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Résumé

Cet article présente l'optimisation de la sensibilité
d'un biocapteur hyperfréquence dédié a l'analyse d'une
cellule biologique unique vivante de 40 MHz a 40 GHz,
directement dans son milieu de culture. Afin d'améliorer
la sensibilité du capteur, différentes coupures capacitives
(Sum et 10um) situées au centre du biocapteur ont été
évaluées avec différentes tailles de billes de polystyréne
(10um et 20um). Les meilleurs contrastes capacitif et
conductif ont été atteints pour une coupure de 5 um. Ce
capteur a ensuite été évalué pour la mesure de cellules
biologiques individuelles et vivantes, directement dans
leur milieu de culture. Des contrastes capacitif et
conductif de 0,4 fF a 5 GHz et 85 uS a 40 GHz, et des
écarts-types  associés estimés a 7% et 14%
respectivement ont été obtenus.

1. Introduction

L’analyse cellulaire est actuellement basée sur des
méthodes de détection optique. Microscopie et
cytométrie en flux impliquent des techniques de
coloration ou fluorescence trés efficace notamment en
termes de précision et spécificité. Elles sont néanmoins
consommatrice en temps de manipulation, cotiteuses et
peuvent étre invasives vis a vis des cellules [1].

Parmi les techniques d'analyse  cellulaires
complémentaires  [2], l’utilisation = des  ondes
¢électromagnétiques présente des avantages importants.
La spectroscopie diélectrique hyperfréquence est
particuliérement attractive en raison des atouts suivants
[3]: non-invasivité pour les cellules, sans-contact, non
destructrice et non-ionisante. Elle est également
miniature et compatible avec les applications de
laboratoire sur puce [3]-[5]. Les cellules peuvent
également étre analysées directement dans leur milieu de
culture pendant des processus biologiques [6]. La
spectroscopie diélectrique hyperfréquence constitue donc
un candidat prometteur pour l'analyse cellulaire non-
invasive en temps réel.

Les communautés biologistes et médicales réalisent
leurs investigations aussi bien aux niveaux de population
de cellules que de cellules individuelles [7]. Jusqu'a
présent, la technique de détection hyperfréquence a été
développée principalement au niveau de population de
cellules [3], [8]-[9] et plus récemment au niveau de la

cellule unique avec une architecture interférométrique
hyperfréquence [10], ou en large bande avec une
topologie capacitive de 40 MHz a 40 GHz [11].

Cet article porte sur la topologie capacitive adaptée a
l'analyse large bande de cellule biologique unique par
spectroscopie  diélectrique  hyperfréquence et se
concentre sur l'optimisation de la sensibilit¢ du
biocapteur et la répétabilité des mesures.

2. Architecture du biocapteur et Micro-
fabrication

Le dispositif développé pour effectuer la
spectroscopie diélectrique hyperfréquence d'une cellule
biologique unique est présenté sur la figure. 1. I
comporte un guide d'onde coplanaire avec une coupure
capacitive au centre. Le canal micro-fluidique placé
perpendiculairement au dessus, inclut un piége
mécanique en son centre. Celui-ci est utilisé pour
immobiliser précisément une cellule juste au-dessus de la
coupure capacitive, ou les champs électromagnétiques

sont focalisés. Le mécanisme de piegeage
hydrodynamique est présenté sur la figure. 2.
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Figure 1. Modéle 3D du dispositif sur HFSS, la cellule
biologique simulée est indiquée en rouge.

Figure 2.  Principe du mécanisme de

hydrodynamique.

piégeage
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Etant donné l'interstice (de quelques micrometres
d'épaisseur) existant entre le bloqueur et le substrat
comportant le guide d'onde coplanaire, les cellules
arrivant face au bloqueur sont dirigées par force
hydrodynamique au niveau de l'interstice, au bas du
bloqueur. La premiére cellule arrivée empéche alors tout
flux de liquide sous le bloqueur, ce qui permet de dévier
tout autre cellule arrivant ultérieurement au niveau du
bloqueur, tout en assurant le blocage constant de la
cellule. La figure 3 présente une photographie agrandie
du piége avec une bille de polystyréne bloquée a
l'intérieur. En raison du liquide dans le canal, il n'est pas
possible de visualiser clairement a la fois la bille bloquée
et la métallisation du capteur. Le guide d'onde est réalisé
avec une couche d'or d'épaisseur 0.3 um, alors que le
picge et le canal micro-fluidique sont constitu¢s de SU-8,
polymérisé aprés photolithographie.

Figure 3. Photographie d'une seule bille bloquée dans le

piége, située au-dessus du gap capacitif

Plusieurs architectures de biocapteurs ont été
fabriquées. Les tailles de la coupure capacitive et du
picge ont ét¢ modifiées afin d'optimiser le capteur en
termes de sensibilit¢ de détection et d'efficacité de
piégeage. Cet article se concentre sur l'étude de la
sensibilité et de la répétabilité des mesures micro-ondes.

Des largeurs de gap capacitif de 5 et 10 pm ont été
définies et évalués en raison du diametre moyen de 15
um des cellules biologiques ciblées.

3. Validation des simulations
électromagnétiques avec les mesures
pour des microspheres de polystyréne

Pour évaluer les performances du biocapteur, des
simulations électromagnétiques ont été effectuées avec le
logiciel HFSS® & l'aide de microsphéres en polystyréne.
Elles présentent l'avantage d'étre un modele simple avec
des valeurs de permittivité et de conductivité constantes
par rapport aux cellules biologiques. Le biocapteur a
également été caractérisé lorsque chargé avec des
microsphéres de polystyréne dans de l'eau dé-ionisée
(eau DI) ainsi qu'avec le milieu liquide hote seul. Une
procédure de ‘de-embedding’ est alors appliquée sur les
parameétres S mesurés (en réflexion et transmission) de
40 MHz a 40GHz, afin déliminer I'impact des lignes
d'acces et des parois fluidiques. Le composant peut alors
étre modélisé par une capacité et une conductance. Cje
et Gpiye correspondent respectivement aux capacité et
conductance lorsque le composant est chargé par une
bille, tandis que C mitieu hote €t G mitieu hote SONt relatives a la
mesure avec milieu hote seul [11].

Pour distinguer la contribution des microsphéres de
polystyrene dans le liquide environnant, le contraste

capacitif de la bille par rapport au milieu d'hote est
calculé avec I'équation 1 :

AC=Chinie+mitieu d'hote — Cmilieu d'hote .
Equation. 1

De méme pour la conductance :

AG=Gpie +mitiew a'hote — Omitieu d'hote .
Equation. 2

Les Figure 4 et 5 présentent les résultats des
simulations et mesures obtenues pour une bille de
polystyréne de 10um de diameétre, avec un biocapteur a
coupure capacitive de 10um.
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Figure 4. Comparaison simulation/mesure du contraste
capacitif d'une bille de polystyrene de diamétre
10pm pour un biocapteur a coupure capacitive de
10pm.
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Figure 5. Comparaison simulation/mesure du contraste

conductif d'une bille de polystyréne de 10um de
diamétre pour un biocapteur a coupure capacitive
de 10pm.

Ces figures montrent une excellente concordance
entre simulation et mesure, ce qui valide notre approche.

4. Optimisation de la sensibilité et
répétabilité des mesures avec des billes de
polystyréne
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La sensibilitt du biocapteur a été évaluée pour
différentes tailles de coupure capacitive dans le cas de
billes de polystyréne dans de I'eau dé-ionisée.

Les figures 6 et 7 présentent les contrastes capacitifs
et conductifs extraits pour deux diamétres de billes: 10 et
20 um. Les contrastes ont été calculés par rapport au
milieu liquide environnant, I'eau DI. Par conséquent, la
ligne «zéro» dans les Figures 6 et 7 correspond a l'eau
dé-ionisée de référence. La répétitivité des mesures a été
évaluée avec I’extraction de I'écart type pour tous les
cas.
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Figure 6. Contraste capacitif des billes de polystyrene de

diametre de 10pm et 20pm pour des biocapteurs
avec coupure capacitive de 5pm et 10pum
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Figure 7. Contraste conductif des billes de polystyréne de

diametre de 10pm et 20pum pour des biocapteurs
avec coupure capacitive de 5pum et 10pum

Les résultats sont résumés dans le tableau 1. Les
billes de diamétre 10 um présentent des contrastes
capacitif et conductif plus faibles que pour les 20 pm, ce
qui peut étre facilement expliqué par la réduction de
taille. Les mesures sont également trés répétitives avec
des écarts-types de l'ordre de 4% et 6% pour les
contrastes capacitif et conductif respectivement. De plus,
dans toutes les configurations, la coupure capacitive de 5
um présente un plus grand contraste par rapport a celle
de 10 pm. Les contrastes capacitif et conductif sont
respectivement améliorés d’environ 40% et 50%, dans le
cas de la bille de diamétre 10 pm.

Tableau 1. Résumé des contrastes capacitif et conductif a 5 et
40 GHz respectivement, vis a vis des tailles de
coupure capacitive et diamétre des billes. Ecarts-
types entre parenthéses.

AC (fF) @5GHz AG (mS) @40GHz

$10um $20um $10um $20um

gap 10um| -1.12(0.05)| -2.53(0.09) |gap10um| -0,09(0,009) | -0,225(0,009)

gap5um | -1.53(0.06) | -3,05(0,05) | gap5um |-0,135((0,009)| -0,26(0,01)

Ce résultat peut étre expliqué par la variation de la
pénétration du champ ¢€lectromagnétique a l'intérieur du
milieu hote et des billes, comme le montre la Figure 8
avec des simulations par éléments finis effectuées avec le
logiciel HFSS® pour les deux configurations de coupure
capacitive de Spm et 10pm. Afin de mieux estimer
I'emplacement des billes et la distribution des champs,
différents cercles de diamétres allant de 10 & 20 um sont
indiqués sur la figure. L'intensit¢ du champ

¢électromagnétique, calculée dans un cercle de 10um,
présente une augmentation de 63% avec la coupure
capacitive de 5 pm par rapport a celle de 10 pm.

Figure 8. Distribution de champ électromagnétique en
fonction de la largeur de la coupure capacitive

(indiquée gap).

Basé sur cette étude et afin de maximiser la
sensibilité du biocapteur, une coupure capacitive de 5
um est préférée et employée dans la section suivante, qui
dédiée a la mesure RF de cellules biologiques uniques
directement dans leur milieu de culture.

5. Spectroscopie diélectrique
hyperfréquence de bille puis cellule
biologique unique en milieu de culture

Des mesures RF de cellules biologiques uniques ont
été réalisées. Les cellules utilisées sont de la lignée
cellulaire monocytaire humaine THPI1, couramment
utilisées pour des études sur la leucémie. Le diamétre
moyen des cellules est de 15,4 pm et le milieu de culture
cellulaire traditionnel est celui de Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) avec 10% de Sérum de Veau
Feetal (SVF).

Plusieurs cellules vivantes individuelles ont été
mesurées les unes apres les autres et la valeur moyenne
de leurs contrastes est donnée sur la Figure 9, ainsi que
pour les billes de polystyréne de diamétre 10pm,
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mesurées dans le méme milieu de culture que les
cellules. La référence utilisée dans ces cas est donc le
milieu de culture, qui correspond a la ligne "zéro" en
abscisse de la Figure 9.
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Figure 9.

Le contraste capacitif de la cellule est inférieur a
celui de la bille. Ceci est li¢ a leurs permittivités
effectives relatives respectives. En effet, la permittivité
de la cellule est proche du milieu de culture, et
notamment de I'eau (de 80 a 30 en fonction de la
fréquence), alors que les billes de polystyréne présentent
une permittivité constante proche de 2,5.

Le tableau 2 présente un résumé des contrastes
capacitifs et conductifs pour bille et cellule uniques en
milieu de culture, ainsi que les écart-types
correspondants. Ceux-ci sont estimés a 7% et 14%
respectivement dans le cas d'une cellule unique. Ces
valeurs sont plus importantes que celles obtenues dans
1'¢tude de l'optimisation de la sensibilité et peuvent étre
expliquées par 1'hétérogénéité des cellules, qui présentent
intrinséquement des variations en termes de diamétre et
position dans le cycle cellulaire. La mesure RF de cellule
biologique vivante constitue donc un défi atteignable
avec une excellente répétabilité de mesure.

Tableau 2. Résumé des contrastes capacitif et conductif a 5 et
40 GHz respectivement, d’une cellule biologique et
une bille de polystyréne dans un milieu de culture
cellulaire. Ecart-types entre parentheses.

dans milieu de AC (fF) @ 5 GHz AG (mS) @ 40 GHz
culture

Bille -1 (0.04) -0.085 (0.008)
Cellule unique -0.99 (0.04) -0.082 (0.008)

6. Conclusions

L'optimisation de la sensibilit¢ du biocapteur
hyperfréquence dédié a l'analyse de cellules biologiques
uniques directement dans leur milieu de culture a été
effectuée et a conduit a une régle importante de
conception pour focaliser davantage les champs
¢lectromagnétiques dans la cellule et atteindre une

amélioration de 40% a 60% sur les contrastes capacitif et
conductif respectifs. Méme si la mesure RF de cellules
biologiques vivantes individuelles est particuliérement
difficile en raison de contrastes diélectriques
extrémement faibles (de l'ordre de quelques centaines
d'ato-farads), une excellente répétabilité des résultats a
été démontrée par spectroscopie diélectrique jusqu'a 40
GHz.
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