méme que pour les lignées cellulaires du cancer colorectal, les trois cultures primaires sont
cultivées dans trois conditions suivantes : (i) NM : une semaine dans le milieu normal adapté aux
cultures primaires ; (ii) DM : une semaine dans le milieu défini ; (iii) DM+ : deux semaines dans le
milieu défini. Les cellules cancéreuses issues des patients étant plus fragiles que les lignées

commerciales, il est nécessaire d’adapter le milieu de culture afin de maintenir une bonne viabilité.
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Figure 11.24 : Analyse comparative transcriptomique du niveau d’expression de six marqueurs d’indifférenciation
des cellules de cultures primaires (A) CPP14, (B) CPP35 et (C) CPP6, cultivées dans les conditions NM (lignée
pointillée) et en DM (en rose)
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Sur la Figure I1.24, les niveaux d’expression d’ARNm des cellules CPP14, CPP35 et CPP6
cultivées dans les conditions DM (en rose) ont été normalisés respectivement au niveau d’expression
dans les conditions NM (ligne pointillée). Pour chaque culture primaire, une grande majorité des
immuno-marqueurs analysés montre une surexpression lorsque les cellules du CCR sont cultivées

pendant une semaine dans le milieu DM, confirmant ainsi la présence plus importante de CSCs.

400
375 -

Il Cellules différenciées
[ Cellules en transition
350 1 B cellules indifférenciées
325 A

300 -
275
250 -
225 A
200 A
175 -
150 -
125 A
100 -

75 A

50 -

25 A

Fréquence de transition (MHz)

Stade I Stade Il Stade IV

Figure 11.25 : Représentation graphique par box plot des fréquences de transition mesurées des cellules de cultures
primaires, cultivées dans trois différentes conditions : (i) 7 jours en milieu normal NM, (ii) 7 jours en milieu défini
DM, (iii) 15 jours en milieu défini DM+

La Figure 11.25 représente la distribution des fréquences de transition mesurées pour chaque
culture cellulaire. Par comparaison aux lignées commerciales, on retrouve un étalement plus important
des signatures UHF-DEP obtenues pour toutes les différentes cultures primaires. Les cellules CPP14
NM, DM et DM+ présentent une large plage de recouvrement des fréquences de transition entre 25MHz
et 175MHz. 1l en va de méme avec les cellules CPP35 qui présentent un fort recouvrement entre les
différentes conditions de culture entre 130MHz et 320MHz. Pour la culture primaire de stade plus élevé,
les signatures des CPP6 NM et DM n’ont pas de zone de recouvrement et ¢’est pourquoi nous n’avons

pas testé le maintien de deux semaines dans le milieu défini pour cette culture primaire.

Elisa Lambert | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022 133

Licence CC BY-NC-ND 3.0 . - . ' l I



Chapitre Il. Caractérisation de cellules individuelles par diélectrophorése Ultra Haute Fréquence dans le but d’une
discrimination phénotypique

Tableau 11.9 : Tableau reportant les valeurs mesurées des fréquences de transition UHF des cultures primaires

Condition de Nombre de

Culture primaire culture cellules Valeur médiane Ecart-type
Condition NM 160 133 MHz 59 MHz
CPP14 (Stade I) Condition DM 149 113 MHz 41 MHz
Condition DM+ 74 89 MHz 44 MHz
Condition NM 160 248 MHz 50 MHz
CPP35 (Stade I1) Condition DM 123 245 MHz 73 MHz
Condition DM+ 38 196 MHz 81 MHz
Condition NM 100 227 MHz 54 MHz
CPP6 (Stade 1V)
Condition DM 33 62 MHz 26 MHz

Selon les données du Tableau 1.9, pour les CPP14, dans les conditions NM, la valeur médiane
de I’ensemble des fyo2 est de 133MHz, aprés une semaine de culture dans le milieu défini, la médiane de
la nouvelle signature UHF-DEP diminue a 113MHz. Lorsque les cellules sont maintenues dans les
conditions DM+, la valeur médiane chute a 89MHz. On observe cette méme tendance de baisse de la
fréquence de transition pour les CPP35 et CPP6. Les écarts-types élevés observés pour les CPP14 NM,
CPP35 NM/DM/DM+ reflétent I’hétérogénéité au sein de la population cellulaire. Cependant, pour la
culture des CPP14, I’écart-type diminue dans les conditions du milieu défini du fait de la disparition de

certaines fréquences de transition élevées (au-dela de 200MHz).

En corrélation avec les résultats biologiques précédents, on retrouve la méme dynamique
qu’avec les lignées commerciales, c’est-a-dire que les populations ex vivo enrichies en cellules souches

présentent une fréquence de transition plus faible.

Par la suite, nous allons étudier le pouvoir transformant des EVs sécrétées par des cellules
cancéreuses issues du patient. Nous porterons notre attention sur les cultures dont le stade est le plus
avance : CPP6 (stade 1V). Les oncosomes seront extraits du surnageant des populations de cellules
considérées comme les plus agressives, c’est-a-dire les plus concentrées en CSCs. Avec les différentes
conditions d’exposition expérimentées sur les lignées cellulaires, nous avons décidé de mettre en contact

les cellules cibles avec deux doses d’EVs sécrétées par les CPP6 DM.
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IVV.3.2.b. Evaluation du potentiel transformant des EVs de cultures primaires

Dans cette partie, nous avons mené les mémes tests que précédemment cette fois ci avec les
cellules du méme patient CPP6 ou seul le phénotype changera avec des EVs sécrétées par les cellules

enrichies en CSCs mises en contact sur des cellules cancéreuses différenciées.

Tableau 11.10 : Synthése du plan d’expérience (cf Figure I1.11)

Type de cellules CPP6 NM CPP6 DM
Roéle expérimental Cellules cibles Cellules sécrétrices d’EVs
(2 doses)

Origine cellulaire des EVs

Il cellules différenciées
[ Cellules indifférenciées
[ Cellules incubées avec des EVs DM
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Figure 11.26 : Représentation graphique par box plot des fréquences de transition mesurées des cellules CPP6 NM
incubées avec des EVs sécrétées par des CPP6 DM. Les cellules sont incubées pendant 72h avec deux doses d’EVs.

A premiere vue, on peut voir qu’aprés exposition des EVs des CSCs, la signature
électromagnétique a diminué. On peut noter quelques événements apparaissant a basse fréquence,

inférieure a 125MHz. On peut remarquer qu’au niveau de la répartition des fréquences de transition, il
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y a deux groupes qui se distinguent dans la population des cellules exposées : un premier groupe entre

le premier quartile et la médiane, et un deuxiéme groupe au niveau du troisiéme quartile. Rappelons que

la valeur médiane pour la signature de référence CPP6 NM est de 227MHz et celle des CPP6 DM est de

62MHz. Aprés exposition aux EVs CPP6 DM, la valeur médiane de la fx2 décroit jusqu’a 174MHz

De méme que précédemment, il est intéressant d’étudier la répartition des fréquences de

transition mesurées pour chaque condition d’exposition aux EVs. Pour cela, la plage de fréquences a été

divisée en quatre différentes zones :

Cellules souches cancéreuses : lorsque les fréquences mesurées sont inférieures a
140MHz. Toute la population cellulaire des CPP6 DM se trouve dans cette gamme de

fréquence.

Premier groupe EVs : entre 140MHz et 185MHz. C’est la zone dans laquelle se trouve
le premier paquet de cellules CPP6 NM exposées aux EVs de CSCs.

Zone de creux : entre 185MHz et 205SMHz. C’est la zone dans laquelle il n’y a aucune

fréquence de transition mesurée dans la population des cellules exposées aux EVs.

Deuxiéme groupe EVs : entre 205MHz et 280MHz. C’est la zone dans laquelle se

trouve le deuxiéme paquet de cellules CPP6 NM exposées aux EVs de CSCs.

Cellules différenciées haute fréquence : lorsque les fréquences de transition mesurées
sont supérieures a 280MHz. Par rapport a la population CPP6 NM de référence, cela

représente le groupe de fréquences de transition qui se détache de la valeur médiane.

Tableau 11.11 : Tableau reportant la répartition des fréquences de transition mesurées selon les zones prédéfinies
(CSCs, 1°" groupe EVs, zone de creux, 2° groupe EVs, cellules différenciées haute fréquence) en fonction des
différentes conditions d’exposition des EVs de CPP6 DM

CPP6 DM CPP6 NM 2 doses EVs
f < 140MHz 100% 3% 8,5%
140MHz < f < 185MHz 0% 27% 44,4%
185MHz < f < 205MHz 0% 7% 0%
205MHz < f < 280MHz 0% 44% 45%
280MHz < f 0% 19% 2,1%
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A premiére vue, la répartition des fréguences de transition pour les cellules exposées aux EVs a
globalement changé, sauf dans la zone du deuxiéme groupe EVs, c’est-a-dire dans la gamme de
fréquence comprise entre 205MHz et 280MHz. On peut noter que le nombre de cellules ayant une
fréquence de transition ¢levée (supérieure a 280MHz) a drastiquement chuté lorsqu’elles sont exposées
aux EVs de cellules enrichies en CSCs. De plus, le tableau met 1’accent sur le fait que la population est
répartie en deux groupes séparés avec un «vide» qui s’étend sur une plage d’environ 20MHz
(précisément entre 183MHz et 207MHz). Dans les deux zones de plus basses fréquences (inférieures a
185MHz), on peut trouver 30% des cellules différenciées de la population de référence alors que pour
ces mémes cellules incubées avec des EVs de CSCs, ce chiffre augmente considérablement et atteint les
52,9%.

On peut en conclure qu’a partir de cellules de cultures primaires avec le méme stade
métastatique, les EVs sécrétées par des cellules présentant un phénotype souche ont un impact majeur
global sur la signature des cellules cancéreuses différenciées. On observe la méme tendance que pour
les lignées cellulaires, a savoir la baisse de la fx2 lorsque des cellules différenciées sont incubées avec

des EVs de cellules enrichies en CSCs.

De méme que précédemment, une analyse transcriptomique du niveau d’expression des
immuno-marqueurs d’indifférenciation des cellules CPP6 NM incubées avec une dose d’EVs des CPP6

DM (en jaune) pendant 24h est présentée Figure 11.27.
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Figure 11.27 : Analyse comparative transcriptomique du niveau d’expression de six marqueurs d’indifférenciation :
CD133, Nanog, Sox2, Oct4, Bmil et Lgr5, des cellules CPP6 NM (ligne pointillée), des cellules CPP6 NM
incubées avec des EVs de CPP6 DM (en jaune). Les cellules ont été incubées avec une dose d’EVs pendant 24h.
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D’aprés la Figure 11.27, les immuno-marqueurs ne sont pas surexprimés lorsque les CPP6 NM
sont incubées avec des EVs de CPP6 DM. L’expression de ces marqueurs est analysée a 24h car les
changements au niveau du transcriptome sont rapides. En dépit du changement de la fréquence de
transition, aucun effet biologique n’est observé. Cependant, cela ne signifie pas que rien n’a évolué au
niveau biologique, mais que les quelques protocoles choisis parmi un large choix ne sont pas révélateurs.
On peut voir ainsi la limite des analyses biologiques que notre biocapteur peut compléter et donner des

informations sur 1’état des cellules traitées.

Dans cette partie, nous avons vu que lorsque les cellules cancéreuses différenciées sont incubées
avec des EVs sécrétées par des CSCs, la signature électromagnétique diminue. Grace a ’outil de
diagnostic, nous pouvons quantifier I’ampleur du phénoméne avec ’analyse en single-cell. En effet,
bien qu’une baisse de la fxo, soit notable, seulement une partie de la population cellulaire est réceptive
aux oncosomes. Apreés incubation avec les EVs de cellules indifférenciées, les cellules isolées des
échantillons de tumeurs CCR de patients ex vivo présentent un comportement similaire a celui observé

avec la lignée SW480 in vitro.
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V. Conclusion du Chapitre 11

Dans ce second chapitre, nous avons exploité notre outil microfluidique de caractérisation
cellulaire basé sur la di¢lectrophorése. L’objectif était de discriminer et d’identifier la sous-population
des CSCs. Dans un premier temps, nous avons mesuré les deux signatures électromagnétiques basse et
haute fréquences de cellules individuelles issues de lignée du cancer colorectal. Les cellules SW620 ont
été cultivées dans deux conditions distinctes : I’une induisant la différenciation et la seconde
sélectionnant les cellules indifférenciées. Nos résultats suggérent que I’expression des immuno-
marqueurs des CSCs et la mesure de la fréquence de transition fxo; sont étroitement corrélés. Les cellules
présentant un phénotype souche ont une forte probabilité d’étre identifiées par une signature
électromagnétique UHF-DEP plus faible. Nous avons démontré que 1’exploitation habituelle de la
premiére fréquence de transition f,1 ne permet pas de discriminer clairement les cellules cancéreuses
souches du CCR des cellules cancéreuses différenciées. En effet, dans le régime des ultra hautes
fréquences, notre dispositif microfluidique est plus 8 méme d’appliquer des ondes capables d’interagir
avec le contenu intracellulaire ; contenu qui semble plus différenciant vis-a-vis des caractéristiques
« souches » des cellules cancéreuses. Nous avons ainsi pu évaluer les capacités de discrimination de
notre laboratoire-sur-puce. La technique UHF-DEP apparait donc tres appropriée pour étudier le

phénotype des cellules tumorales.

Par la suite, nous nous sommes concentrés sur la fréquence de transition .2, confirmée comme
étant un parametre discriminant pour les cellules indifférenciées et nous avons renforcé la pertinence de
I’utilisation de la méthode de caractérisation UHF-DEP par une étude cinétique de I’acquisition du
caractére « souche ». Nous avons ainsi pu démontrer la robustesse de notre outil de diagnostic quant a
sa capacité de suivre la cinétique d’indifférenciation sur trois lignées tumorales différentes dans un

milieu d’enrichissement en CSCs.

Ensuite, nous avons collecté les oncosomes sécrétés par la lignée cellulaire SW620 (CCR stade
I11) NM et DM+ pour les incuber avec des cellules SW480 (CCR stade II) NM. Il s’est avéré que seules
les EVs DM+ ont induit un changement significatif dans la signature électromagnétique de la population
exposée. Comme les faibles valeurs de la fréquence de transition apparaissent étre corrélées au
phénotype « souche », il semblerait que les EVs DM+ soient capables d’entrainer une indifférenciation
des cellules cancéreuses. Ces modifications sembleraient permanentes car la signature UHF-DEP est
stable apres au moins une division cellulaire et le phénomene de diminution de la fréquence de transition
est amplifiée apres des expositions répétées aux oncosomes DM+. De plus, nous avons complété notre
étude avec des cellules de patient isolées en cultures primaires, nous permettant d’avoir une premicre
exploitation pré-clinique de notre outil de diagnostic. Nous avons en particulier sélectionné la culture

primaire CPP6 de stade métastatique, culture qui a permis de sécréter les EVs. Les cellules CPP6
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différenciées ont été incubées avec deux doses successives d’EVs sécrétées par les CPP6 DM. Nous
avons remarqué un méme comportement que pour les lignées, c’est-a-dire une baisse de la fréquence de

transition.

Au cours de ce chapitre, nous avons vu que notre outil de diagnostic est suffisamment sensible
pour détecter des changements de signature UHF-DEP et donc de contenu intracellulaire. De plus, nous
avons montré que notre capteur électromagnétique a permis d’apporter une nouvelle information
comparée aux techniques d’immuno-marquage conventionnelles : une analyse physique « single-cell ».
En effet, cela nous permet alors d’obtenir la distribution des signatures UHF-DEP sur une certaine plage
de fréquences, mettant en exergue 1’hétérogénéité du contenu intracellulaire au sein d’une méme
population. Il s’est avéré qu’au cours de certaines caractérisations DEP, des fy, de cellules se regroupent
par paquets, suggérant un phénotype proche. Il serait intéressant de pouvoir isoler les cellules présentant
des fréquences de transition communes afin d’avoir une plus fine identification de leur état
d’indifférenciation. En outre, I’acquisition des fréquences de transition est trés rapide et se fait en
quelques heures, alors que les tests fonctionnels sont réalisés sur une période entre plusieurs jours a
plusieurs semaines. L’outil de diagnostic pourrait apporter une aide précieuse aux biologistes en
¢tablissant des plans d’expérience. En utilisant le capteur dans un premier temps, plusieurs conditions
expérimentales peuvent étre testées et si les résultats obtenus sont satisfaisants, alors seulement en

deuxiéme temps, les biologistes pourront lancer leur batterie de tests ciblés.
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

I. Introduction

Au cours du Chapitre 1, nous avons pu caractériser les cellules individuellement en mesurant
leur fréquence de transition. Cette étape de caractérisation électromagnétique est utile pour obtenir des
informations diélectriques sur une population connue. Comme nous ’avons démontré, a haute
fréquence, les cellules cancéreuses différenciées semblent présenter une signature électromagnétique
distincte des CSCs.

Sur cette base, nous allons & présent proposer une methode de tri pour isoler la sous-population
de cellules souches cancéreuses d’une suspension cellulaire issue a terme d’une culture primaire ou d’un
échantillon dissocié, grace a un cytometre basé sur la diélectrophorese haute fréquence. Pour ce faire et
démontrer la faisabilité de notre approche, nous allons exploiter les signatures UHF-DEP précédemment
obtenues sur des modéles de lignées cellulaires en sélectionnant pour nos expériences la lignée tumorale
présentant le plus grand écart dans les fréquences de transition entre les conditions de culture NM et
DM : les SW620 (cancer colorectal de stade Il1). En effet, la force DEP répulsive serait plus intense

pour une population cellulaire vis-a-vis de I’autre permettant une déviation et une séparation sélective.

Figure I11.1 : Principe du fonctionnement du cytométre DEP pour isoler les CSCs, avec Fpep la force DEP et Fp la
force de trainée
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Le principe de fonctionnement du cytomeétre diélectrophorétique que nous avons congu consiste
a utiliser la force DEP en répulsion ; ce qui revient a dire qu’il fonctionne en régime nDEP pour que le
champ ¢lectrique puisse dévier les cellules d’intérét tout en limitant les phénomeénes d’adhésion
cellulaire sur les électrodes, souvent amplifiés par un régime de fonctionnement en pDEP.
Contrairement au précédent laboratoire-sur-puce que nous utilisions pour mesurer les fréquences de
transition, le flux de cellules est ici continu. Entrent alors en compétition deux forces : la force nDEP et
la force de trainée générée par 1’écoulement fluidique qui amene les cellules biologiques a suivre le
mouvement et la direction du fluide. La fréquence de tri f; choisie influence I’intensité de la réponse de
la cellule biologique a étre plus ou moins repoussée. A une fréquence f; treés supérieure a la fxoz, le facteur
CM est important, résultant en une force DEP fortement répulsive et la cellule est repoussée par le champ
électrique (Figure 111.1A). A une fréquence f; peu supérieure a la f, la partie réelle du facteur CM est
négative mais de faible valeur, la force DEP n’est plus assez importante pour repousser la cellule et le
fluide continue a entrainer cette derniére selon sa trajectoire initiale (Figure I11.B). Avec la dispersion
des valeurs de la fréquence de transition, certaines cellules peuvent subir une force attractive pDEP
faible, qui ne sera pas suffisante pour contrer la force de trainée.

Pour développer notre cytometre DEP, nous nous sommes inspirés du prototype congu par

Thomas Provent au cours de ses travaux de these [1] (Figure 111.2).
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Figure 111.2 : Cytométre nDEP a quatre sorties développé lors des travaux de thése de Thomas Provent [1]
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Ce cytomeétre diélectrophorétique est capable de diviser et de séparer une suspension cellulaire
en quatre sous-populations. Pour cela, une électrode assez complexe a été congue présentant trois
inclinaisons différentes. En conséquence, les canaux de sorties doivent étre positionnés de maniére
précise vis-a-vis des positions de changement d’inclinaison et I’écoulement des flux doit étre
parfaitement maitrisé impliquant la contrainte d’avoir a imposer une contre-pression pour chague sortie
afin d’équilibrer les voies et ne pas perturber les trajectoires des cellules. Pour le canal principal ne soit
pas trop large, une réduction la longueur des électrodes a été privilégiée. Elles sont alors plus épaisses
et des problémes d’adhésion cellulaire apparaissent aux endroits les plus rugueux. De plus, de par la
valeur des angles d’inclinaison choisis (35°, 45°, et 60°), le débit de cellules doit rester faible dans le
canal principal afin que leurs trajectoires puissent suivre les changements de direction imposés par
pentes des électrodes métalliques. En pratiquant, il s’est avéré au final assez difficile de maintenir un
écoulement fluidique stable et de trouver les bonnes valeurs de contre-pressions pour maintenir un flux
cellulaire continu et équilibré. En outre, le systeme de pressage du tampon de PDMS (décrit
ultérieurement), a posé des problémes de reproductibilité d’injection de la suspension cellulaire d’une
campagne de tri a ’autre soit par le blocage du canal microfluidique avec des aggloméras lors d’un

pressage trop serré, soit par des fuites dans le cas contraire.

Ainsi, afin de minimiser le nombre de difficultés rencontrées lors des travaux précédents, nous
allons opérer des simplifications et des optimisations géométriques du réseau microfluidique pour mieux
maitriser les écoulements et les débits. Nous allons augmenter I’épaisseur des canaux microfluidiques a
100 pum pour limiter les problémes liés au pressage du PDMS. Nous avons pour objectif d’isoler les
CSCs de la suspension cellulaire d’intérét, c’est-a-dire collecter seulement deux sous-populations : une
fortement enrichie en CSCs et une autre majoritairement composée de cellules cancéreuses
différenciées. Cette application du cytometre diélectrophorétique ne nécessite pas une architecture aussi
complexe que celle présentée par la Figure 111.2, mais requiére un débit cellulaire conséquent sur un

temps assez long pour analyser une quantité suffisante de cellules récupérées a la fin du tri.

Nous allons dimensionner trois modules associés en série ayant chacun une fonction spécifique

pour former le cytométre DEP (Figure 111.3) :

e Module de focalisation cellulaire : pour que le tri diélectrophorétique soit effectué dans des

conditions optimales, il est nécessaire que les cellules biologiques arrivent toutes dans la méme
zone d’intersection avec les électrodes. C’est pourquoi le dispositif comporte une zone de
focalisation avec une entrée des cellules et une entrée pour un liquide buffer (milieu DEP sans
cellules) qui permet de plaquer les cellules contre une des parois du canal microfluidique et les

focaliser dans une zone de quelques dizaines de microns de large.
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e Module de tri UHF-DEP : constitué d’une électrode avec une géomeétrie particuliére permettant

la séparation des cellules et le guidage des cellules d’intérét jusqu’a la voie de sortie souhaitée.

e Module de collecte des cellules triées : pour lequel le nombre de sorties indépendantes est réduit

a deux et dont la geométrie favorise une collecte a une cadence assez élevée et equilibrée sans

avoir recours a des contre-pressions.

Module de collecte
des cellules triées

A
\
Sens de I'écoulement
CSCs

L J

Module de Module
: focalisation de tri
e cellulaire UHF-DEP

Cellules
différenciées

Figure I11.3 : Implémentation des différents modules du cytometre diélectrophorétique

En partant de ce principe, notre objectif consiste a implémenter un réseau microfluidique plus
simple, pour travailler sans avoir a pressuriser les canaux de sortie et donc pouvoir collecter les cellules
biologiques a la suite du tri dans n’importe quel conteneur a I’air libre et sans que ce dernier ne perturbe
les paramétres d’écoulements dans les canaux et notamment dans la zone de tri. De plus la possibilité
de pouvoir changer tres facilement de conteneur pendant que le cytomeétre fonctionne est avantageux.
Cela nous permettra de pouvoir collecter les cellules triées dans des conteneurs différents des cellules
ayant transitées au travers du cytometre durant la phase de réglages des paramétres fluidiques et du
signal DEP.

Au cours de ce chapitre, nous allons voir comment ont été congus et optimisés les différents
modules du cytometre électromagnétique. Aprés avoir présenté la géométrie choisie nous montrerons et
commenterons les premiers résultats de la séparation et d’extraction des cellules cancéreuses souches

d’une suspension cellulaire.
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I1. Développement d’un outil de dimensionnement des canaux
microfluidiques

Une des fonctions indispensables au laboratoire-sur-puce est de pouvoir faire circuler une
suspension de cellules a travers des canaux microfluidiques. Dans notre cas, pour des applications de tri
cellulaire, le dimensionnement de ces canaux est particulierement crucial afin que les écoulements
fluidiques soient laminaires et rectilignes et ainsi ne puissent pas induire des biais lors de la déviation
des cellules par le cytométre électromagnétique. Pour aider a la conception, un outil de dimensionnement
des canaux microfluidiques a été codé en langage python, en se basant sur les équations régissant la

mécanique des fluides.

I1.1. Notions de microfluidique

La microfluidique est 1’étude des écoulements fluidiques (gaz ou liquide) a I’échelle
microscopique. La réduction de la taille du systéme entraine des changements sur le comportement du
fluide méme si la base de la mécanique des fluides reste 1’équation de Navier-Stokes qui peut s’écrire
comme ci-dessous dans le cas général :

ou - - 2 1 >
(E +u-v) u)z vext * 3 Vp + vAu (11.2)
Avec p la masse volumique qui est constante car le milieu DEP est un fluide newtonien ; i le vecteur

vitesse du fluide ; v la viscosité cinématique du fluide ; ‘;—1: le terme temporel (dans I’hypothése

stationnaire ce terme est nul); (U-V)U les forces d’inertie ; f,0.: l€s forces volumiques extérieures,
(comme notre milieu DEP est tres faiblement conducteur, méme sous I’application d’un champ
électrique, ce terme est au final négligeable); Vp les variations de pression mesurées dans le sens de

I’écoulement ; pAu le gradient des forces visqueuses.

Le nombre adimensionnel de Reynolds est le rapport entre les forces de convection et les forces

visqueuses, ce qui permet de déterminer le type de régime (Figure 111.4) pour I’écoulement du fluide

[2]:

Re = Ymaxle (111.2)

v

avec Umax la vitesse maximale d’écoulement et L, la longueur caractéristique.
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pour le tri cellulaire en flux

e Si Re <2000, le régime est dit laminaire [3]. Le terme convectif devient négligeable devant

les forces visqueuses. Dans ce type d’écoulement, les particules du fluide sont a 1’équilibre a

chaque instant et se déplacent en lignes droites paralleles ; ce que nous recherchons. Il est

possible de déterminer le profil de vitesse grace a deux types d’écoulements : celui de Poiseuille

dG a un gradient de pression ou celui de Couette dii a la mise en mouvement d’une des parois

contenant le fluide.

e Si 2000 < Re < 2300, le régime est dit transitoire.

e Si Re > 2300, le régime est dit turbulent. Le terme convectif devient dominant. En effet, en

raison de 1’état irrégulier engendré par les turbulences, des tourbillons apparaissent et se

superposent aléatoirement. Il est alors difficile de prédire le profil de vitesse du fluide.

Régime laminaire

Régime transitoire

Régime turbulent

Figure 111.4 : lllustration des différents régimes d’écoulements possibles® grace a la fumée d’une bougie

Dans notre cas, la section des canaux microfluidiques sera de I’ordre de 100 pum, la vitesse

d’écoulement du fluide est d’environ quelques mm/s et la viscosité cinématique de ’eau est de 10 m?/s,

Grace a la réduction de la taille du systéme, le nombre de Reynolds est tres faible (Re = 0,1) et assure

ainsi un régime d’écoulement laminaire lorsqu’on travaille

en microfluidique.

Par la suite, nous considérons un cas 2D pour les calculs théoriques car la forme planaire des

électrodes induira majoritairement une déviation dans un plan. Comme évoqué dans le Chapitre I1, nous

utilisons un contréleur de flux externe qui exerce une pression sur le fluide afin de faire circuler la

suspension cellulaire dans le microsysteme. Il s’agit alors d’un écoulement de Poiseuille et 1’équation

de Navier-Stokes peut se simplifier de la maniére suivante en supposant le flux stationnaire et totalement

établi [2] :

8 Source : https:/fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89coulement_laminaire
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Les conditions aux limites sont des conditions de non-glissements, c’est-a-dire que
u(y = h/2) = u(y = -h/2) = 0 (voir Figure IIL.5). En résolvant 1’équation (II1.3), on obtient le profil de

vitesse du fluide suivant :

1 0P , , h?
u(z) = e (z 4) (111.4)
Avec U la viscosité dynamique du fluide.
z
h/2
— ——
—_\ U —_—
Epaisseur h : - —_— X
0
ﬁ ﬁ
-h/2
— /

Figure 111.5 : Profil de vitesse du flux dans le cas d’un écoulement de Poiseuille

Le profil de vitesse du fluide est parabolique avec une vitesse maximale au centre du canal
microfluidique et une vitesse tres faible proche des parois. En raison de la symétrie du systéme, ce profil
de vitesse de 1’écoulement de Poiseuille est le méme sur la largeur y. Il est a noter que le gradient de
pression est négatif, car le sens d’écoulement va des pressions les plus fortes aux pressions les plus

faibles. Le gradient peut étre approximé comme tel :

6_P — Psortie-Pentrée — A_P (||| 5)
ax L L '

Avec L la longueur du canal microfluidique.

11.1.1. Calcul des résistances microfluidiques

Il est possible de déterminer le débit fluidique qui se définit par la quantité de volume du fluide

qui se déplace dans les canaux par seconde ou par la vitesse du fluide traversant une section S :

Q= Jfu(z)ds (111.6)

A partir du profil de vitesse (IIL.5) lors d’un écoulement de Poiseuille, nous pouvons exprimer

le débit en fonction du gradient de pression :

w h/2  -1AP, , h?
= ——(z°-—) dzd 1.7
Q= Jy o fpmnppzy T &-7) dzdy (1.7)
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Avec w la largeur du canal. En intégrant 1’expression (II1.7), on obtient :

h3w
Q= T}LLAP (111.8)

Par analogie avec la loi d’Ohm [4], on peut identifier ce qu’on nomme la résistance hydraulique
d’un canal fluidique. Ce terme définit la capacité a laisser s’écouler un fluide a travers un canal. Elle

dépend de la section du canal et de la viscosité du fluide :

12p
h3w

Ry = (1.9)

On peut alors associer le débit Q a un courant électrique i et la pression P a la tension V. Grace
a I’analogie électrique/hydraulique, il est possible de représenter un réseau microfluidique par un circuit

électrique comme dans la Figure I11.6.

A/ P — B/ o
: AN —e
Pentrce |1y — Qs ———> [—
> Ventrée AN o
Rya R
4

Figure I11.6 : (A) Exemple d'un réseau microfluidique et (B) son schéma électrique équivalent

Un systéme de canaux hydrauliques de différentes sections mises bout a bout est considéré
comme étant reliées en série [5]. La résistance hydraulique équivalente du systéme est égale a la somme
des résistances hydrauliques de chaque section. Un systeme de deux canaux hydrauliques (ou plus) qui
partent d’un point ou ils étaient réunis pour se raccorder par la suite est considéré comme étant relié en
paralléle [5]. L’inverse de la résistance (admittance) hydraulique équivalente du systeme est égal a la

somme des admittances hydrauliques de chaque section.

Ainsi, a partir des lois des noeuds et des mailles, il est possible de dimensionner au premier ordre
relativement simplement une puce microfluidique. En effet, nous ne pouvons contrdler que les pressions
d’entrée et de sortie par des contrdleurs de flux externes. Or, comme I’appareil est limité dans les
gammes de faibles pressions (inférieures a 3 mbar), il nous est toujours plus aisé de travailler a une plus
forte gamme de pression, tout en pouvant ajuster la vitesse des cellules dans le canal pour les observer
au microscope. Pour cela, il est nécessaire que la résistance hydraulique vu par le fluide soit assez élevée

afin de travailler dans les gammes de pression adéquates sans pour autant que le débit fluidique
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augmente. Le dimensionnement se fait alors sur la géométrie des canaux microfluidiques en jouant sur

les paramétres de la hauteur, de la largeur et de la longueur.

Les résistances hydrauliques sont liées aux pertes de charges réguliéres. Elles traduisent la perte
d’énergie, générée par la viscosité et les frottements du fluide sur la paroi interne du canal. Il existe aussi
des pertes de charges singulieres qui sont la conséquence de changements de direction ou de section qui

peuvent étre évaluées de la maniére suivante [6] :
AP, = 1/2 pkUZ, .« (11.10)

Avec k le coefficient de singularité.

Ce coefficient peut étre calculé dans le cas d’un régime laminaire selon la singularité rencontrée
(Figure 11L.7) :

e Dans le cas d’un élargissement brusque (Figure II1.7A), les pertes de pressions sont dues a la
séparation provoquée par un gradient positif de pression résultant de la réduction de la vitesse
d’écoulement. En régime laminaire, on a k = 26/Re [6]. Si nous faisons I’application numérique
de la perte de pression engendrée, alors APs = 0,5 * 997 kg.m=* 26/0,1 * (1 mm.s*)2=0,13 Pa.
Or, si nous travaillons a une pression minimale de 1 mbar (soit 100 Pa), les pertes de pressions

liées a des changements brusques de section sont négligeables.

e Dans le cas de coudes a 90° ou 180° présents dans des méandres (Figure 111.7B), les pertes de
pressions sont dues a I’augmentation de pression qui se produit dans la partie extérieure de la
courbe, et de la diminution de la pression dans la partie inférieure. Cette différence de pression
provoque une modification de la forme de I’écoulement. Le coefficient de singularité k varie
entre 0,7 et 8 quelle que soit la forme du coude. Encore une fois, les pertes de pression

engendrées sont négligeables.

e Dans le cas d’une bifurcation ou embranchement (Figure I111.7C), les pertes de pressions sont
dues au choc lors de la réunion des flux de vitesses différentes des canaux n°l et n°2 et du
changement de direction du flux n°2. Il faut tenir compte cette fois-ci de deux pertes de
pression : celle concernant le canal rectiligne n°l et celle du canal latéral n°2. Chaque
branchement se caractérise par I’angle de déviation 0, par le rapport des aires des sections des
deux branches et par le rapport des débits. Méme si également dans ce cas, les pertes de
pressions sont négligeables, pour certaines valeurs du rapport des débits, ces dernieres peuvent

étre négatives, ce qui signifie une remontée du flux dans la branche négative [7]. Le cas des
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embranchements et bifurcations sera détaillé plus tard dans ce chapitre, lors de 1’optimisation

du réseau microfluidique pour le cytometre DEP.

A/ Elargissement brusque B/ Coude C/ Bifurcation-Embranchement
— AN N1
/‘\
o
L /
N°2
} 3= \

Figure 111.7 : Exemples de cas courants de singularités rencontrées dans les canaux microfluidiques. Les zones en
rouge représentent le décollement de la veine fluide avec une zone de recirculation dans le cas de vitesse
d’écoulement élevée. Adapté de [6].

De maniere générale, en régime laminaire les pertes de pressions singulieres peuvent étre
négligées. Seules les résistances microfluidiques sont a prendre en compte lors du dimensionnement des

canaux du cytometre DEP afin d’optimiser le rapport AP et la vitesse des cellules.

11.1.2. S*affranchir des contre-pressions extérieures

La contre-pression se définit comme étant une pression de sens contraire a une autre. Dans notre
cas, nous ajoutons une contre-pression en sortie du systeme microfluidique, opposée a la pression
d’entrée et imposée par le contréleur de flux. Cela nous permet de travailler a faible débit, garantissant
de se trouver dans une gamme de pression stable, loin des zones de régulations limites de faible précision
pour le contrdleur de flux par la génération d’un offset. Cependant pour chaque sortie, afin de pallier la
faible valeur de la résistance microfluidique du systéme, il est nécessaire d’y ajouter une contre-pression
extérieure générée par le controleur afin de réduire le débit fluidique. Par conséquent, en plus de gérer
les pressions d’entrée du buffer et de la suspension cellulaire, il faut aussi piloter deux contre-pressions,
ce qui entraine de fortes contraintes et des complications pour les futurs réglages fluidiques. Nous avons
donc décidé de nous affranchir des contre-pressions extérieures des sorties afin de limiter les paramétres

de réglages a ajuster en temps réel si besoin lors des manipulations.

Pour faire cela, nous pouvons utiliser le théoreme de Bernoulli dans le cas hydrostatique car on

peut considérer le liquide en mouvement d’ensemble [6] :

P + pgh = constante (111.11)
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Avec h, la cOte au-dessus d’un plan de référence aussi appelée hauteur géométrique. L’équation (II1.11)
traduit le bilan d’énergie le long d’une ligne de courant avec P qui exprime le travail des forces de

pression et le deuxieme terme représente la force potentielle.

Grace a la hauteur géométrique h, il est alors possible d’¢lever les Eppendorfs de sortie a une
altitude légérement au-dessus du plan sur lequel repose la puce microfluidique afin d’ajouter une contre-
pression sans force extérieure. Comme indiqué sur la Figure IIL.8, I’Eppendorf de sortie (n°7) est placé
sur un support élévateur (n°6) afin d’ajuster la hauteur hy. On considere que la hauteur de 1I’Eppendorf
d’entrée (n°1) est fixe, car ce dernier est rattaché a une platine de positionnement d’échantillons (n°2)
sur laquelle est posée la puce microfluidique (n°4) et qui peut se déplacer sous I’objectif de microscope.
Il nous est alors possible de régler la différence d’altitude entre I’entrée du capillaire d’entrée et la sortie

du capillaire de sortie afin de contrdler la contre-pression induite.

Figure 111.8 : Schéma du banc expérimental permettant de contourner le recourt a des contre-pressions de sortie.
(1) Eppendorf d’entrée sous pression ; (2) support de platine de positionnement ; (3) capillaires : (4) puce
microfluidique ; (5) microscope ; (6) support élévateur ; (7) Eppendorf de sortie a pression atmosphérique.

A partir de 1’équation (II1.11), on peut en déduire I’influence de I’altitude relative de I’Eppendorf
n°7 sur la différence de pression. En ajoutant les pertes de pressions réguliéres induites par la résistance

hydraulique des deux capillaires n°3 et du laboratoire-sur-puce, on obtient 1’expression suivante [5] :
P7 - P1 == pg(hl-h7) + API‘ég (|“12)

Avec P17 la pression respectivement d’entrée et de sortie, hy 7 la hauteur géométrique et APy la perte

de pression réguliére du systéme complet capillaires et micropuce.
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Ainsi, si hy > hy, la différence de pression entre 1’entrée et la sortie diminue, et la vitesse dans le
canal microfluidique diminue aussi. 1l y a une hauteur h critique telle que le premier terme de (111.12)
devienne négatif et puisse compenser les pertes engendrées naturellement par la géométrie du systéme.
Dans ce cas, le fluide est arrété. Si ce terme devient supérieur, alors I’écoulement est inversé et se fait

dans le sens : sortie vers entrée.

Il est possible alors de régler la vitesse d’écoulement du fluide visuellement et sans avoir a
ajuster la pression d’entrée. En effet, on peut observer la vitesse de déplacement des cellules sous un
microscope optique et ainsi ajuster la hauteur géométrique des Eppendorf de sorties. De plus, cette
solution nous permet d’équilibrer les voies de sortie, ¢’est-a-dire répartir de maniére égale les débits
dans les voies paralléles (Figure I11.9A). Si un des canaux a des pertes de pressions trop élevées, le fluide

se voit opposer une trop forte résistance et sera principalement dévié¢ vers 1’autre sortie (Figure I11.9B).

[ Sens duflux 4

Vitesse de flux (m/s)

} 2,5
2
115

B/ Sorties non-équilibrées
= f : i 1
0,5
0

Figure 111.9 : Simulation numérique de I’écoulement d’un fluide lorsque les sorties sont (A) équilibrées et (B) non
équilibrées

A/ Sorties équilibrées

11.2. Logiciel python avec interfaces graphiques

Le but du programme développé avec le langage python est de répondre a un besoin de
simplification et d’aide a I’optimisation de la géométrie d’un réseau microfluidique. Ce logiciel se veut

étre facile d’utilisation grace a ses interfaces graphiques et permet de récupérer les données

géomeétriques entrées et calculées avec un fichier texte automatiquement généré.

Il existe des calculateurs mis a disposition par des entreprises spécialisées dans la microfluidique

comme par exemple Fluigent : https://www.fluigent.com/resources-support/support-tools/microfluidic-
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calculators/flow-rate-pressure-calculator/. Cependant, les géométries des puces sont limitées a quatre
formes : un canal droit, en forme de Y, en forme de X et en forme de H. Les configurations proposées
ne correspondent pas a une application pour un cytometre a plusieurs voies d’entrées et de sorties. De
plus, une fois la géométrie choisie, les largeurs et les hauteurs des canaux microfluidiques sont les
mémes pour toutes les sections, il en est de méme pour les capillaires avec un unique diamétre possible.
Seules les longueurs restent modifiables. Il est donc nécessaire d’avoir un logiciel plus souple et plus
personnalisable dans la géométrie proposée. C’est pourquoi le programme python développé laisse le

choix du nombre de canaux d’entrée et de sortie ainsi que de leurs dimensions.

Design de canaux
microfluidiquas
- a x

¥ Cokul apic e satonce igrsfhides - 0 x ¥ Modifcaticn das parsmiree U
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Figure I11.10 : Apergu des différentes fenétres du logiciel python d’aide a la conception d’un réseau microfluidique

Le logiciel se présente sous plusieurs fenétres selon la Figure 111.10, les fenétres seront zoomees

en Annexe 2. La fenétre principale permet d’accéder a différentes fonctionnalités :

e Le premier onglet « calcul canal microfluidique » permet d’accéder a la principale fonction du
logiciel. Une nouvelle fenétre s’affiche permettant de choisir le nombre de voies d’entrée et de
sorties du cytometre. 1l est possible d’ajouter une option si les voies de sortie sont reliées entre
elles. Le nombre de capillaires est automatiquement calculé en fonction des informations
entrées. Un schéma explicatif montre un exemple de circuit microfluidique et comment remplir

les informations correspondantes. Puis en cliquant sur « Suivant », on accede a une autre fenétre
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ou il est possible de saisir les paramétres géométriques des canaux et capillaires de sorties. Le
logiciel détecte si les sorties sont équilibrées, c’est-a-dire lorsque les résistances hydrauliques
sont les mémes, sinon un message apparait. Enfin, une derniere fenétre apparait ot la géométrie
des canaux d’entrée et les débits désirés peuvent étre saisis. Une fois tous les paramétres entrés,
le logiciel peut calculer toutes les résistances hydrauliques et la différence de pression entre les
entrées et les sorties. D’autres données sont fournies par le logiciel a savoir : le volume de la
puce et du systeme complet ; les temps d’arrivée des cellules dans le canal principal, de traversée
dans le canal principal et de collecte dans les différentes sorties ; une estimation de la vitesse
moyenne des cellules dans le canal principal ; la force de trainée moyenne (qui est la force
engendrée par le frottement entre le milieu et la cellule, cette force sera décrite plus tard). Toutes
les variables saisies et calculées sont enregistrées dans un fichier créé au format « .txt » a la date
du jour. Pour revenir sur une fenétre précédente, il est possible de cliquer sur « Nouvelle saisie »
et les parameétres précédemment saisis sont automatiquement pré-remplis. Cela facilite un futur

traitement de données dans le cadre d’une étude paramétrique.

L’onglet « Calcul microfluidique » peut aussi servir a des ajustements post fabrication d’un
laboratoire-sur-puce. En effet, il se peut qu’au moment de la fabrication, il y ait des tolérances
plus ou moins grandes et que les dimensions fabriquées différent des dimensions théoriques. Si
les canaux de sorties ne sont pas de méme dimension, alors le flux ne sera pas équilibré. Le
logiciel est capable de proposer des pressions a adapter pour rééquilibrer 1’écoulement, et les
temps de collectes des cellules au bout du microsystéme sont mis a jour. Afin de calculer les
débits réels dans les voies de sorties géométriquement différentes, on utilise ce qu’on appelle la
méthode de Hardy-Cross. Cette méthode consiste a donner des valeurs aux débits circulants
dans toute la puce, puis d’y appliquer un facteur correctif A en rétablissant 1’équilibre des pertes
de charges réguliéres dans les boucles (ou mailles pour I’analogie électrique) I et IT [8]. Si on

prend I’exemple d’un réseau fluidique comme sur la Figure I1I.11, on a :

Hapcp = Hap = Hagrp (11.13)
. 32uLU o
Avec H les pertes de charges dans chaque branche du réseau, et H = ~ pz  avec Dn le diamétre
H
hydraulique de la section du canal.
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Figure I11.11 : Schéma présentant la méthode de Hardy-Cross permettant de calculer les débits dans les conduites
non équilibrées
Le facteur correctif de chaque boucle peut s’exprimer de la maniére suivante [5] :

Zbranche H
A=- 111.14
1,85* Ebranche (H/qupposé) ( )

Il est possible de donner n’importe quelle valeur au débit supposé. Dans le programme python,
il a été choisi de diviser le débit total par le nombre de sorties. L’objectif recherché étant de
viser un équilibre du flux entre chaque voie de sortie, partir d’une répartition égale du débit ne
parait pas aberrant. 1l est important de prendre en compte le sens des débits mis en jeu dans une
boucle. On part du postulat d’un déplacement imposé du liquide de la gauche vers la droite. Les
écoulements s’effectuant dans le sens inverse, entrainent des débits et des pertes de charges

négatifs.

Dans le cas de la Figure 111.11, on a les expressions des facteurs de correction suivant :

— Hagcp-Hap . _ Hap-HagrD
Ar=- 1,5 +(PABCD_Hap) » B P (72D . FEm) (1.15)
' Qo/3 Qo/3 ) /3 Qo/3

A partir de (111.15), on peut obtenir la valeur des débits réels dans chaque branchement en

paralléle [5] :

Q1 =Qo/3+41;Q; = Qo/3-41 + Ay ;Q3=Q0/3 + Ay (111.16)

Une fois les débits reels circulants dans les voies de sortie connus, il est possible de jouer avec

la différence de pression pour rééquilibrer le flux.

Dans le cas d’un unique canal microfluidique ou d’un systéme a trois voies (soit 1 entrée/2
sorties ou 2 entrées/1 sortie), une fenétre spécialement dédiée a cette configuration s’ouvre. Les
paramétres géométriques peuvent étre saisis et les calculs fluidiques restent les mémes. Dans

cette fenétre il est possible de connaitre la résistance hydraulique de 1’ensemble du systéme et a
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la place d’un canal principal, on peut définir une zone d’intérét pour calculer les temps d’arrivée,

de traversée et de collecte des cellules a partir de cette zone.

e Le deuxieme onglet du menu principal « Calcul rapide », permet de calculer la résistance
hydraulique d’un canal microfluidique soit de section carrée, rectangulaire ou circulaire, en

saisissant les paramétres géométriques.

e Le troisiéme onglet « Paramétres » permet de modifier des variables utilisées dans les calculs.
Il est possible de changer la valeur de la viscosité dynamique du fluide, le rayon de la cellule,
la précision décimale et le niveau de précision pour décider si les sorties sont équilibrées ou
non. Des paramétres par défaut sont entrés et il est possible aprés modification des variables, de

réinitialiser les paramétres par défaut.

e Le dernier onglet « Quitter » permet de fermer le programme en toute sécurité.

Pour chaque onglet, il est possible de revenir au menu principal en cliquant sur « Retour menu
principal ». Pour exécuter le programme, il suffit de presser la touche F5, et dans la boite de dialogue
sera demandé le chemin d’accés du fichier dans lequel se trouve le programme. En appuyant sur

« Entrée », la fenétre du menu principal apparait.

Ce logiciel python permet d’aider a la conception d’un réseau microfluidique qui, dans notre
cas, sera implémenté au cytomeétre électromagnétique en flux. Grace aux différents paramétres calculés,
on peut déterminer le meilleur dimensionnement. Afin de confronter les résultats prédits par le

programme avec la pratique, nous allons fabriquer différents canaux microfluidiques.

11.3. Validation fluidique du logiciel de conception développé sous python

Il est important d’éprouver les résultats présentés par le logiciel python pour valider I’exactitude
de ses calculs d’un point de vue expérimental et pouvoir ’utiliser pour dimensionner et optimiser le
réseau microfluidique du cytometre électromagnétique en flux que nous allons concevoir. Pour ce faire,
nous avons dessiné de simples canaux microfluidiques a une entrée et une sortie. La géométrie des
différents canaux est présentée Figure 111.12 et les dimensions associées sont reportées dans le Tableau
1.1
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Figure 111.12 : Masque des différents canaux microfluidiques utilisés pour valider expérimentalement le logiciel
de conception python

Tableau I11.1 : Géométrie des canaux microfluidiques moulés au-dessus d’un film polymeére de 50pm d’épaisseur
selon les dessins présentés sur la Figure 111.12.

Résistance Résistance théorique du
ircui Largeur (um) Longueur hydraulique théorique microsysteme complet
Nom du circuit (mm) " b

du canal (Pa.s.m™) (Pa.s.m?)
Circuit n°1 150 30 24,3 10% 26,67 10%
Circuit n°2 150 20 16,2 10* 18,57 10*2
Circuit n°3 150 10 8,1 10% 10,47 10%?
Circuit n°4 300 20 7,15 10% 9,51 10%?
Circuit n°5 500 20 4,110% 6,46 10'?

Tous les canaux microfluidiques ont été réalisés a partir d’un film sec (DF1050) de 50pum
d’épaisseur qui est au préalable laminé sur un substrat de silicium et photosensibilisé par lithographie
laser afin de créer les motifs. Les parametres de lithographie laser associés sont : modulation a 75% avec
un filtre 10% et vitesse d’écriture a 30mm/s, le procédé est décrit par la suite. Puis le substrat est
recouvert par du PDMS qui une fois réticulé et démoulé, est par la suite collé sur une lame de verre
grace a un plasma d’O». Le détail du procédé est décrit a la fin de la prochaine partie. On utilise des
capillaires afin d’introduire le liquide dans le microsystéme et de le collecter a sa sortie dans un
Eppendorf. Le diamétre des capillaires d’entrée et de sortie est de 300um et la longueur en entrée est de

33 cm et en sortie 14 cm. La résistance globale du « microsystéme complet » prend en compte 1’effet
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des capillaires dans les calculs. Le logiciel python peut alors nous donner les résistances microfluidiques

totales et on peut remarquer 1’influence non négligeable des capillaires dans la valeur de la résistance.

Le protocole pour valider expérimentalement le logiciel python a partir des circuits fabriqués
est le suivant : on commence par remplir le systéme microfluidique par de I’eau distillée jusqu’a I’entrée
du capillaire de sortie, puis on chronomeétre le temps nécessaire au liquide pour sortir du
capillaire (jusqu’a observer la premiére goutte d’eau), enfin on déconnecte le capillaire rempli d’eau et
on connecte un capillaire de méme taille vide. On répete cette opération quatre fois afin de moyenner
les résultats obtenus. Ce procédé est réalisé pour différentes pressions d’entrée allant de 50 mbar a
100 mbar.

® Circuit n°1 Circuit n°2 Circuit n°3 e Circuitn°4  * Circuit n°5
120
y =4725,1x
y =3268,1x
100
y =1749,1x
y = 2816,1x
= 8 y = 1066,8x
o
°
S 60 e . .
o )
4 ..
2 a0 . ——
' R
- . = -
. . L]
20 | . { _ i — }
I S
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02
1/Pression d'entrée (1/mbar)

Figure 111.13 : Temps de collecte mesuré pour chaque circuit microfluidique fabriqué, a une pression d’entrée
donnée

La Figure 111.13 présente les temps de collecte (du liquide dans le capillaire de sortie) mesurés
en fonction de I’inverse de la pression d’entrée pour chaque circuit microfluidique. En effet, rappelons
que la différence de pression entre ’entrée et la sortie est directement proportionnelle a la résistance
hydraulique du microsystéme et du débit imposé. Or le débit est la vitesse du fluide (V) qui passe a

travers une section (S), donc on arrive a I’équation suivante :

AP = RH,systéme Q = RH,syst«‘eme V%S (m.17)
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Afin de relier I’équation (II1.17) avec le temps de collecte mesuré, on utilise la conservation
massique du débit. En effet, le débit est le méme dans tout le réseau microfluidique, que ce soit dans les
capillaires ou dans le canal en PDMS. Donc on peut calculer la vitesse du fluide dans le capillaire de
sortie de diametre 300 pm et de longueur 14 cm et ainsi relier le temps de collecte a la pression d’entrée.

On a alors I’expression suivante :

RH, systéme
teollecte = AP LcapScap (111.18)

AP est directement la valeur de la pression d’entrée car aucune contre-pression n’est utilisée en
sortie. Les dimensions du capillaire de sortie sont connues et données par le fabricant. Ainsi, on peut
extraire la valeur de la résistance hydraulique de I’ensemble du systéme a partir du coefficient directeur

de la régression linéaire pour chaque circuit.

Tableau 111.2 : Tableau reportant les valeurs expérimentales et théoriques de la résistance hydraulique des
différents microsystémes

Résistance expérimentale Résistance théorique du Résistance théorique du
- - H Y -3 - \ 3
Nom du circuit du microsystéme (Pa.s.m-) mlcrosystem_e (Pa.s.m™) mlcrosystem_e (Pa.s.m™) pour
pour h =50um h = 40um
Circuit n°1 47,75 10 26,67 102 47,44 10
Circuit n°2 33,02 10%? 18,57 10*2 32,41 10%
Circuit n°3 17,67 10*2 10,47 10*2 17,39 10*2
Circuit n°4 28,46 102 9,51 10%? 16,01 10*2
Circuit n°5 10,78 10*? 6,46 102 10,26 10*

Le Tableau 11.2 rapporte les différentes valeurs des résistances hydrauliques expérimentales et
théoriques. A la premiére observation, on peut remarquer qu’a hauteur et largeur fixées, plus la longueur
du circuit microfluidique augmente (du circuit n°3 au circuit n°1), plus la résistance hydraulique
augmente. De plus, lorsque la largeur du canal augmente (circuit n°2, 4 et 5), la résistance rencontrée

par le fluide diminue. Ces deux observations vont dans le méme sens que la formule théorique 111.9.

Rappelons que I’épaisseur de la résine qui a servi a faire le moule de PDMS est de 50pm. On
peut voir que les valeurs calculées par le logiciel python sont tres éloignées des valeurs expérimentales.
Il est alors 1égitime de penser que la hauteur supposée des canaux microfluidiques ne soit pas de 50um
mais inférieure. En effet, au niveau du fabricant, il est indiqué que 1’écart-type de 1’épaisseur du film
sec est de plus ou moins 3% de I’épaisseur visée. De plus, la résine épaisse est un film sec (DF1050) qui

est laminé sur le substrat de silicium, il est alors écrasé entre deux rouleaux. En outre, le moulage et le
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collage du PDMS par plasma sur la lame de verre, peuvent aussi induire un biais dans I’épaisseur du
canal. Tous ces biais cumulés peuvent entrainer une différence non négligeable entre la hauteur
souhaitée et réelle. Il est possible de mesurer 1’épaisseur des motifs des canaux sur le substrat de silicium
grace a un profilometre. La hauteur est mesurée a 1’aide d’une pointe qui se déplace sur le plan horizontal
et mesure la hauteur par contact mécanique avec le substrat. Plusieurs mesures sont réalisées au niveau
des réservoirs des canaux, c’est-a-dire la partie circulaire de la Figure 111.12. La moyenne des résultats
est de 45 pum de hauteur, ce qui est plus faible que 1’épaisseur souhaitée. Malheureusement, il ne nous a
pas été possible de mesurer 1’épaisseur du canal directement dans le PDMS car cela requiére une pointe

spéciale, adaptée aux matériaux souples.

Lorsque dans le logiciel python, une hauteur de 40 um est saisie, les valeurs des résistances
microfluidiques sont plus proches des valeurs expérimentales a environ 0,65% - 1,85% d’écart pour les
différents microsystéemes excepté le circuit n°4. En effet, la valeur expérimentale est quasiment deux
fois plus importante qu’annoncée par le programme python. Il serait intéressant de mesurer & nouveau

le temps de collecte pour ce circuit afin de vérifier la valeur de la résistance hydraulique.

On peut conclure que dans le cas le plus simple d’un réseau microfluidique composé d’un canal
de section rectangulaire et de deux capillaires de section circulaire, le programme python permet bien
de prédire les différents paramétres utiles (résistances microfluidiques, temps de collecte...) afin d’aider
au dimensionnement. L’étude serait a compléter avec des circuits plus complexes a savoir par exemple

un motif de canal en Y.

I11. Conception du microsysteme de tri cellulaire de CSCs

Comme évoqué précédemment, un premiere démonstration de cytometre électromagnétique
basé sur la diélectrophoreése UHF a été réalisée lors des travaux de these de Thomas Provent [1]. Basé
sur la répulsion en nDEP, I’outil de tri cellulaire permet de séparer une population hétérogene cellulaire
selon certains criteres. En se placant & haute fréquence, on peut potentiellement discriminer les cellules
présentant un contenu interne différent. En reprenant le principe des prototypes fabriqués par Thomas,
nous avons poursuivi le développement du microsystéme de tri en y apportant des améliorations au
niveau fluidique, de fagon & pouvoir collecter en sortie les cellules triées et pouvoir analyser leur
phénotype. Ces modifications et le procédé de fabrication du cytométre électromagnétique seront décrits

dans cette partie.
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I11.1. Optimisation microfluidique du cytometre électromagnétique

Dans cette partie, nous allons chercher a optimiser la forme géométrique des canaux
microfluidiques du cytomeétre électromagnétique. Nous nous concentrerons sur deux parties précises du
dimensionnement : au niveau de la zone de focalisation des cellules a I’entrée du canal principal
(jonction entre le canal d’arrivée des cellules et le canal du buffer) et au niveau de 1’autre extrémité du

canal principal et de I’embranchement des sorties du cytometre (Figure I11.3).

111.1.1. Développement d’un module de focalisation cellulaire a I’entrée du canal
principal du cytométre

Comme nous allons le voir dans le paragraphe II1.3, il est nécessaire d’avoir un module de
focalisation cellulaire a I’entrée de la zone de tri du cytométre afin de maitriser la position d’arrivée des
cellules. En effet, pour réaliser un tri en limitant les risques d’artéfacts, les cellules doivent étre exposées
au méme champ électrique afin d’engendrer une déviation de leur trajectoire reproductible et sélective

en fonction de leurs caractéristiques diélectriques intracellulaires intrinséques.

Il existe différentes méthodes pour réaliser une focalisation hydrodynamique de cellules. La
premiére est une focalisation passive mettant en ceuvre juste le canal d’entrée des cellules et une
géomeétrie adaptée du reste des canaux microfluidiques permettant de focaliser les cellules a un endroit
précis du canal principal. Cela est possible en mettant a profit I’effet d’une force centrifuge [9], [10] ou
en créant des obstacles dans le canal microfluidique [11], [12]. Méme si I’avantage de cette méthode est
de n’avoir plus qu’une seule voie d’injection a gérer avec le controleur de flux, elle nécessite
d’implémenter une longueur trés conséquente de canal (de quelques centimetres juste pour 1’entrée des
cellules) afin d’obtenir une focalisation efficace. En effet, dans [10], la partie du canal microfluidique
d’injection des cellules fait 13 cm de long pour une section de 100 um x 50 um. Le canal est enroulé
sur lui-méme afin de limiter la surface de la puce et permet une focalisation des particules selon le débit
d’entrée. Cependant, une telle géométrie nécessite tout de méme de la place pour étre implémentée et

va rendre plus complexe la fabrication de nos prototypes qui deviendraient trop grands.

Une deuxiéme méthode de focalisation de particules est le flux pincé ou « pinched flow » en
anglais. Elle consiste a implémenter deux canaux microfluidiques en entrée de canal principal dont I’un
permet d’injecter les cellules biologiques suspendues dans un fluide et un autre délivre le méme fluide
mais sans particule que ’on nomme généralement « buffer ». Le buffer est injecté & un débit
généralement supérieur & celui de la suspension cellulaire. A la jonction des deux canaux, le flux

transportant les cellules peut étre repoussé et pincé dans une région étroite prés de la paroi opposée au
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flux du buffer. Ce type de focalisation particulaire est trés souvent utilisé [13]-[15] car la géométrie des
canaux microfluidiques reste simple a réaliser et & mettre en ceuvre. Son principal inconvénient est qu’il
faut alors contrdler les deux pressions d’entrée et trouver le bon réglage afin d’obtenir une focalisation
efficace. C’est la technique de pinched flow qui a été utilisée dans les différents prototypes du cytomeétre
électromagnétique qu’avait développés Thomas Provent (cf Figure III1.2). Nous allons également
reprendre ce principe a deux entrées mais en optimisant la géométrie de la jonction entre les voies

d’injection de la suspension cellulaire et du buffer.

Dans le cas de la réunion de deux flux ayant la méme direction, ¢’est-a-dire lorsque les canaux
d’apports sont paralleles, mais se déplagant a des vitesses différentes, il y a une zone de rencontre et de
choc des deux écoulements. En pratique, il est difficile d’avoir les deux canaux d’entrée implémentés

en paralléle sans introduire une zone de non-circulation du fluide.

x102 (m/s)
I

1

0,8

0,6

Mur de séparation =—p

Suspension

cellulaire
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Figure 111.14 : Coupe XY & mi-hauteur de canal de la simulation calculant la vitesse d’écoulement fluidique dans
la zone d’injection cellulaire du prototype de cytométre électromagnétique développé par Thomas Provent.
L’échelle des couleurs correspond a la vitesse d’écoulement du fluide (m/s) et les lignes roses représentent la
trajectoire des cellules.

La Figure I11.14 est une coupe dans le plan XY du profil de vitesse du fluide s’écoulant dans les
canaux microfluidiques, vitesses calculées par simulation 3D avec COMSOL Multiphysics sur la base
de la géométrie de la zone d’injection de la Figure I11.2. La coupe est faite a 1’altitude z = 25um, soit a
la moitié de la hauteur du canal principal. Seule la zone d’injection a été modélisée en 3D avec les
entrées du buffer et de la suspension cellulaire et le canal principal, car ce type de calculs 3D requiére
un maillage précis et des temps de calcul trés conséquents entrainant des probléemes de mémoire sur les

simulateurs que nous avons a disposition. 1l nous a donc fallu faire un compromis entre la précision des
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calculs, leur faisabilité et un temps de calcul raisonnable. La pression a I’entrée des cellules est de 100
Pa et celle a I’entrée du buffer est de 150 Pa afin d’observer une focalisation cellulaire. Les couleurs
indiquent le gradient de vitesse de I’écoulement du fluide dans le réseau de canaux et les lignes roses
correspondent a la trajectoire des cellules selon la position des cellules dans la largeur du canal
d’injection. On peut voir que le canal du buffer joue bien son réle en focalisant les cellules du coté de
la paroi du canal principal du microsystéme. Cependant, on remarque qu’au niveau de la rencontre des
deux fluides, la vitesse du fluide chute brutalement voire devient quasi nulle. Le mur de séparation des
deux canaux crée une zone de non-circulation du fluide et les cellules semblent alors aspirées vers la
partie supérieure du canal avant d’étre rabattues sur la paroi car 1’action du buffer se fait plus en aval.
Cette géométrie provoque aussi des problémes de remplissage du cytomeétre en facilitant la génération

de bulles d’air dans la zone de focalisation cellulaire.

C’est pourquoi nous avons décidé de d’optimiser cette géomeétrie en privilégiant une jonction
ou la branche du buffer fusionne progressivement avec a la branche d’injection des cellules. Plusieurs
géomeétries ont été étudiées. Pour chacune, le type de bifurcation choisi est celui ou la somme des
surfaces des sections des deux canaux est égale a la surface du canal principal qui en résulte. Les

différents embranchements se caractérisent par un angle d’inclinaison a différent. Nous avons considéré

pour cet angle les valeurs suivantes 15°, 30°, 45°, 60° et 90° [7].

Figure 111.15 : Coupe XY & mi-hauteur de canal de la simulation calculant la vitesse d’écoulement fluidique dans
la zone d’injection cellulaire en fonction de I’angle d’inclinaison. (A) a =15°; (B) a =30°; (C) a=45°; (D) a =
60°; (E) o= 90°. L’échelle des couleurs correspond a la vitesse d’écoulement du fluide (m/s) et les lignes roses
représentent la trajectoire des cellules.
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

L’écoulement du fluide en fonction de 1’angle d’inclinaison de I’embranchement a ét¢ simulé
numériquement a I’aide de COMSOL Multiphysics (Figure II1.15). La coupe est faite a 1’altitude z =
50um, soit & la moitié de la hauteur du canal principal. Nous avons choisi d’incliner le canal du buffer
afin de conserver la trajectoire des cellules dans une direction identique a celle du canal principal. Les
mémes pressions d’entrée pour le buffer et la suspension de cellules sont utilisées dans chaque cas, a
savoir 150 Pa et 100 Pa respectivement. Le gradient de couleurs indigue la vitesse du flux. On constate
que pour un angle de 90°, il y a de nouveau une zone de non-circulation/ralentissement du fluide au
niveau de I’intersection. En revanche plus I’angle a diminue, plus cette zone tend a disparaitre. De plus,
il semblerait que quel que soit ’angle d’inclinaison, la largeur de la zone de focalisation des cellules
dans le canal principal ne change pas. Les paramétres & prendre en compte sont la bonne circulation des
fluides a leur rencontre afin de faciliter le remplissage du cytométre DEP sans création de bulles d’air
et sans perturber la reproductibilité d’injection des cellules dans la zone de tri, ainsi que la distance pour
que s’établisse un écoulement stable dans le canal principal. Il semble donc judicieux de privilégier un

angle inférieur a minima a 60°.

Elisa Lambert | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022 167

Licence CC BY-NC-ND 3.0 . - . . ' I



Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence

pour le tri cellulaire en flux
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Figure 111.16 : Profil de vitesse dans la largeur du canal principal calculé a mi-hauteur et a différentes distances
selon x de I’embranchement des deux canaux d’entrée pour chaque valeur d’angle d’inclinaison. (A) a =15°; (B)

@=130°;(C)a=45°; (D) a=60°; (E) o= 90°.

La distance minimale pour que s’établisse un écoulement stabilis¢ du fluide dans le canal

principal aprés I’intersection peut étre déterminée a partir des profils de vitesse présentés dans la Figure

I11.16. Les profils sont prédits a partir de la simulation 2D des canaux de la Figure 111.15. Bien qu’une

modélisation 2D de réseaux microfluidiques ne permette pas de prendre en compte le profil parabolique

de la vitesse dans la hauteur du canal, cela limite les temps de calcul et nous garantit une meilleure

précision corrélée a la possibilité d’utiliser un maillage plus fin.
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

Les profils de vitesse sont calculés a une distance respectivement de 500um, 750um, 1mm,
1,25mm, 1,5mm, 2mm et 4,5mm de la jonction entre les deux canaux d’entrée. La derniére distance
(4,5mm) est choisie comme référence afin de s’assurer que 1’écoulement se soit déja stabilisé¢ en amont.
Siune des paraboles est décalée par rapport a celle de 4,5mm, alors I’écoulement n’est pas encore stable.
Pour un angle d’inclinaison de 15°, le flux est établi & minima dés 750um apres I’embranchement. Pour
un angle de 30°, 45°, 60° et 90°, le flux est stabilisé respectivement des 1mm, 1,25mm, 1,25mm et

1,5mm aprés 1’embranchement.

La distance de stabilisation du flux dans le canal principal la plus courte est obtenu pour un
angle de 15° ; ¢’est donc celui-ci qui sera choisi pour réaliser la jonction de focalisation des cellules de
notre cytometre.

B / I x102 (m/s)
%\
2,5

Cellules 0

Figure 111.17 : Coupe XY a mi-hauteur de canal de la simulation calculant la vitesse d’écoulement fluidique dans
la zone d’injection cellulaire avec un angle d’inclinaison o = 15° pour différentes pressions a 1’entrée du buffer
(A) Pousrer < Peettute 3 (B) Pouster = Peettute 3 (C) Poutrer > Peenule- L’ échelle des couleurs correspond a la vitesse
d’écoulement du fluide (m/s) et les lignes roses représentent la trajectoire des cellules.

La Figure 111.17 présente une coupe dans le plan XY & mi-hauteur du canal permettant
d’observer la distribution de vitesse du fluide s’écoulant dans la zone de focalisation pour un angle
d’inclinaison de 15° lorsque la pression a I’entrée du buffer varie. Grace au tracé des trajectoires des
cellules, on peut observer ’efficacité de la focalisation effectuée par le buffer. Lorsque Pyytter < Peellule
(Figure 11.17A), les cellules se situent sur toute la largeur du canal principal et la pression exercée par
le buffer n’est pas assez forte pour empécher une défocalisation des cellules. Lorsque Ppyfter = Peellule
(Figure 111.17B), le fluide provenant du buffer permet de maintenir les cellules dans une zone a peu prés
aussi large que leur canal d’injection. Lorsque Pyyfrer > Peenute (Figure 11.17C), le buffer joue son réle

de focaliseur en venant plaquer les cellules contre la paroi du canal principal. Ainsi, avec un équilibre
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

des pressions bien trouvé, il semble méme possible de pincer I’injection de cellules de telle sorte qu’elles

arrivent une par une au niveau des électrodes de tri.

Cependant, nous devrions faire en sorte que les cellules n’arrivent pas contre la paroi extérieure
du canal microfluidique ou que le buffer les plaque contre cette paroi car la vitesse d’écoulement y est
trés faible et le champ électrique induit par les électrodes n’est pas suffisamment homogéne. Pour ce
faire, une approche consiste a réaliser une double focalisation grace a un second canal de buffer venant
pincer les cellules mais avec un offset Y’ (Figure III1.18A). Néanmoins, cette approche nous raménerait
a implémenter trois entrées indépendantes et donc pourrait entrainer des difficultés supplémentaires pour
trouver les bons équilibres entre les 3 pressions d’injection afin de contrdler et d’ajuster en temps réel

I’écoulement fluidique souhaitable.

w
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Figure 111.18 : (A) Vue du dessus d’une jonction de flow focusing asymétrique, avec Qi Q1 Q2 respectivement les
débits des cellules, du buffer préleve, du buffer aprés prélévement [16]. (B) Graphique du ratio de débit prélevé
en fonction de 1’offset du focus souhaité.

Aoki et al [12] ont utilisé un systéme auto-focalisation original qui préléve une partie du liquide
du canal principal puis le réinjecte en aval pour focaliser le flux (Figure 111.19A). Sur un principe
similaire, il nous est possible de prélever une portion du liquide venant du canal du buffer pour le
réinjecter dans le canal des cellules en amont de la jonction de focalisation du canal principal. Cela
permettrait de décoller les cellules de la paroi extérieure tout en ayant seulement deux pressions d’entrée
a gérer. Pour choisir la largeur appropriée pour le canal latéral qui viendra prélever une portion de fluide

buffer, il faut considérer le lien entre I’offset de la focalisation désirée et le pourcentage de fluide prélevé
[16] :

Y Q1 Y’ 'd
— = ——— avec y'=3—-2 (—)2 (111.22)
Wo Y (Qi+Qo) Wo Wo
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

On obtient alors ;

I\ 2 I\3
G _ (& YN (X
2= (Qo + 1) x [3 (W) 2 (W) ] (111.22)
Avec Y’ D’offset de la focalisation, w, la largeur du canal principal (680 um), Q1 le débit prélevé du
buffer, Qo le débit total du buffer (Qo = Q1+Q2), Qi le débit des cellules.

Selon la position de I’offset de focalisation dans la largeur du canal principal, il est possible de
déterminer le pourcentage du débit du buffer a détourner et I’injecter dans le canal d’injection des
cellules. Dans notre cas, il serait judicieux de choisir un offset de 80 um pour étre certain que toutes les
cellules biologiques « voient » un champ électrique homogene bien établi et identique le long des
électrodes. Pour cela, il est nécessaire de prélever 8% du fluide provenant du buffer et le réinjecter pour
pousser les cellules de la paroi latérale droite du canal (Figure 111.18B).

Qo Q2 Qo
| G \ |
Vi

50

B
15}

Ratio Q1/QO (%)
2 &8

10

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Largeur du petit canal w (pm)

Figure 111.19 : Module de prélévement de débit du canal du buffer. (A) Vue 3D du point de branchement composé
du canal buffer et d'un canal en boucle fermée avec le schéma équivalent électrique. La région entrant dans le canal
latéral est colorée en gris [12]. (B) Vue du dessus, avec QO0, Q1 et Q2 respectivement débit du buffer, du canal

latéral et apreés le prélevement et w la largeur du canal de déviation. (C) Ratio de débit prélevé en fonction de la
largeur du canal w.
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

Maintenant que nous connaissons le débit a prélever, nous pouvons le relier a la largeur du canal
de déviation en prenant en compte que les résistances microfluidiques sont implémentées en paralléle
(Figure 111.19A) :

R
B &4 - K (111.23)
Qo Q1+ Q2 Ri+ Ry

Avec R; et R; les résistances microfluidiques respectivement du canal de déviation et du canal du buffer.

Les dimensions des sections des canaux utilisés seront indiquées par la suite dans le Tableau
[11.3. On peut en déduire du graphique de la Figure 111.19C que pour prélever 8% du fluide du buffer, il
faudrait une largeur de canal latéral de 50 um. La géométrie du module de focalisation avec le canal
latéral pour la réinjection du buffer est présentée Figure 111.20A. Les simulations COMSOL montrent

qu’on peut effectivement s’attendre a une certaine efficacité du module (Figure 111.20B).

A/

Figure 111.20 : Géométrie du module de focalisation (A) Géométrie ; (B) Coupe XY a mi-hauteur de canal de la
simulation calculant la vitesse d’écoulement fluidique dans la zone de focalisation cellulaire. L’échelle des
couleurs correspond a la vitesse d’écoulement du fluide (m/s) et les lignes roses représentent la trajectoire des
cellules.

111.1.2. Optimisation du module de collecte des cellules triées en sortie du canal principal
du cytométre

La deuxiéme optimisation que nous avons menée concerne la geométrie des différents canaux
que vont prendre les cellules une fois triées pour étre collectées en sortie du cytométre. En effet, il est
important de pouvoir récupérer les cellules séparées en sous-populations a la fin de chaque expérience
afin de pouvoir évaluer I’efficacité du tri en fonction des différents réglages possibles du cytomeétre
(fréquence et amplitude du signal DEP, vitesse des cellules...). Dans le prototype initial de Thomas
Provent (Figure 111.2), les sorties sont reliées entre elles, se limitant & une démonstration de concept

qualitative du principe de fonctionnement du module de tri (observation sous le microscope et comptage
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

par reconnaissance de formes des cellules déviées jusqu’a une sortic donnée). Par conséquent, cette
étape de collecte effective des cellules biologiques triées n’avait pas pu étre effectuée jusqu’a présent.
Dans cette partie, nous allons nous attacher a proposer une géométrie plus simple de ce module de
collecte, capable de récupérer les cellules séparées par le cytometre en deux sous-populations dans des

conteneurs (Eppendorfs) distincts.

e dufiun 2 10 s
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Largeur canal/4

3
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Figure 111.21 : Coupe XY a mi-hauteur de canal de la simulation calculant la vitesse d’écoulement fluidique au
niveau des sorties du cytometre électromagnétique congu par Thomas Provent. L’échelle des couleurs correspond
a la vitesse d’écoulement du fluide (m/s) et les lignes roses représentent la trajectoire des cellules.

Le cytométre électromagnétique développé au cours des travaux de thése de Thomas Provent
possédait quatre sorties qui étaient reliées entre elles au bout du microsystéme afin de n’avoir a gérer
qu’une seule contre-pression de sortie a I’aide d’un contréleur de flux. La Figure II1.21 présente une
coupe dans le plan XY permettant de visualiser le comportement du fluide lorsqu’il arrive au niveau de
I’embranchement des canaux de sortie. De méme que pour la zone de focalisation, on peut voir la
présence de zones de non-circulation fluidique (en bleu) au moment de la séparation du flux, source de

blocage des cellules si elles parviennent a ce niveau-la qui pourrait provoquer un bouchon.
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

x102 (m/s)

12

10

Largeur canal/2

Canal

principal =‘

0

Figure 111.22 : Coupe XY & mi-hauteur de canal de la simulation calculant la vitesse d’écoulement fluidique dans
le module de sortie du canal principal. L’échelle des couleurs correspond a la vitesse d’écoulement du fluide (m/s)
et les lignes roses représentent la trajectoire des cellules.

La Figure 111.22 représente une coupe dans le plan XY permettant de visualiser le comportement
de I’écoulement fluidique au niveau du module de sortie du cytométre : une jonction symétrique en Y a
3 voies. Pour ce type de jonction, en général dans la littérature I’angle de séparation  prend des valeurs
de 30°, 60° ou 90° [6]. Si I’on se réfere aux considérations faites lors du design du module de focalisation
des cellules, nous choisissons un angle de séparation minimal de 30°. De plus, nous avons choisi de
dimensionner la largeur des canaux de sortie comme la moitié de celle du canal principal. Comme on
peut le voir sur la Figure 111.22, les lignes des trajectoires des cellules respectent bien une équipartition
du fluide entre les deux sorties, ce qui devrait nous permettre de parfaitement conserver la séparation
des cellules qui aura été faite en amont. Donc, en optant pour ce design, on peut s’attendre a ce que
toutes les cellules localisées dans la moitié supérieure du canal soient récoltées dans la sortie n°2, alors
que celles localisées dans la moitié inférieure sortiront du cytomeétre via la sortie n°1. A présent, on peut
dessiner des ¢lectrodes de telle sorte que les cellules d’intérét soient séparées des autres cellules de la
population originelle pour étre déviees dans la partie supérieure du canal principal et par la suite

collectées a I’extrémité de la premiére sortie.
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

111.1.3. Géométrie finale du réseau fluidique du cytometre électromagnétique

En fonction des optimisations menées et des implémentations choisies pour les zones de
focalisation, de tri et de collectes des sous populations triées, la géométrie finale du réseau fluidique du

cytomeétre électromagnétique est présentée Figure 111.23.
() @—I= ﬁ
‘ 7
J 5 mm

Légende :

[C1 Canal buffer

[ canal latéral

M Canal cellules

[ canal principal

M Sortie n°1 (cellules non déviées)
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Figure 111.23 : Prototype du réseau microfluidique du cytométre électromagnétique. Chaque couleur indique la
fonction du canal. 1. Réservoir pour connexion du capillaire amenant le buffer ; 2. Réservoir pour de connexion
du capillaire amenant la suspension cellulaire ; 3. Réservoir pour de connexion du capillaire pour la récupération
des cellules non déviées ; 4. Réservoir pour de connexion du capillaire pour la récupération des cellules déviées.

Les angles d’inclinaison o de la zone de focalisation et de séparation B des sorties sont
respectivement de 15° et de 30°. Les voies d’entrée sont le buffer (canal bleu) et la suspension cellulaire
(canal violet). Les cellules sont ensuite focalisées en direction de la paroi du canal principal (en jaune)
puis triées par déviation DEP a I’autre extrémité de la largeur du canal et récupérées dans les sorties n°1
et 2. Les dimensions de chaque section de canal sont reportées dans le Tableau 111.3. Les résistances
microfluidiques ont été calculées avec le logiciel python avec la hauteur théorique de 100um. Les
vitesses d’écoulement visées doivent prendre en compte le fait de voir les cellules étre déviées en temps
réel. Sachant que la caméra Axiocam 105 color Zeiss prend 15 images par secondes et que notre champ
de vision pour un grandissement donné par le microscope nous permet d’observer au maximum environ
1,39 mm de distance dans la direction d’écoulement du flux, la vitesse maximale des cellules ne doit

pas dépasser les 21mm/s. Afin d’étre stir de pouvoir les observer, nous resterons dans des gammes de
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pour le tri cellulaire en flux

vitesses moyennes comprises entre Smm/s et 8mm/s. Le logiciel python nous permet d’estimer les
valeurs de pression en entrée de chague voie : environ 13 mbar (entrée des cellules) et 14 mbar (entrée
buffer) pour une vitesse moyenne de 5 mm/s dans le canal principal ; environ 20,8 mbar et 22,4 mbar
pour une vitesse moyenne de 8 mm/s. Le temps de collecte des cellules biologiques dans les sorties est
de I’ordre de la minute et dépend fortement de la longueur des capillaires utilisés (dans le logiciel, nous
avons considéré une valeur de 250 um de diametre interne pour une longueur de 30 cm). Le logiciel
nous donne les pressions a appliquer pour avoir des conditions expérimentales qui s’en rapprochent sans

tatonner dans toutes les directions.

Tableau I11.3 : Dimensions des canaux du cytomeétre électromagnétique

o Canaux de
Canal buffer ~ Canal latéral ~ Canal cellules  Canal principal .
sortie

Largeur 510 pm 50 um 170 um 680 um 340 pm

Hauteur 100 pm 100 pm 100 pm 100 pm 100 pm
Longueur 50,3 mm 12 mm 6,8 mm 5,5 mm 10,8 mm
Résistance 1,35 10%? 16,82 102 0,76 10* 0,11 10* 0,47 10*
théorique Pa.s.m? Pa.s.m? Pa.s.m? Pa.s.m Pa.s.m?

La largeur du canal d’injection des cellules est de 170 um pour éviter le blocage de 1I’écoulement
fluidique si des aggloméras de cellules venaient a se former en amont dans 1I’Eppendorf. Le canal n’est
pas trop large de fagon & avoir un module de focalisation efficace. Le canal principal est quant & lui
quatre fois plus large afin d’observer géométriquement une séparation importante des cellules. De plus,
comme décrit précédemment avec le type de bifurcation choisi, la somme des surfaces des sections des
canaux de la suspension cellulaire et du buffer est égale a la surface du canal principal. La largeur des
canaux de sortie est la moitié de celle du canal principal. Le canal du buffer et les sorties sont
particulierement longs afin que les résistances hydrauliques de ces portions, accumulées avec les autres
résistances du cytometre soient suffisamment importantes pour que les pressions d’entrée soient situées

dans les gammes stables du contréleur de flux.
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I11.2. Choix de la géométrie des électrodes de déviation

Le choix de la géométrie des électrodes utilisées pour la déviation des cellules sera abordé dans
cette partie. Le but est de dévier la sous-population des cellules souches cancéreuses de 1’ensemble de
la suspension cellulaire, par I’exploitation des signatures électromagnétiques précédemment obtenues
(cf Chapitre I1). 1l a été décidé de partir du modéle développé par Thomas Provent a savoir des électrodes

paralleles formant un angle avec le canal.

Comme nous 1’avons décrit, le cytometre électromagnétique va fonctionner majoritairement
dans le régime nDEP, c¢’est-a-dire en répulsion. La cellule biologique est soit fortement repoussée et
dirigée dans la sortie n°2, soit faiblement repoussée, et traverse la zone au-dessus des électrodes pour
étre collectée dans la sortie n°1. Les prototypes que nous avons congus se basent sur une ligne coplanaire
RF qui améne le signal DEP jusque dans le canal principal et forme un angle 6 avec celui-ci (Figure
I11.24A). Pendant le tri cellulaire, la cellule biologique aux abords des électrodes va étre soumise
principalement & deux forces qui sont en compétition : la force diélectrophorétique et la force de trainée.
Dans le canal microfluidique, le flux cellulaire est continu et la cellule va donc suivre la trajectoire du
flux de fluide. Lorsque la cellule arrive prés des €électrodes, elle entre sous I'influence de deux forces en
compétition : la force répulsive DEP et la force de trainée induite par le changement de vitesse de la
cellule Uy, liée a la vitesse Us du fluide s'écoulant dans le micro-canal. En effet, I'effet répulsif du champ
électrique induit une modification de la vitesse de la cellule alors que la vitesse du milieu de suspension
environnant dans lequel elle est immergée, reste la méme. La force de trainée existera jusqu'a ce que

cette différence de vitesse disparaisse. L’expression de la force de trainée est la suivante [9] :
Fp = 6mnur?(U; — U,) (111.19)

Avec [ la viscosité dynamique du fluide, r le rayon de la cellule et U, la vitesse de la cellule.
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux
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Figure 111.24 : Influence de I’angle 6 formé par les électrodes et la paroi du canal principale. (A) Description
géométrique des parameétres [1] ; (B) Impact de la tension appliquée aux électrodes sur le fem critique pour différents
angles 0 a une vitesse de flux fixée de 3,6 mm/s ; (C) Impact de la vitesse fluidique sur le fon critique pour différents
angles 0 a une tension fixée de 14 Vrms. Un diametre moyen de 12 um pour la cellule a été considéré pour les
deux graphiques.

Thomas Provent a démontré lors de sa thése que lorsque la cellule est déviée par les électrodes,
elle suit un mouvement rectiligne uniforme. En effet, cela réside dans le fait qu’il s’établit un équilibre
entre les forces DEP et de trainée. La modification du vecteur vitesse de la cellule initiée par la force
DEP entraine une déviation de sa trajectoire d'un angle o par rapport a la direction du fluide (Fig

[11.24A). Les projections de 1’égalité entre les forces sur I'axe x et I'axe donnent les équations suivantes:

{—Znsm * Re[fem] * 73 % V|Egys| * sin(0) = 6mur  (Us — U, cos a) 11.20)
I1.

21E, * Re[fom] * 3 % V|Egys| * cos(8) = 6mur * Uy sina

ou a est I'angle de déviation de la trajectoire de la cellule. Le systéme d'équation résultant (111.21) permet

de déterminer la vitesse d'une cellule présentant un rayon r donné et un facteur CM :

em*Relfem]*r%+V|Efp|*sin(8)

3u
em*Relfem]*r?+V|Efps[*cos(6)
3u

Up cosa = Uf +
(111.21)

Upsmaz —

Dans notre cas, la cellule sera efficacement déviée pour un angle de déviation minimum
amin= 0, qui assurera la répulsion en continue de la cellule le long des électrodes pendant que le fluide

I'entraine dans le microcanal. Ainsi, en divisant les deux équations l'une par l'autre, nous pouvons
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

calculer un facteur CM « critique » qui représente la valeur minimale Re[fcm] que doit posséder une

cellule biologique capable de suivre la pente des électrodes et d'étre suffisamment déviée :

fc _ _ 3uUy sin ()
cm 2, V|E?|

(111.20)

Le fen critique ne dépend pas de la fréquence du signal appliqué mais de la géométrie des
électrodes, de la vitesse du flux et de I’intensité du gradient de champ. Lorsque la valeur absolue du fem
d’une cellule biologique est supérieure a la valeur absolue du facteur CM critique, cette derniére est
déviée (zone verte de la Figure 111.24), sinon elle traverse les électrodes. Dans la Figure 111.24, nous
avons pris 1’exemple de tracer ces zones pour un angle 6 = 50°. D’aprés la formule (I11.20), il y a
plusieurs parameétres a prendre en compte pour la déviation des cellules. En effet, plus I’angle 6 est
important, plus la valeur absolue du facteur f¢.n est élevée et donc plus il devient difficile de suivre la
pente des électrodes. De plus, le facteur critique dépend également du gradient de champ, qui
expérimentalement peut étre ajusté en modifiant la tension aux bornes des électrodes (Figure 111.24B).
Notons que le lien entre la tension appliquée et le gradient du champ a été déterminé a partir des
maximums de gradient de champs simulés sous COMSOL pour un gap inter-électrodes de 30 pum, une

épaisseur de 600 nm et a une hauteur de 15 um dans le canal microfluidique :
VE?=V?2.1%x1013m™?! (111.21)

Plus la tension augmente, plus le f°.n diminue en valeur absolue et il devient plus facile aux
cellules de suivre la pente car ¢’est la force DEP qui est la plus importante comparée a la force fluidique.
Au contraire, lorsque la vitesse du fluide augmente pour une tension donnée (Figure 111.24C), le facteur
de Clausius-Mossotti critique augmente en valeur absolue car la force fluidique devient supérieure a la

force DEP et les cellules peuvent plus facilement traverser les électrodes.

Dans le choix de la valeur de ’angle de la pente, il faut prendre en compte le fait qu’en nDEP, le
facteur de Clausius-Mossotti est plus faible dans le régime UHF qu’en basse fréquence (cf Chapitre 1
Figure 1.22). Or, pour nous laisser une marge de manceuvre avec les parametres que nous pouvons
contrdler, ¢’est-a-dire 1’intensité du champ électrique et la vitesse du flux, il serait judicieux de choisir
un angle 0 faible égal a 10°. Ainsi, avec un angle plus faible, il nous est possible d’augmenter la vitesse
de tri des cellules sans pour autant étre limité par 1’intensité maximale de champ délivrée par le

générateur RF.
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pour le tri cellulaire en flux
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Figure 111.25 : Simulation électrique des électrodes polarisées pour le tri cellulaire. (A) Géométrie des électrodes
dans le canal principal avec un angle 8 = 10°, un gap inter-électrode de 30um, une largeur de I’¢électrode signal et
de la masse respectivement de 30um et 100um ; (B) Simulation du champ électrique généré par une tension de
5V entre les électrodes ; (C) Simulation du gradient de champ V|E? dans les mémes conditions.

La géométrie des électrodes est présentée sur la Figure I11.25A avec un angle 6 de 10° et un gap
inter-électrode de 30 um. En contrepartie, une électrode aussi peu inclinée impose une plus grande
longueur du canal principal. De plus, aprés la partie oblique, les électrodes sont paralléles a la paroi afin
de conduire les cellules déviées jusqu’a la sortie n°2. En effet, en cas de 1éger déséquilibre de pression
entre les deux sorties, les électrodes pourront continuer de guider les cellules. La simulation du champ
électrique (Figure II1.13B) montre qu’il est plus intense entre les électrodes et sur les bords de ces
derniéres. Cela résulte en un gradient de champ (Figure 111.13C) maximal sur les bords internes des
électrodes. Alors, les cellules présentant un fem supérieur au f€cm du cytométre en valeur absolue seront
repoussées par le maximum de gradient et entrainées par le fluide, leur nouvelle trajectoire suivra la
pente des électrodes. Cependant, on peut remarquer qu’a ’endroit ou les électrodes pénétrent dans le
canal principal, le champ €lectrique n’est pas encore homogene et le gradient n’est pas encore établi, ce
qui risque de perturber localement le tri cellulaire. Ceci est en fait dd a la discontinuité diélectrique liée
au changement abrupt de permittivité diélectrique entre les murs de PDMS délimitant le canal (&= 3)
et le fluide circulant dans le canal (er = 80). Cette problématique a été considérée et prise en compte lors
de la conception du réseau microfluidique. Le canal latéral du buffer empéchera les cellules d’arriver

trop prét de la paroi du canal principal, afin d’étre déviées correctement par le signal DEP.
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pour le tri cellulaire en flux

111.3. Procédé de fabrication du cytometre électromagnétique

La suspension cellulaire a trier va circuler dans les canaux microfluidiques fabriqués dans une
piéce de polydiméthylsiloxane (PDMS). Elle servira aussi de capot pour le substrat sur lequel seront
réalisées les électrodes. Les canaux seront moulés dans du PDMS a I’aide d’une empreinte réalisée dans
une double couche de films secs (polymére photosensible) laminés sur un substrat de silicium. Le motif
électrode du cytometre est quant a lui, réalisé sur un substrat de silicium haute résistivité par la technique
de lift-off aprés une photolithographie UV par écriture directe laser dans une couche de résine étalée a

la tournette.

111.3.1. Test de la photolithographie par écriture laser afin de connaitre les doses et la
vitesse d’écriture optimale

La méthode de la photolithographie repose sur la photosensibilité aux longueurs d’onde UV
365-405nm d’une résine polymére au préalablement déposée sur notre substrat soit par « spin coating »
soit par lamination lorsqu’elle est conditionnée sous la forme d’un film sec. La surface de cette dernicre
est insolée partiellement, la plupart du temps au travers d’un masque qui est une plaque de verre avec
des zones chromées et opaques définissant ainsi les motifs que 1’on souhaite reproduire sur le substrat.
En fonction de la quantité de lumiere absorbée, les résines photosensibles voient leur solubilité dans une

solution de développement appropriée évoluer.

Pour la technique conventionnelle de photolithographie, on utilise un masque sur lequel sont
dessinés au préalable les motifs que I’on souhaite transférer sur notre substrat. Cette approche est
particuliérement intéressante, lors d’une utilisation fréquente des mémes motifs car les UV insolent toute
la surface du substrat en une fois, nécessitant pas plus de quelques minutes de mises en ceuvre
(alignement et exposition inclus). Néanmoins, I’exposition au travers de masque souffre d’un manque
de définition lors de I’utilisation des résines épaisses de plusieurs microns. Ce manque de précision est
lié aux problématiques de diffraction sur les bords des zones chromées des motifs du masque et de
réflexion sur la surface des substrats dont les effets sont d’autant plus visibles pour des distances
importantes de séparation substrat-masque. A contrario, la lithographie laser par écriture directe, ne
nécessite pas de recours & un masque et met a profit un spot laser qui éclaire toujours parfaitement a la
perpendiculaire le polymere. Elle permet une souplesse dans les motifs a écrire, ajustables a fagon en

modifiant le fichier numérique de pilotage du balayage du faisceau laser, évitant la réalisation couteuse

Elisa Lambert | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022 181

Licence CC BY-NC-ND 3.0 ' - . . ' I



Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

de plusieurs masques. Pour réaliser nos étapes de photolithographie, nous avons utilisé la machine

d’écriture directe Dilase 650 de la société Kloé.

Pour réaliser nos canaux, les motifs souhaités sont dessinés grace au logiciel ADS (Advance
Design System) et exportés sous format gds. Dés lors, le fichier peut étre traduit en fichier de balayage
pour I’écriture laser et définir des zones de remplissage (zones ou le faisceau va faire un balayage continu
d’aller-retours pour irradier toute une surface donnée). En effet, il est possible d’utiliser un spot laser de
diamétre 1pum ou 10um et de longueur d’onde de 375nm, qui peut balayer la surface de la résine,
horizontalement ou verticalement ou obliquement selon I’option choisie et insoler la résine seulement
dans les zones définies. Pour balayer la surface, un taux de chevauchement entre deux passages adjacents
du laser de 50% a été choisi pour garantir une bonne uniformité d’exposition. Par ailleurs, plusieurs
paramétres sont a considérer comme la modulation du laser (intensité lumineuse du spot), la vitesse
d’écriture (temps passé a irradier un point donné) et la focalisation du laser (densité d’énergie concentrée

en un point donng).

Spot LASER défocalisé

L e
Figure 111.26 : Impacts du spot LASER de 10um de diamétre de I’appareil de lithographie dans le cas ou il est
défocalisé (en haut & gauche) et focalisé (en bas a droite)

Comme le faisceau laser est gaussien, il est nécessaire de focaliser le maximum d’intensité dans
1’épaisseur totale de la résine afin qu’elle soit irradiée sur toute son épaisseur de maniére homogéne. En
effet, sur la Figure II1.26, on peut voir I’impact du laser sur la résine. Ici la résine utilisée est un film sec

DF1050 d’épaisseur S0um. Lorsque le spot laser n’est pas focalisé, on constate que la résine n’est pas
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irradiée de maniére égale et des strates peuvent étre observées, suggérant que les futurs murs des canaux

microfluidiques ne seraient pas droits dans le plan vertical.

Une fois le laser bien focalisé sur la résine, il reste deux paramétres a déterminer : la modulation
(intensité) du laser qui est exprimeée en % de sa puissance maximale et la vitesse d’écriture (de balayage)
qui est exprimée en mm/s. Cette derniére peut étre ajustée entre 1 mm/s a 50 mm/s. Cependant, 1’intérét
de la lithographie laser réside en la possibilité de fabriquer rapidement des prototypes de cytomeétres
pour aussit6t valider expérimentalement la géométrie choisie et dans le cas contraire, ajuster le fichier
gds et réutiliser la lithographie laser pour intégrer les améliorations de design apportées. Par conséquent,
il semble judicieux de ne pas utiliser une vitesse d’écriture trop faible, pour que I’impression soit plus
rapide. Il faut savoir que les paramétres modulation/vitesse sont liés car si la vitesse d’écriture est faible
alors la résine voit pendant plus longtemps le spot laser et donc recoit une plus grande intensité

lumineuse.

A/ Résine surexposée B/ Résine exposée correctement C/ Résine sous-exposée

Figure 111.27 : Monocouche de film sec DF1050 exposé a différentes doses de modulation laser. (A) La résine a
recu une trop forte dose et a été surexposée ; (B) la résine a recu une dose correcte de radiation ; (C) la résine n’a
pas regu assez de lumiére et est sous-exposée.

La Figure II1.27 présente les résultats de tests d’écriture d’une couche du film sec DF1050 sur
laquelle le motif des lettres XLI1M a été écrit avec un spot laser de 10 um. Sur la premiére image (Figure
I1.27A), la modulation laser est de 80% pour une vitesse d’écriture de 20 mm/s. On peut voir que la
résine a trop intensément irradi¢ et a méme brilé sous 1’action du laser. Il a donc été décidé de placer
un filtre sur le chemin optique du laser ne laissant passer que 10% de I’intensité du laser afin de
I’atténuer. Sur la deuxiéme photo (Figure II1.27B), la modulation laser est de 60% (+ filtre de
transmission 10%) pour une vitesse d’écriture de 40mm/s. Cette exposition est correcte, car on peut voir
les bords parfaitement définis (droits et traits fins) des motifs. Sur la troisieme image (Figure 111.27C),
la modulation laser est de 20% (+filtre 10%) pour une vitesse d’écriture de 50mm/s. On constate que la

résine n’a pas recu une dose de radiation suffisante ne permettant pas un développement correct des
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motifs. Plusieurs essais ont été effectués afin d’optimiser les parameétres. Néanmoins, les valeurs
optimales se sont révélées valables que pour un type de résine et une épaisseur donnée, si cela change,

il faudra réoptimiser les paramétres de modulation et de vitesse d’écriture.

Comme évoqué précédemment, le systéme de pressage du tampon de PDMS peut réduire
artificiellement la hauteur des canaux microfluidiques et ainsi entraver la libre circulation des cellules
dans le réseau fluidique. Lorsque 1’on double 1’épaisseur du film sec DF1050 pour réaliser des canaux
de hauteur 100 um, les valeurs des paramétres de lithographie laser sont : modulation a 18% sans filtre

et vitesse d’écriture a 30mm/s.

111.3.2. Réalisation du tampon en PDMS

Nous avons décidé de mouler les canaux microfluidiques dans le PDMS dont la Figure 111.28
décrit les différentes étapes du procédé.

Dans un premier temps, il est nécessaire de réaliser le moule dans lequel le PDMS sera coulé
pour obtenir I’empreinte du réseau microfluidique. La premiére étape consiste & laminer du film sec sur
un substrat de silicium. En premier lieu, un promoteur d’adhérence est déposé a la tournette. Puis le
substrat est chauffé a 100°C pendant 1 minute. Les rouleaux de la lamineuse sont chauffés a 100°C. Un
premier film est découpé a la taille du substrat, puis plaqué sur le silicium, tous deux insérés entre les
rouleaux chauffants de la lamineuse. Pour le deuxiéme film de polymere, on suit la méme procédure si

ce n’est que la température des rouleaux est abaissée a 65°C.
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Figure 111.28 : Schéma des différentes étapes de la fabrication des canaux microfluidiques moulés dans le PDMS

La deuxiéme étape est I’écriture laser avec une modulation de 18% sans filtre, et une vitesse

d’écriture de 30mm/s. Comme la résine utilisée est négative, seules les zones non exposées aux

radiations lumineuses disparaissent lors du développement. Pour créer le moule pour le PDMS, ce sont

donc les motifs des canaux qui sont éclairés, et donc vont rester sur le substrat de silicium. Aprés

exposition aux UV, le substrat subit une cuisson post-exposure bake (PEB) a la plaque chauffante avec

une rampe de température par palier en partant de 65°C jusqu’a 100°C et cela pendant 12 minutes.

Ensuite, le substrat est plongé dans deux bains successifs de cyclohexane pendant 6 minutes chacun

pour réaliser le développement de la double couche de films. La derniére étape consiste en une derniére

cuisson hard bake a 150°C sur une plaque chauffante pendant 1 heure pour augmenter 1’adhésion de la

double couche de film au substrat.

La solution visqueuse de PDMS est fabriquée a partir du mélange entre le monomeére (Silgard

184) et un agent réticulant sous forme liquide avec le ratio 10:1. Puis le PDMS est dégazé sous vide, et

versé délicatement sur le substrat de silicium avec I’empreinte des canaux qui a été disposé dans une

capsule en aluminium. Le tout est placé dans une étuve a 75°C pendant 2 heures pour permettre au

PDMS de réticuler et prendre sa forme solide. A la fin, le tampon de PDMS est décollé de la surface du

moule, puis perforé au niveau des réservoirs pour les entrées des cellules, du buffer et des deux sorties,

afin d’y connecter les capillaires faisant circuler le liquide des Eppendorfs jusqu’a la puce

microfluidique.
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Une fois le réseau microfluidique du cytométre imprimé dans le tampon PDMS, ce dernier est
pressé mécaniquement au substrat de silicium (Figure 111.29) sur lequel les électrodes utilisées pour

dévier les cellules d’intérét par diélectrophorese répulsive ont été fabriquées.

Objectif de microscope

Support
métallique

mu
Puce du cytométre DEP

Figure 111.29 : Support de pressage du PDMS sur la puce du cytométre DEP

111.3.3. Fabrication des électrodes

La Figure 111.30 décrit les différentes étapes du procédé de fabrication de la ligne CPW de

I’électrode de déviation.

1/ Lithographie laser Sean surx
; Scan sury
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Figure 111.30 : Procédé de fabrication de 1’électrode du cytométre électromagnétique (Les épaisseurs dessinées ne
sont pas a 1’échelle)

La premiére étape consiste a déposer sur un wafer de silicium haute résistivité recouvert d’une
couche d’oxide de silicium d’épaisseur 1 pm, une couche de résine sacrificielle SPR 220, qui est une

résine positive, ¢’est-a-dire que les zones exposées aux UV deviendront solubles dans un développeur.
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Les motifs sont écrits avec une vitesse de 20 mm/s, une modulation laser de 40% et un filtre de 10%.
Ensuite, la résine est plongée dans le développeur dilué de ratio volumique 1:3 dans I’eau déionisée,

pendant 5 & 6 minutes sans agitation pour révéler les motifs.

La seconde étape concerne la métallisation des électrodes. La technique précédemment utilisée
par Thomas Provent était 1’électrolyse, qui permet la croissance rapide en couche épaisse du métal.
Cependant, il semblerait que la surface métallisée résultante présentait une rugosité de surface non
négligeable favorisant ainsi 1’adhésion des cellules sur les électrodes et pouvant ainsi perturber le tri
cellulaire. Lors de nos travaux, la partie électrique est réalisée par évaporation uniquement grace a un
dép6t sous ultravide au canon a électrons. Cette méthode permet une métallisation en couche mince,
permettant d’obtenir une surface plus uniforme. La premicre couche déposée est le titane (Ti) de 10 nm
d’épaisseur qui est une phase d’accroche pour le métal suivant : le cuivre (Cu), monté a une épaisseur
de 500 nm. Puis une couche d’or (Au) qui est non oxydable et biocompatible, est déposée sur une
épaisseur de 50 nm, enfin un dernier dépdt de titane de 15 nm termine la constitution de I'électrode pour
favoriser une meilleure adhérence sur les électrodes du tampon de PDMS qui va constituer les bords des

canaux microfluidiques, et limiter les risques de fuites.

En derniére étape, le lift-off permet de retirer la couche sacrificielle de résine. Cette derniére se
décolle du wafer dans un bain d’acétone avec ultrasons, laissant ainsi apparaitre les ¢électrodes du

cytometre (Figure 111.31).

Zone sous le canal microfluidique {

Zone sous le tampon de PDMS —<

Prise de contact avec la sonde RF

Figure 111.31 : Photo de la ligne CPW pour la déviation cellulaire avec un gap inter-électrodes de 30 um
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux
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Figure 111.32 : Focus sur la partie tri du cytométre électromagnétique, le tampon de PDMS est posé et aligné sur
les électrodes de tri (A) Principe du tri de notre cytometre DEP (B) Visuel du prototype fabrique.

Avec une fréquence f; de tri adéquate, on s’attend a ce que les cellules cancéreuses différenciées
(en rouge) réagissent faiblement a la force DEP, traversent les électrodes et soient entrainées par le fluide
vers la sortie basse. Quant aux cellules souches cancéreuses (en vert), elles devraient étre déviées par le

champ électrique en suivant la pente des électrodes et devraient donc étre récupérées dans la sortie haute.

IV. Mise en ceuvre expérimentale du cytométre en flux

Dans cette partie, nous allons présenter les résultats expérimentaux obtenus a partir de ce
nouveau prototype de cytometre électromagnétique. Pour ce faire, nous allons en premier lieu valider
la géométrie du réseau microfluidique et en particulier le module de focalisation cellulaire. Puis, avec
une population de SW620 NM, nous pourrons confirmer une premiere étape de déviation et de
récupération de cellules en sortie du cytométre. Enfin, une premiére preuve de concept de séparation sur
un critére de fréquence de tri sera présentée. L’objectif est de trier la sous-population des CSCs des
autres cellules cancéreuses différenciées en se basant sur la discrimination des signatures
¢électromagnétiques. C’est pourquoi nous utiliserons la lignée cellulaire SW620 qui posséde des gammes

de fréquences de transition disjointes entre cellules différenciées et cellules souches (cf Chapitre I1).
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Chapitre 111. Développement d’un cytométre électromagnétique basé sur la diélectrophorése Ultra Haute Fréquence
pour le tri cellulaire en flux

IV.1. Validation de Pefficacité du module de focalisation microfluidique

Tout d’abord, nous allons tester sans les électrodes de déviation, le réseau microfluidique
complet du cytométre que nous avons optimisé. Nous utilisons une suspension trés concentrée de levures
de petites tailles afin de valider visuellement 1’efficacité du module de focalisation microfluidique et la
stabilit¢ du flux. L’usage de levures favorise 1’obtention de suspension particulaire dotée d’un fort

contraste optique pour avoir une meilleure vue d’ensemble des phénomeénes fluidiques.

A cet effet, les levures sont concentrées a 34 millions de levures par mL dans du milieu DEP.
Elles sont injectées par 1’entrée des cellules, tandis que du milieu DEP dépourvu de particules est injecté
dans I’entrée du buffer. La pression pour I’entrée du canal d’injection des levures est fixée a 20 mbar,
et la pression du buffer varie de 2