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Résumé :

Les systémes microfluidiques pour les biopuces doivent ponvoir fraiter des quantités de matiére toujonrs plus petite, en un
minimum de temps. Afin doptimiser la cinétigue d’hybridation des oligonucléotides cibles contenus dans les échantillons
analysés, il est en particulier nécessaire d'utiliser des techniques de mélange a grande échelle (brassage) in situ. A partir de la
modélisation mathématique compléte d'un systeme microfluidique générique, une analyse dimensionnelle a été établie permettant
de dégager les temps caractéristiques des différents phénomenes physiques en jeu. Cette approche, complétée par la résolution
numérique du modéle mathématique, a permis de mettre en évidence les paramétres critiques sous-tendant la mise en place de
tels systémes.

Abstract :

The purpose of modern microfluidics systems used in DINA biochips is to be able to process very small samples. In order to
maximize the hybridization inetics of DNA targets, the use of in situ macroscale mixing methods may be necessary. A
complete mathematical modelling of a typical biochip design bas been derived, together with a dimensional analysis, displaying
the different characteristic times corvesponding to each physical phenomenon. This approach, which has been completed with a
numerical resolution of the problem, emphasises on the various critical parameters.

Mots clefs:

Biopuces a ADN ; mélange ; hybridation ; modélisation.

1 Introduction

Les biopuces sont des dispositifs miniaturisés permettant ’analyse en paralléle d’échantillons contenant
des molécules issues du vivant, le plus souvent des chalnes peptidiques ou des chaines d’acides nucléiques.
Leur principe est de fonctionnaliser une surface avec des produits réagissant trés spécifiquement avec les
produits susceptibles d’étre présents dans I'échantillon [1]. Les produits que 'on immobilise sur la biopuce
sont appelés sondes et les produits a analyser sont les cibles. Sont exclusivement considérées ici les biopuces
a ADN, pour lesquels I'objectif est de détecter une chaine particuliere d’acide nucléique en utilisant des
brins ’ADN dont la séquence est complémentaire. Les brins cibles forment avec leur complémentaire une
double hélice treés stable. Cette réaction d’assemblage d’'un brin avec son complémentaire est appelée
hybridation. La cinétique d’hybridation est aujourd’hui I’étape limitante dans I’analyse hautement parallélisée
des échantillons. Cette étude vise a identifier les parametres cruciaux qui doivent étre pris en compte lors de
la réalisation d’une biopuce, et en particulier la méthode de mélange utilisée lors de I’étape d’hybridation a
Iéchelle de toute la biopuce, que nous appellerons brassage.

Considérons une biopuce quelconque, dont les caractéristiques typiques du seul point de vue de la
cinétique, vont étre recensées. Il sera ainsi possible d’établir un modele décrivant le transport des
oligonucléotides cibles (dits simplement « cibles » par la suite) et leur hybridation ; les différentes équations
de ce modele seront ensuite adimensionnalisées en choisissant judicieusement pour chaque variable les
échelles pertinentes ; chaque fois que cela sera possible les nombres adimensionnels résultant de ce
processus, seront retranscrits systématiquement en terme de rapports d’échelles de temps. Ainsi tous les
phénomenes physiques mis en jeu se verront identifiés et dotés d’une échelle de temps spécifique que 'on
évaluera numériquement pour les applications typiques qui nous intéressent. Une simulation numérique
montrera 'importance vis a vis de hybridation du rdle joué par le brassage. Cette importance est traduite a
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travers la notion de volume utile d’échantillon associée a une zone fonctionnalisée particuliére ; ce volume
se calcule a partir des seules équations de ’hydrodynamique.

2 Présentation du modele de biopuce

Le modeéle qui va étre établi plus loin décrit le fonctionnement d’une biopuce classique, qui consiste en
une veine liquide carrée d’épaisseur ¢ tres petite par rapport au coté de la biopuce L ; une des faces de la
biopuce est recouverte de zones fonctionnalisées par les brins ’ADN sonde. On attend en général de la
réaction d’hybridation qu’elle soit tres spécifique, et on admettra donc que chaque zone fonctionnalisée ne
permet Phybridation qu’avec un seul type de cibles présent en solution: la cible dont la séquence est
complémentaire de la sonde. Ainsi, en négligeant les réactions d’adsorption non spécifique, sur la surface de
la biopuce une seule zone fonctionnalisée sera considérée comme active (voir Figure 1). Cette zone de
diametre d du méme ordre de grandeur que e (dans un souci de simplicité) est un disque caractérisé par sa
position (xy;) sur la surface fonctionnalisée, qui sera appelé plot par la suite.

A linstant initial, on introduit dans tout le volume de la biopuce I’échantillon a analyser contenant les
brins complémentaires a une concentration ¢y. Ensuite, I’échantillon est généralement mis en mouvement
par un systeme de brassage. Dans la pratique, le débit recherché peut étre soit constant, soit alternatif, avec
une orientation changeant éventuellement de sens (balayage en va-et-vient). La Figure 1 montre un exemple
ou le flux est constant et bouclé. Les avantages respectifs des différents systemes envisageables de brassage
ne seront pas discutés dans cet article. Mentionnons cependant utilisation possible de micropompes a
membranes [2], de dispositifs d’agitation électrohydrodynamique [3] ou magnétohydrodynamique [4]. On

notera AP Iécart de pression imposé aux bornes de la biopuce et Pl la pression a I'entrée de celle-ci.

ZI/J?

Figure 1 : Configuration géométrique d’une biopuce typique et d’un exemple de systéme microfluidique
d’alimentation en ADN cible.

3 Etablissement du modéle mathématique

Le phénomene d’hybridation est subordonné a plusieurs phénomenes physiques qui se manifestent en
amont. Le champ de vitesse du liquide porteur en tout point de la biopuce est tout d’abord accessible a
'aide de I’équation de Navier-Stokes. Ce champ de vitesse est ensuite utilisé dans I’équation de convection-
diffusion pour calculer la variation spatio-temporelle du champ de concentration des cibles ; le couplage
entre ces deux champs est donc faible. En retour, les conditions aux limites de I’équation de convection-
diffusion sur le plot découlent des équations régissant la réaction d’hybridation. Il existe donc un couplage
fort entre les équations permettant d’obtenir le taux d’hybridation et I’équation de convection-diffusion
donnant la concentration de cibles dans le cceur de la biopuce. Présentons I'ensemble des équations du
modele sous forme adimensionnelle, en adoptant comme échelle de temps I’échelle de temps la plus longue
du systeme. Ce temps est, comme nous le vérifierons dans la section 4, le temps caractéristique de la
réaction d’hybridation. I’échelle de temps du brassage, notée T, dépend évidemment du type de balayage
utilisé. Dans la pratique, un balayage typique de type alternatif a une période de 'ordre de quelques minutes.
Pour fixer les idées on supposera que T est de ordre de 100 secondes. 11 sera dans tous les cas supposé
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beaucoup plus faible que le temps de réaction, si bien que les équations de Navier-Stokes seront présentées
directement en régime permanent :

* * * * * * * 1
(01 g 52O Oy OP sy Oy gy Oy sy O @
Ox 2 dy? 0z? oOx Ox 7oy 0z
62* 62* az* « *a* *a* *a* (2)
(@ G = S = S R a:“ R
0%u. 0%u. 0%u. 0P L Ou. . . Ou, @
NP ——=+F 2+ ——2)~— =0 (Ru,— +R,
ox"2 2 0z oz Ox } foz

ou /] est la viscosité du liquide porteur, u est la vitesse et O la masse volumique ; les variables

. . ., L~ * P *
adimensionnalisées sont définies par x” = x/L v =y/L ,z =z/e, P =P-P/DAPetu —u/uo avec
u, :€2AP/I7L. L’épaisseur adimensionnelle est donnée par O =e/L et le nombre de Reynolds,

" : 5 e — — 2 —
généralement petit, peut étre défini comme R, =7 / L. avec t . = pe /I] etf,,,., = e/ U, .

A Tordre 0(5) et O(Pe), I’équation (3) montre que la pression est uniforme suivant Pépaisseur en

. , . * * .
tout point. A cet ordre, les équations (1) et (2) montrent alors que U et #, adoptent un profil parabolique.

Le champ de vitesse déduit de ces équations est introduit dans I’équation adimensionalisée de
transport des cibles :

0", .0’ .o .0 _ 1 9% 0 9 @
K puce *+ux ~tu *+uz * __( 2+ 2)
Peee ot Ox " dy 0z P gy’ ay* 0z

Dans cette équation, ¢ est la concentration en volume des cibles, ¢y est la concentration initiale de
cibles, et D est le coefficient de diffusion des cibles. ILes wvariables adimensionnelles utilisées

sont ¢ =cle, ,y =yle,x =xle ,z =z/e et t =k .Cot - Le nombre de Péclet peut étre défini

2
avec 1, = / D . Un nouveau nombre a été introduit, défini parK ., =Z,,,, / lsae -

comme P, =1,, /z

conv

Dans les configurations usuelles, le nombre de Péclet est tres grand (P, > 103), ce qui signifie que

les termes diffusifs n’interviennent pas dans le transport des cibles mesuré avec I’échelle spatiale e. II est
alors nécessaire de considérer séparément les phénomeénes convecto-diffusifs a proximité immédiate du plot
ou I'adimensionnalisation précédente est inadaptée puisqu’il est clair que la diffusion y joue un réle essentiel.

>

. . , . , . *
Pour cela, on introduit une nouvelle coordonnée z° dilatée, permettant de scruter les faibles valeurs de z
_ pl/3_* _ _ p-1/3
=Pz = Z/ z,, avec z,; = P "elépaisseur de la couche limite de diffusion. L’équation (4) devient
alors, dans cette couche limite :

dc” . (dc" oc"|_ 9% ®)

Ka=7+ 1 3+ o .
ot Ox Oy 0z

L _ — 2 Lt . X
Dans cette équation, K, =1, / l.avect,, =e / Z U, le temps caractéristique des phénoménes
convecto-diffusifs dans la couche limite. Ce nombre adimensionnel est d’autant plus petit que la vitesse est
grande. Il est ainsi nécessaire d’avoir une vitesse dans la biopuce telle que K, soit petit afin qu’il n’y ait pas
d’inertie dans le transport des cibles.
Les équations (4) et (5) ont pour conditions aux limite une condition de flux nul sur les parois en

dehors du plot. Sur le plot, deux conditions aux limites couplées sont nécessaires ; une traduisant un bilan
numérique entre sondes et cibles et une autre exprimant la nature de la réaction entre ces molécules. La

ofs
réaction est supposee avoir une Cmethue du premler ordre: ¢+ S ; D r
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_p, 990 ©
ot 0z°
a—‘?:c*(l—e)— ki g @
ot k,c,

Dans ces équations, [ est la concentration surfacique de sonde, I est la concentration de sondes
hybridées, S est la concentration de sondes non hybridées (on a doncS =" =I), et k, et ky sont les
constantes d’association et de dissociation relatifs a la réaction d’hybridation. @ =T /T * est la fraction de

sondes  hybridées. ~Te nombre de  Damkéhler —est  défini  par D, =1, , / tysue

avect ;o 4 = Mz, / ¢y D . Lutilisation du modele de réaction ci-dessus est justifié selon Axelrod et Wang [5]

car la densité de sondes sur le plot que 'on considere ici est suffisamment grande pour que les phénomenes
d’adsorption non spécifiques ne jouent pas un role significatif. On peut noter cependant que Chan ez col. [6]
ont montré qu’il peut étre bénéfique pour accélérer Phybridation d’échapper a de telles conditions.

4 Recensement des différentes échelles de temps caractéristiques

Toutes les échelles de temps obtenues lors de I’écriture du modele adimensionnalisé sont comparées au

temps le plus pertinent d’évolution du systeme, qui est le temps de réaction &va (voir Figure 2)

Cette simple analyse dimensionnelle permet de saisit la hiérarchie des phénomenes physiques
participant a lhybridation. La réaction d’hybridation est nettement plus lente que tous les autres
phénomenes auxquels elle est subordonnée. Cela signifie que, dans les configurations de brassage
habituellement utilisées, le phénomene limitant est la réaction, apport de réactif par convection et diffusion
se faisant quasi-instantanément du point de vue de hybridation.

10 psec 0.1 sec Tsec 10 sec 100 sec 15 min
Phénomeénes | | | | Phénomeénes
rapides | >lents
| | | | |
Temps visqueux Convectic;n a léchelle Période.;lu;alayage Temps de réaction
2 du plot e/u convectif :
pe’ 0 1k c,
[

Convection-diffusion a

Péchelle de la couche limite de Temps caractéristique entre deux rencontres

d’une cible avec une sonde par diffusion :

e 2
diffusion: e”/z u o
/ 170 z,l /Dco

Figure 2 : Les phénomeénes physiques en jeu et leurs différentes échelles de temps. Les valeurs numériques
utilisées sont : ¢, =107 molm™ 3k, =10 sec™ mol™'m’ ;T =10 molm™ ;L=1cm 5 z, =10"m 3

1, =10*msec™ ;D =10"m*sec™ =107 P, sec.

5 Mise en ceuvre d’un systéme de brassage.

Sans résoudre le modéle défini dans la section 3, on peut faire ressortir les contraintes a respecter
lors de la mise en ceuvre d’un systeme de brassage pour réduire le temps d’analyse d’un échantillon. En effet,
le transport de cibles doit satisfaire deux objectifs :

- 11 faut transporter les cibles le plus rapidement possible a proximité du plot. Cette fonction est
assurée par la convection qu’il est facile de rendre plus efficace que la diffusion. En d’autres termes, il faut
rendre le nombre de Péclet grand, en augmentant la vitesse de I’écoulement. L’objectif doit étre recherché
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dans le voisinage du plot d’ordre e ; on l'atteint du méme coup, et de fagon plus certaine, a ’échelle L de
toute la puce ou le Péclet pertinent doit étre divisé par O = e/ L . Seule la diffusion permet toutefois aux

cibles de se déplacer suivant O, pour 7 fine s’hybrider sur le plot. Ce transport terminal s’effectue sur la fine
épaisseur d’une couche limite de diffusion au dessus du plot. Il convient ici de veiller a ce que la vitesse de
Iécoulement soit suffisamment élevé pour qu’il n’y ait pas d’inertie dans le transport des cibles vis a vis du
temps de réaction, que ce soit en traversant la couche limite ou jouent a la fois convection et diffusion (K
<<1) ou a l'arrivée sur le plot lui-méme ou seule joue la diffusion (D,<<1).

- 1l faut transporter le maximum de cibles contenues dans I’échantillon a proximité du plot.
Constatons tout d’abord que I'intensité de la réaction, soit le nombres de sondes hybridées par unité de
temps, va croitre avec le nombre de cibles transportées a proximité du plot jusqu’a concurrence de la
saturation des brins sondes. Il est naturel d’attendre par conséquent du systeme de brassage qu’il maximise
ce nombre de cibles. Plus précisément, considérons un nouveau nombre adimensionnel & appelé nombre
d’accessibilité. Il est défini comme le rapport entre le nombre de brins sondes disponibles et le nombres de

brins cibles susceptibles de réagit : @ =N [N wos = F°°S/ N

sl - Pour augmenter lintensité de la
réaction il faut réduire le nombre d’accessibilité et donc augmenter le volume utile, qui est le volume
d’échantillon conduit a balayer la surface du plot, toutes choses étant égale par ailleurs. A cet égard, d’une
part la densité de sonde est maintenue aussi grande que possible pour avoir une réaction rapide et d’autre
part, la surface fonctionnalisée et la concentration de cibles dans I’échantillon sont généralement imposées

par la technologie de fabrication et par les conditions d’expérimentation.

Une attention toute particuliére doit donc étre portée sur les relations entre brassage et le volume
utile qui dépend a priori du type de brassage utilisé et de la position du plot concerné sur la biopuce.
Observons tout d’abord que si aucun mouvement n’est mis en place dans la puce, le volume utile est le
volume accessible autour du plot par la seule diffusion pendant un temps donné Az. Dans le cas d’une puce
de faible épaisseur (devant la distance caractéristique de diffusion), et dont la taille des plots est petite, ce
volume est un cylindre de rayon égal a la distance de diffusion et vaut 272DAf . Inversement on peut
imaginer des dispositifs de brassage complexes et méme de mélange a plus petite échelle, permettant d’avoir
un écoulement éventuellement chaotique sur Iéchelle de temps considérée. Le volume utile résultera de
I'intégrale des flux balayant le plot. Un dispositif de mélange a petite échelle est cependant difficile a mettre
en ceuvre étant donné P'espace restreint dans lequel la biopuce est fabriquée. Dans le cas simple décrit dans
la Figure 1 ou le débit peut étre alternatif, il est facile de monter 'importance de la position du plot.

Une simulation numérique a été menée en utilisant le logiciel Femlab [7], qui résout I’équation de
Navier-Stokes en 3D a partir de la géométrie décrite par la Figure 1, en considérant par exemple un systéme
de balayage en va-et-vient. Pour un plot donné, considérons le volume utile correspondant a une impulsion
pour un x croissant. Si 'on assimile le plot 4 un point, ce volume est simplement I'intégrale de la vitesse au
dessus du plot pendant une demi période de balayage, et par conséquent directement proportionnel a la
valeur de la vitesse au dessus du plot. Ainsi, certaines zones seront & priori mieux desservies que d’autres,
comme le montre la Figure 3, qui correspond au calcul de la vitesse en fonction de la position sur la biopuce.
On observe que les plots qui se situent sur les bords de la biopuce sont moins bien alimentés en cibles que
les plots situés au centre, ce qui est susceptible d’entrainer une hybridation différente selon I'endroit
considéré et donc des problemes pour accéder a une information quantitative.



170 Congrés Frangais de Mécanique Troyes,-Septembre2005

Vutile

y (mm)

Figure 3 : Les zones centrales de la biopuce sont mieux alimentées, ce qui entraine un volume utile plus grand pour les
plots correspondants.

6 Conclusion

Les parametres cruciaux entrant en jeu dans les différentes étapes de la cinétique d’hybridation des
biopuce ont été mis en évidence. Cette approche permet d’avoir une stratégie efficace dans la mise au point
des biopuces, notamment en ce qui concerne le dispositif de brassage utilisé pour gérer I’échantillon
contenant les cibles. On a montré qu’il était primordial de connaitre la valeur d’'un ensemble de nombres
adimensionnels, afin de s’assurer que ’hybridation se fait dans des conditions optimales. Ainsi il faut que le
nombre de Péclet soit grand, afin que le transport par convection soit prépondérant vis a vis de la diffusion
en dehors d’une fine couche limite au dessus du plot concerné, que le nombre Damkéhler soit petit afin
que la réaction ne soit pas limitée par la diffusion et que le nombre d’accessibilité soit également petit. Ce
dernier parametre peut étre piloté par lintermédiaire du volume utile attaché a4 un plot, qui varie
grandement selon la nature du balayage utilisé et selon I'endroit de la biopuce ot le plot se situe.
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