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(57) Abrégé : La présente invention a principalement
pour objet un procédé d'isolation de deux zones délimi-
tées 5 par au moins une paroi comportant une étape: - de
mise en place, par électromouillage, dans une ouverture
de ladite paroi d'une substance apte & réagir 2 au moins
un stimulus extérieur pour passer d'un état liquide a un
état solide ou de gel, formant 10 obturateur. L'invention
a également pour objet un dispositif de déplacement de
gouttes de liquide par électromouillage.
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PROCEDE DE COMMANDE D’UNE COMMUNICATION ENTRE DEUX
ZONES PAR ELECTROMOUILLAGE, DISPOSITIF COMPORTANT DES
ZONES ISOLABLES LES UNES DES AUTRES
ET PROCEDE DE REALISATION D'UN TEL DISPOSITIF

DESCRIPTION
DOMAINE TECHNIQUE ET ART ANTERIEUR

La présente invention se rapporte & un
procédé de commande d’une communication entre deux
zones par électromouillage, & un dispositif comportant
des zones isolables 1les unes des autres et aptes a
contenir, notamment, des 1liquides, des solides et/ou
des gaz et & un ©procédé de fabrication dudit
dispositif.

Un des modes de déplacement ou de
manipulation les plus utilisés repose sur le principe
de 1’électromouillage sur un diélectrique, comme décrit
dans 1l’article de M.G. Pollack, A.D. Shendorov,
R.B. Fair, intitulé « Electro-wetting-based actuation
of droplets for integrated microfluidics », Lab Chip
2 (1) (2002) 96-101.

Les forces wutilisées pour le déplacement
sont des forces électrostatiques.

Le document FR 2 841 063 décrit un
dispositif mettant en cuvre un caténaire en regard des
électrodes activées pour le déplacement.

Le principe de ce type de déplacement est

le suivant.
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Une goutte repose sur un réseau
d’électrodes, dont elle est isolée par une couche
diélectrique et une couche hydrophobe.

Lorsqu’une électrode située a proximité de
la goutte est activée, 1la couche diélectrique et 1la
couche hydrophobe, entre cette électrode activée et la
goutte polarisée par une électrode, agissent comme une
capacité. Les effets de charge électrostatique
induisent 1le déplacement de 1la goutte sur cette
électrode. L’électrode peut é&tre un caténaire, il
maintient alors un contact électrique avec la goutte
pendant son déplacement, comme décrit dans le document
FR - 2 841 063.

La goutte peut ainsi é&tre déplacée de
proche en proche, sur 1la surface hydrophobe, par
activation successive des électrodes de 1la matrice
d’électrodes et par guidage le long du caténaire.

I1 est donc possible de déplacer des
liquides, mais aussi de les mélanger (en faisant
s’ approcher des gouttes de liquides différents), et de
réaliser des protocoles complexes.

Les documents cités ci-dessus donnent des
exemples de mises en o®uvre de séries d’électrodes
adjacentes pour la manipulation d’une goutte dans un
plan.

Ce type de déplacement est de plus en plus
utilisé dans des dispositifs appelés biopuces, en vue
d’ analyses biochimiques, chimiques ou biologiques, que
ce soit dans le domaine médical, ou dans la
surveillance environnementale, ou dans le domaine du

contrdle de qualité.
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Afin de pouvoir effectuer les analyses
précédemment énoncées, 11 est intéressant de pouvoir
disposer sur la biopuce de zones isolées les unes des
autres et aptes a étre mises en communication, de
maniere a permettre un mélange de réactifs contenus
dans au moins deux zones et/ou de pouvoir acheminer les
réactifs vers une zone d’analyse sur un support solide,
par exemple une zone de détection par fluorescence.

I1 est connu des microsystemes comportant
des parois en résine munies de passages de
communication obturés par des vannes, lesdites wvannes
étant actionnables pour permettre ou non la
communication entre différentes zones.

Par exemple, des documents Robin Hui Liu et
al., Anal. Chem. 2004, 76, 1824-1831 et Rohit Pal et
al., Anal. Chem. 2004, 76, 3740-3748, il est connu de
réaliser une vanne en matériau fusible du type cire ou
paraffine, qui bouche ou non le passage de
communication en fonction de la température. Ce
matériau est déposé lors de la fabrication du
microsystéme. Pour ouvrir la vanne, la <cire est
chauffée puis déplacée par application d’une pression
pneumatique. Ce type de vanne nécessite donc de prévoir
un générateur de pression ou une réserve de pression
pour écarter le bouchon fondu du passage de
communication.

I1 est également connu du document Robin
Hui Liu et al., Journal of microelectromechanical
systems 2002, 11, 45-53, une vanne comportant une
membrane et des plots d’hydrogel. Lorsque 1’hydrogel

gonfle, il déforme la membrane, qui obture un passage
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de communication. Le passage est ouvert lorsque le gel
est dégonflé. Le gonflement et 1le dégonflement des
plots sont obtenus, par exemple, par modification du pH
ou de la température.

Cependant, la réalisation de telles vannes
nécessite de prévoir leur emplacement lors de la
fabrication de la puce et 1'utilisation d’un masquage
physique et d’une insolation lumineuse pour effectuer
une polymérisation locale. Une fois les vannes mises en
place, elles ne peuvent pas étre déplacées sur la puce
en fonction des souhaits de 1’utilisateur.

C’est par conséquent un but de la présente
invention d’offrir un dispositif comportant des zones
aptes a communiquer entre elles au moyen de passages de
communication, les passages pouvant é&étre ouverts et
fermés plusieurs fois.

C’est également wun but de 1la présente
invention d’offrir wune grande flexibilité dans la
création des ©passages de communication et dans

1’ obturation de ceux-ci.

EXPOSE DE L’ INVENTION

Les buts précédemment énoncés sont atteints
par l’utilisation du principe de déplacement de goutte
de liquide par électromouillage, afin de déplacer une
substance apte a changer d’état en lui appliquant une
stimulation extérieure afin qu’elle forme ou non un
obturateur. La substance, lorsqu’elle est sous forme
liquide, peut étre mise en place par électromouillage
dans un passage a obturer, puls la substance est

solidifiée ou transformée en gel afin de former un
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bouchon. Si 1’on souhaite ouvrir le ©passage, la
substance est liquéfiée et retirée du passage par
électromouillage.

La présente invention a alors
principalement pour objet 1’utilisation d’un dispositif
de déplacement de gouttes de liquide par
électromouillage pour la commande d’au moins une
communication entre deux zones, au moyen d’au moins une
substance apte a réagir a au moins un stimulus
extérieur pour changer d’état.

La présente invention a également pour
objet un procédé d’isolation de deux zones délimitées
par au moins une paroi comportant une étape

- de mise en place, par électromouillage,
dans une ouverture de ladite paroi d’une substance apte
a réagir a au moins un stimulus extérieur pour passer
d’un état liquide a un état solide ou de gel, formant
obturateur.

La ©présente invention a également pour
objet un procédé de mise en communication de deux zones
délimitées par une paroi comportant une étape

- de retrait, par électromouillage, d’une
ouverture de ladite paroi d’une substance apte a réagir
a au moins un stimulus extérieur pour passer d’un état
solide ou de gel a un état liquide.

La ©présente invention a également pour
objet un procédé de commande de la communication entre
deux  zones délimitées par au moins une paroi
utilisant

- un procédé d’'isolation selon la présente

invention,
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- un procédé de mise en communication selon
la présente invention.

L"application du stimulus peut comporter,
par exemple, une modification de la température de la
substance et/ou un éclairage de celle-ci et/ou une
application d’un champ magnétique et/ou une variation
d’une force ionique et/ou une mise en contact avec au
moins une deuxiéme goutte de liquide apte a modifier
1’état de la substance, avec ladite substance.

De maniére avantageuse, ladite deuxieme
goutte est amenée en contact avec ladite substance par
électromouillage

Dans un exemple de réalisation, 1ladite
substance comporte un sucre, pouvant étre mise en place
sous forme 1liquide dans 1’ouverture entre 1les deux
zones, puis chauffée jusqu’a cristallisation du sucre,
pour fermer la communication, et/ou pouvant, sous forme
cristallisée, étre mise en contact avec une goutte de
solution aqueuse par électromouillage, puis retirée
sous forme liquide contenant le sucre, pour ouvrir la
communication.

De maniere avantageuse, ledit procédé
comporte une étape de chauffage pendant la mise en
contact.

Dans un autre exemple, ladite substance
comporte un polymére thermosensible, pouvant étre mise
en place sous forme de particules en suspension dans
une goutte de liquide dans 1’ouverture entre les deux
zones, puis chauffée Jjusqu’a solubilisation dudit
polymére, et refroidie jusqu’a la formation d’un gel

pour fermer la communication, et/ou pouvant, sous forme
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de gel, étre mise en contact avec une goutte contenant
une enzyme apte a dissoudre le gel par
électromouillage, et/ou étre chauffée puis retirée sous
forme liquide contenant 1le polymére, pour ouvrir la
communication.

Par exemple, lorsque le polymere est
1"agarose, on utilise la pB-agarase pour dissoudre le
gel d’agarose.

La température de chauffage de 1’agarose
non solubilisé est avantageusement comprise entre 40°C
et 80°C, et 1la température de refroidissement est
avantageusement comprise entre 4°C et 40°C.

De maniere avantageuse, la température de
chauffage du gel d’agarose est comprise entre 40°C et
g80°cC.

La présente invention a également pour
objet un dispositif permettant la mise en cecuvre d’un
procédé selon la présente invention, comportant au
moins deux zones séparées par une paroi, au moins un
passage de communication formé dans ladite paroi, au
moins une premiére substance sous forme d’une premiere
goutte de 1liquide ou d’un solide ou d’un gel, ladite
substance sous forme liquide étant apte a se
transformer en solide ou gel lorsqu’elle est soumise a
au moins un premier stimulus et/ou ladite substance
sous forme solide ou de gel étant apte a se liquéfier
lorsqu’elle est soumise a au moins un deuxiéme
stimulus, des moyens de déplacement par
électromouillage de ladite substance pour 1’amener dans

le passage de communication ou 1l’en éloigner et des
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moyens pour appliquer au moins 1l’un desdits stimuli a
la substance.

ILes moyens pour appliquer au moins un
desdits stimuli comportent, par exemple au moins un
moyen de chauffage et/ou de refroidissement, et/ou un
moyen pour éclairer la substance, et/ou un moyen de
variation d’une force ionique, et/ou un moyen pour
appliquer un champ magnétique & la substance et/ou un
moyen de mise en contact de 1la substance avec une
deuxieme goutte de 1liquide apte a réagir avec la
substance en place dans le passage, de maniére a
transformer la substance liquide, en solide ou en gel
et la substance solide ou en gel, en liquide.

ILe moyen de chauffage peut étre une
résistance disposée dans le substrat.

De maniére avantageuse, le moyen de mise en
contact de la substance avec la deuxieme goutte de
liquide comporte des moyens de déplacement par
électromouillage.

Les parois sont réalisées de maniére
avantageuse en résine.

Par exemple, la substance est un sucre.

La substance peut comporter un polymére
thermosensible par exemple de 1’agarose, de la pectine,
carraghénane, gélatine, 1’alginate de <calcium, un
dérivé de la cellulose, de la chitosane en présence
d’acide, un polymére synthétique utilisé dans un
solvant adapté tel gque du polychlorure de wvinyle, du
poloxamere (Pluronic®), du polystyrene, et/ou du

polyméthacrylate de méthyle.
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La deuxiéme goutte est avantageusement une
enzyme, par exemple du pf-agarase dans le cas de
1"agarose.

La substance peut également étre une résine
différente de celle formant les parois et apte a passer
d’un état liquide a un état solide ou d’un état liquide
a un état solide.

Les zones peuvent comporter au moins une
zone de stockage d’un fluide isolant électrique et/ou
au moins une zone de stockage d’au moins un réactif sec
et/ou au moins une zone de stockage d’au moins un
réactif liquide et/ou au moins une zone de stockage de
gaz et/ou au moins une zone de détection de
fluorescence sur un support solide.

De maniere supplémentaire, il peut é&tre
prévu au moins une zone de stockage de la substance
sous forme liquide.

De maniere préférée, le dispositif selon la
présente invention comporte des moyens de déplacement
par électromouillage entre les différentes zones.

Dans un exemple de réalisation, des
réactions d’hybridation d’ADN, et/ou de «réactions
antigéne/anticorps entre protéines sont réalisées sur
un support solide, par exemple dans 1la =zone de
détection de fluorescence.

Les dispositifs d’ électromouillage
comportent, de maniere avantageuse, un substrat a
surface hydrophobe muni d’un réseau d’électrodes
d’ électromouillage et des moyens électriquement
conducteurs formant contre-électrode des électrodes

d’électromouillage, disposés en vis-a-vis, pouvant étre
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reliés a des moyens d’alimentation électrique pour
permettre 1’application de force électrostatique a la
goutte de liquide.
Le dispositif selon la présente invention
5 peut comporter un deuxieme substrat en regard de la
surface hydrophobe, formant capot.
La contre-électrode peut étre portée par le
capot ou étre formée d’un fil conducteur suspendu.
La présente invention a également pour
10 objet un procédé de fabrication comportant les étapes
- de dépdt sur un substrat d’une premiére
couche de résine,
- de dépdét d’'un masque et de gravure de
ladite premiere couche de résine pour former des
15 parois,
- de dépdt d’une deuxieme couche de résine

et de gravure de celle-ci pour former les bouchons.
BREVE DESCRIPTION DES DESSINS

La présente invention sera mieux comprise a
20 1"aide de 1la description qui wva suivre et des dessins
en annexe, sur lesquels
- la figure 1 est une vue schématique de
dessus d’un dispositif selon la présente invention ;
- les figures 2a a 2c sont des vues
25 partielles de cbété du dispositif de la figure 1 ;
- les figures 3a a 3g représentent les
différentes étapes d’un procédé selon la présente

invention ;

10
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- les figures 4 a 7 sont des
représentations schématiques de détails de variantes de

réalisation du dispositif selon la présente invention.

EXPOSE DETATLLE DE MODES DE REALISATION PARTICULIERS

Sur la figure 1, on peut voilir un dispositif
selon la présente invention comportant au moins une
zone I, une zone II séparées par une cloison 20, par
exemple en résine. La cloison 20 comporte au moins une
ouverture 21 permettant une communication entre les
zones I et II. Ces zones I, IT forment des
compartiments aptes a recevoir des produits que 1’on
souhaite isoler les uns des autres, au moins pour un
temps. Seuls deux compartiments sont représentés,
cependant plus de deux compartiments peuvent é&tre
prévus comme il sera décrit par la suite. Les passages
de communication seront prévus suivant le type de
compartiment.

Le dispositif selon 1’invention est, un
microsysteéme par exemple, une puce d’analyse, dite
biopuce, sur laquelle des réactions entre des petites
gouttes ou petits volumes de liquide sont réalisées.
Ces gouttes de 1liquide sont déplacées avantageusement
par électromouillage.

Le compartiment I comporte une électrode
réservoir 22 sur laquelle se trouvent le produit a
isoler de la zone II, et un réseau d’'électrode 4 pour
permettre le déplacement de la substance destinée a
obturer le passage. Dans 1'’exemple représenté, une
extrémité 24 du réseau 4 est adjacente a 1’électrode 22

pour également permettre le déplacement du produit par

11
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électromouillage, tel que cela va étre décrit par 1la
suite. On pourrait, toutefois, prévoir un réseau
d’ électrodes séparé.

Le réseau 4 comporte au moins une électrode
40 située au plus prés du passage 21, avantageusement
dans le passage 21 de maniere a placer la substance
destinée a obturer 1le passage sensiblement dans le
passage 21.

Sur les figures 2a a 2c, on peut voir une
vue de cbté partielle des premiers  moyens de
déplacement 4 par électromouillage, synthétisant le
principe de ce type de déplacement.

Des exemples de tels dispositifs sont
décrits dans 1l’article de M.G. Pollack, A.D. Shendorov,
R.B. Fair, intitulé « Electro-wetting-based actuation
of droplets for integrated microfluidics », Lab Chip 2
(1) (2002) 96-101.

Les forces utilisées pour le déplacement de
gouttes de liquide sont des forces électrostatiques.

Le document FR 2 841 063 décrit également
un dispositif mettant en ceuvre, en outre, une caténaire
en regard des électrodes d’électromouillage pour le
déplacement en tant que contre électrode.

Une goutte 2 repose sur un réseau 4
d’électrodes, dont elle est isolée par une couche
diélectrique 6 et une couche hydrophobe 8 (figure 334).

Le caractére hydrophobe de cette couche
signifie que la goutte a un angle de contact, sur cette
couche, supérieur a 90°.

Les électrodes sont elles-mémes formées en

surface d’un substrat 1.

12



10

15

20

25

30

WO 2007/012638 PCT/EP2006/064613

Lorsque 1l’électrode du réseau 4 située a
proximité de la goutte 2 est activée, a 1l’aide de
moyens 14 de commutation, dont la fermeture établit un
contact entre cette électrode et une source de tension
13 via un conducteur commun 16, la couche diélectrique
6 et la couche hydrophobe 8 entre cette électrode
activée et la goutte, polarisée en permanence par une
contre électrode 10, agissent comme une capacité. Les
effets de charges électrostatiques induisent le
déplacement de la goutte sur 1’électrode activée. La
contre électrode 10 permet le déplacement par
électromouillage, elle maintient un contact électrique
avec la goutte pendant son déplacement. Cette contre-
électrode 10 peut étre soit un caténaire comme décrit
dans FR - 2 841 063, soit un fil enterré, soit une
électrode planaire sur ou dans le capot des systémes
confinés.

ILes gouttes baignent avantageusement dans
un liquide non miscible avec celui des gouttes, par
exemple de 1’huile lorsque les gouttes sont formées
d’ une solution aqueuse. Ceci permet d’ éviter
1’ évaporation des gouttes et de modifier la tension
nécessaire aux déplacements, grdce a la diminution de
la tension interfaciale entre 1la solution aqueuse
formant les gouttes et 1’huile, par rapport a la
tension interfaciale entre 1la solution aqueuse et
17air.

Ainsi des gouttes contenues dans les
différents compartiments peuvent étre mises en contact,
pour diluer une substance ou faire réagir une substance

contenue dans une des gouttes.

13
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Les compartiments peuvent étre de
différents types. Un premier type de compartiment peut
former une zone de stockage de réactifs secs, dans ce
cas au moins une goutte de liquide pénétrera dans le
compartiment pour dissoudre le réactif sec et permettre
son déplacement sous forme de goutte de 1liquide. De
maniere avantageuse, on peut prévoir autant de
compartiments que de réactifs secs différents afin
d’éviter tout risque de contamination des réactifs les
uns par les autres. Un deuxiéme type de compartiment
peut étre une zone de stockage de réactifs liquides. Un
troisieme type de compartiment peut contenir un gaz.

Un quatriéme type de compartiment peut é&tre
une zone de détection, par exemple une zone de
détection de fluorescence dans laquelle est amené un
produit contenant des substances a analyser, par
exemple pour en mesurer la concentration. Des réactions
peuvent étre réalisées dans cette zone, telles que des
réactions d’ hybridation d’ ADN ou des réactions
antigéne/anticorps entre protéines.

On peut également prévoir un cinquiéme type
de compartiment contenant le fluide électriquement
isolant, par exemple, une huile silicone, permettant
son confinement jusqu’a l’utilisation du dispositif.

De maniére préférée, la zone de détection
est 1isolée du fluide isolant électrique, pour réduire
les bruits de fond générés par le fluide isolant
électrique.

En effet, dans le cas d’ une puce
d"hybridation, le liquide non miscible avec une phase

aqueuse présent sur cette puce peut géner la détection.
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D’une part, celui-ci peut former une pellicule liquide
sur les molécules d’ADN présentes sur la surface de la
puce d’hybridation, le liquide non miscible diminuera
alors 1l’accessibilité de ces molécules d’ADN et donc le
rendement d’hybridation. D’autre part, ce liquide non
miscible peut se disperser sous forme de gouttelettes
dans et/ou sur la goutte de solution aqueuse, ce qui va
générer un signal de fluorescence inhomogeéne avec un
fort bruit de fond non reproductible entre les
différentes expériences.

Il est également préférable d’isoler cette
zone de détection du fluide isolant électrique car le
stockage des molécules d’ADN greffées sur la surface de
la zone d’hybridation sera meilleur sous atmospheéere
séche ou inerte que sous un liquide.

Selon la présente invention, il est prévu
de commander 1’ouverture et la fermeture des passages
de communication entre les compartiments au moyen d’un
dispositif de déplacement par électromouillage, tel que
décrit précédemment pour les gouttes de 1liquide a
analyser.

Le procédé selon la présente invention
commande la communication entre les zones I et II et
comporte 1’étape suivante

- de mise en place ou de retrait d’un
obturateur par électromouillage, ledit obturateur
comportant une substance apte a réagir a au moins un
stimulus extérieur pour changer d’état.

En particulier, il est ainsi prévu de
déplacer au moins un goutte de liquide, la goutte

~

contenant une substance apte a se solidifier ou a se
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gélifier, le déplacement ayant lieu par
électromouillage le long du réseau 4, jusqu’au passage
de communication a obturer. On fait ensuite réagir
cette substance contenue dans la goutte de liquide pour
former un bouchon.

On entend ©par solide ou gel, toute
substance qui ne coule pas spontanément sur une surface
et ne se déforme pas lorsqu’une tension est appliquée
sur les électrodes voisines de celles sur laquelle se
trouve la goutte de solide ou de gel.

Le changement d’état de la substance peut
étre provoqué par au moins 1l’un des stimuli suivants
donnés a titre d’exemple, un changement de température,
notamment une élévation de la température, un
changement de pH, ou de la composition d’un solvant
contenant 1la substance, un produit avec lequel la
substance va réagir, une application d’une lumiére, un
changement d’une force ionique, et/ou une application
d’un champ magnétique.

La substance ainsi solidifiée ou gélifiée
est en contact avec la paroi 20, de part et d’autre du
passage. Ce bouchon obture ainsi de maniere étanche la
communication entre les zones I et IT.

L’élévation de la température peut é&tre
obtenue, par exemple, par une zone chauffante présente
sous la puce ou par une résistance chauffante disposée
dans la puce. La zone chauffante est une zone de taille
définie qui comporte une ou plusieurs électrodes, et
dont la température peut étre augmentée ou diminuée sur
commande. La zone chauffante ou la résistance

chauffante est placée au droit du passage de
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communication, ainsi 1la substance est solidifiée ou
gélifiée directement dans le passage a obturer.

Les moyens de chauffage peuvent également
étre formés par des caténaires.

Dans le cas ou le changement d’état de la
substance est obtenu par une modification du pH ou par
une réaction avec un réactif chimique, par un
changement de solvant ou de 1la force ionique, ce
changement d’état est obtenu par une mise en contact de
la substance avec une goutte de liquide apte a faire
varier le paramétre recherché, pour transformer la
substance en solide ou en gel. De maniére avantageuse,
la deuxiéme goutte de liquide est déplacée, par
électromouillage, jusqu’au passage a obturer.

L’ ouverture du passage de communication
peut se faire, par exemple, en amenant, avantageusement
par électromouillage une troisieme goutte de liquide
apte a dissoudre 1le solide ou le gel formant
1" obturateur.

Une modification, notamment une
augmentation de la température, ou une action de la
lumiere, ou une variation du pH, ou 1l’action d’une
enzyme, ou la wvariation de la force ionique,
1’application d’un champ magnétique, ou 1la réaction
avec un réactif chimique peut étre envisagées selon la
substance utilisée. I1 est Dbien entendu que le
changement d’état peut résulter d’un ou de plusieurs
stimuli dans la liste non exhaustive ci-dessus.

Nous allons maintenant décrire a 1’aide des
figures 3a a 3g, le principe d’ouverture d’une

communication entre deux zones.
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Sur la figure 3a, on peut voir un
dispositif muni de deux zones I et II séparées par une
paroi de résine 20, de chemins de déplacement 26,28 par
électromouillage de structure semblable a celle décrite
précédemment, aptes a déplacer des petits volumes de
liquide entre les zones I et II.

Les chemins 26, 28 traversent la paroi 20
respectivement au niveau de deux passages 21,21’
pratiqués dans la paroi 20 et obturés sur la figure 3a
par un bouchon 30, 30’ respectivement. Ces bouchons 30
sont aptes a se liquéfier sous 1l’action d’au moins un
stimulus extérieur, parmi ceux cités précédemment.

Dans 1l’exemple représenté, les Dbouchons
sont aptes a se dissoudre au contact d’une goutte de
solvant 32.

Sur la figure 3b, la goutte de solvant est
disposée sur le chemin 26 sur une électrode 44
adjacente a 1’électrode 40 au droit du passage 21.

Sur la figure 3c, 1l’électrode 40 est
activée, la goutte 32 est déplacée en direction du
bouchon 30 et wvient en contact de celui-ci. Le bouchon
se dissout, Jjusqu’a libérer complétement le passage 21
(figure 3d).

Sur les figures 3e a 3g, les électrodes
suivantes du chemin 26 sont ensuite chacune leur tour
activées, provoquant le déplacement de la goutte 32
chargée de 1la substance dissoute du bouchon 30, pour
libérer le passage 21.

Cette goutte 30 peut étre utilisée pour
dissoudre 1le bouchon 30’ en rejoignant le chemin 28

raccordé au chemin 26 par des électrodes 46 ou étre
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évacuée. Cette goutte 32 peut également étre stockée et
étre utilisée pour reformer le bouchon 30, par exemple
en chauffant la goutte 30, lorsqu’elle se trouve sur
17 électrode 40.

La substance peut comporter un polymére
thermosensible pouvant étre amené sous forme de
particules en suspension dans une goutte de 1liquide
dans 1’ouverture entre les deux zones puis chauffée
jusqu’a solubilisation du polymére et refroidie jusqu’a
formation d’un gel pour fermer la communication. Le
polymére pourra étre par exemple de 1’agarose, un
gélifiant habituellement utilisé dans 1’ industrie
alimentaire ou pharmaceutique (pectine, carraghénane,
gélatine, 1’7alginate de calcium, dérivés de 1la
cellulose, chitosane en présence d’acide ...), ou un
polymeére synthétique utilisé dans un solvant adapté tel
que du polychlorure de vinyle, du poloxamére (aussi
connu sous le nom de Pluronic®), du polystyrene, du
polyméthacrylate de méthyle (PMMA). Suivant les cas, le
gel formé pourra étre mis en contact avec une goutte
contenant une enzyme détruisant le gel (par exemple la
f-agarase dans le cas d’'un gel d’agarose) par
électromouillage, et/ou étre chauffé puis retiré sous
forme liquide contenant 1le polymére pour ouvrir la

communication.

Deux exemples de fermeture et d’ouverture
d’un passage de communication selon la ©présente
invention, vont é&tre décrits.

Les zones I et IT vont contenir
respectivement des substances que 1’on souhaite isoler

dans un premier temps.
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Une goutte d’eau contenant du sucre est
amenée, par électromouillage, dans le passage 21 entre

les zones I et II a obturer. La goutte de liquide est

chauffée, tel que décrit précédemment, ce qui provoque

1’ évaporation de 1’ eau de la goutte et la
cristallisation du sucre dans le passage. La
communication entre les deux zones est alors

interrompue. La taille résultante du sucre cristallisé
est prévue de manieére a ce qu’il entre en contact avec
la paroi de résine pour obturer compléetement le passage
21.

Lorsque 1l’on souhaite a nouveau ouvrir la
passage, pour, par exemple, faire réagir les produits
contenus dans chacun des compartiments, une goutte de
liquide, par exemple de 1'eau, est amenée par
électromouillage en contact du sucre cristallisé. Les
cristaux de sucre se solubilisent. On peut prévoir, de
maniere additionnelle, de chauffer pour accélérer la
solubilisation du sucre.

Lorsque le sucre est solubilisé dans la
goutte d’eau, cette derniere est retirée du passage,
par électromouillage, pour le libérer. Le passage est a
nouveau ouvert, on peut alors prévoir de déplacer par
électromouillage les produits contenus dans les
compartiments désormais en communication pour les faire
réagir.

La goutte d’eau contenant 1le sucre peut
étre évacuée ou stockée, pour une autre utilisation
dans le méme passage ou dans un autre passage.

Le sucre présente 1" avantage d’ étre

biocompatible, son utilisation ne nécessite donc pas de
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précautions particuliéres, par exemple, ne nécessite
pas de rincage.

Ainsi la puce peut comporter une =zone de
stockage de substances aptes a former obturateur. Ces
substances peuvent étre conservées sous forme liquide
ou solide. Dans ce dernier cas, on prévoit d’amener une
goutte de 1liquide pour solubiliser la substance et
ensuite de transporter la goutte de 1liquide contenant
la substance dans le passage a obturer.

I1 est également envisageable de refermer a
nouveau le passage de communication, par exemple dans
le cas ou les compartiments forment des réservoirs,
dans lesquels le produit est prélevé en plusieurs fois.
Apreés chaque prélevement, le passage est obturé.

Dans un autre exemple de réalisation, une
porte pour obturer un passage de communication peut
également étre formée par 1’agarose. Pour obturer un
passage, une goutte contenant de 1" agarose non
solubilisé est amenée dans le passage a obturer. Ila
goutte est ensuite chauffée a une température comprise
avantageusement entre 40°C et 80°C, par exemple 70°C
par les moyens précédemment décrits, pour solubiliser
1’agarose, puis refroidie a une température inférieure
comprise avantageusement entre 4°C et 40°C, par exemple
30°C pour provoquer une gélification de 1’agarose. Le
passage est alors obturé par ce gel.

Lorsque 1l’on souhaite ouvrir ce passage, on
éleve a nouveau la température du passage au-dessus de
70°C pour faire fondre 1’agarose. Lorsque 1l’agarose est

sous forme 1liquide, 1la goutte d’agarose 1liquide est
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déplacée par électromouillage  pour 1’ écarter du
passage.

On peut également prévoir pour ouvrir le
passage d’amener une solution de B-agarase par
électromouillage en contact du gel d’agarose. La B-
agarase a pour effet de couper les grandes chaines en
sous unités ce qui transforme 1’agarose gélifié en
agarose liquide. Simultanément, 1’agarose est chauffé
pour aider & cette 1liquéfaction & une température
avantageusement comprise entre 40°C et 80°C, ©par
exemple 37°C.

De maniere avantageuse, le réseau
d’électrodes pour 1le déplacement de la substance
obturatrice peut servir pour 1le déplacement des
produits contenus dans les compartiments.

On peut prévoir de réaliser directement des
puces comportant des parois munies d’un passage obturé
par un solide ou un 1liquide qui sera facilement
transformable en liquide, comme décrit précédemment et
de ©prévoir 1’'ouverture de <ces passages lors de
1'utilisation de la puce.

On peut, par exemple, prévoir 1lors de la
fabrication de déposer aux endroits des passages, une
résine différente de celle des parois. Cette résine
sera, par exemple, trés peu recuite afin d’étre
facilement supprimée avec une goutte de solvant, type
alcool ou acétone. Puis afin de pouvoir ouvrir et
fermer les passages a volonté, une solution contenant
une autre substance apte a changer d’état plusieurs
fois, par exemple une solution aqueuse concentrée,

telle qu’une solution de sucre ou une solution de sel,
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type Na Cl est déposée sur la puce. Cette substance
sera manipulée comme décrit précédemment.

Ce mode de réalisation présente 1’avantage
d’utiliser des techniques classiques de la
microélectronique pour réaliser toute la puce, a la
fois les bouchons et les parois.

Dans le <cas ou le solvant n’est pas
compatible avec 1l’utilisation de 1la biopuce, il peut
étre prévu un ringage de la puce en faisant circuler,
par exemple quelques gouttes d’eau sur les chemins
empruntés par les gouttes de solvant.

Ce procédé de fabrication comporte donc les
étapes

- de dépdt sur un substrat d’une premiéere
couche de résine,

- de dépdét d’un masque et de gravure de
ladite premiere couche de résine pour former les parois
définitives,

- de dépdt d’une deuxieme couche de résine
et de gravure de celle-ci pour former les bouchons.

Sur les figures 4 a 6, on peut voir
différents exemples de réalisation de 1’électrode
d’électromouillage située au niveau du passage de
communication, qui sera un siége de la transformation
d’état de la goutte.

Sur la figure 4, 1l’électrode 40 est formée
par deux électrodes 40.1 et 40.2 permettant d’amener
une premiére et une deuxiéme gouttes de 1liquide, 1la
premiére contenant, par exemple, la substance apte a
changer d’état et 1la deuxiéme goutte contenant un

réactif ou une solution, par exemple, apte a modifier
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le pH de la premiére goutte pour provoquer la
solidification ou la gélification de la substance.

On peut prévoir également une électrode
40 ayant une largeur supérieure a celle des parois
(figure 5), égale a celle des parois (figure 6) ou
inférieure a celle des parois (figure 7).

La taille et 1la forme de 1’électrode 40
modifient la taille et la forme de 1l’obturateur solide
ou sous forme de gel. TLa forme de 1l’électrode 40 sera
notamment choisie afin d’obtenir un obturateur solide
ou gel étanche.

Le choix du matériau formant 1le bouchon
s’effectue en fonction des produits contenus dans les
compartiments a isoler.

La présente invention permet de créer des
portes de séparation de compartiments en fonction des
utilisations de la puce. On peut ainsi garantir
1’ absence de contamination entre les réactifs embarqués
sur la puce lors de son transport et de sa manipulation
avant son utilisation pour le test prévu et également
préserver des =zones telles qu’une =zone de détection,
type puce a ADN, du contact avec le ligquide isolant
type huile permettant les manipulations des gouttes par
électromouillage.

On peut prévoir d’obturer ou d’ouvrir
plusieurs passages simultanément en commandant, de
maniere adéquate, les moyens d’adressage des électrodes
pour amener les gouttes contenant les substances ou les

réactifs au niveau des passages.
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REVENDICATIONS

1. Procédé d’isolation de deux zZones
délimitées par au moins une paroi (20) comportant une
étape

- de mise en place, par électromouillage,
dans une ouverture (21) de ladite paroi (20) d’une
substance apte a réagir a au moins un stimulus
extérieur pour passer d’un état 1liquide a un état

solide ou de gel, formant obturateur.

2. Procédé de mise en communication de
deux zones délimitées par une paroi (20) comportant une
étape

- de retrait, par électromouillage, d’une
ouverture (21) de ladite paroi (20) d’une substance
apte a réagir a au moins un stimulus extérieur pour

passer d’un état solide ou de gel a un état liquide.

3. Procédé de commande de la communication
entre deux zones délimitées par au moins une paroi (20)
utilisant

- un procédé d’isolation selon la
revendication 1,

- un procédé de mise en communication

selon la revendication 2.

4. Procédé selon 1l’une des revendications
1 a 3, dans lequel 1’application du stimulus comporte
une modification de la température de 1la substance

et/ou un éclairage de celle-ci et/ou une application

25



10

15

20

25

30

WO 2007/012638 PCT/EP2006/064613

d’un champ magnétique et/ou une variation d’une force
ionique et/ou une mise en contact avec au moins une
deuxieéme goutte de liquide apte a modifier 1’état de la

substance, avec ladite substance.

5. Procédé selon la revendication
précédente, dans lequel ladite deuxiéme goutte est
amenée en contact avec ladite substance par

électromouillage

6. Procédé selon 1’une quelconque des
revendications 1 a 5, ladite substance comportant un
sucre, pouvant étre mise en place sous forme liquide
dans 1’ouverture (21) entre les deux =zones, ©puils
chauffée jusqu’a cristallisation du sucre, pour fermer
la communication, et/ou pouvant, sous forme
cristallisée, étre mise en contact avec une goutte de
solution aqueuse par électromouillage, puis retirée
sous forme liquide contenant le sucre, pour ouvrir la

communication.

7. Procédé selon la revendication
précédente, comportant une étape de chauffage pendant

la mise en contact.

8. Procédé selon 1’une quelconque des
revendications 1 a 5, ladite substance comportant un
polymére thermosensible, pouvant é&étre mise en place
sous forme de particules en suspension dans une goutte
de liquide dans 1’ouverture (21) entre les deux zones,

puis chauffée Jusqu’a solubilisation, et refroidie
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jusqu’a la formation d’un gel pour fermer la
communication, et/ou pouvant, sous forme de gel, é&tre
mise en contact avec une goutte d’enzyme apte a
dissoudre 1le gel par ¢électromouillage, et/ou é&tre
chauffée, puis retirée sous forme liquide contenant le

polymeére thermosensible, pour ouvrir la communication.

9. Procédé selon la revendication
précédente, dans lequel le polymére est 1’agarose et

1’enzyme est la B-agarase.

10. Procédé selon la revendication
précédente, dans lequel la température de chauffage de
1’agarose non solubilisé est comprise entre 40°C et

80°C.

11. Procédé selon la revendication 9 ou 10,
dans lequel 1la température de refroidissement est

comprise entre 4°C et 40°C.

12. Procédé selon 1’une gquelconque des
revendications 9 a 11, dans lequel la température de
chauffage du gel d’agarose est comprise entre 40°C et

80°C.

13. Dispositif de déplacement de gouttes
par électromouillage comportant au moins deux zones (I,
II) séparées par une paroi (20), au moins un passage
(21) de communication formé dans ladite paroi (20), au
moins une premiére substance sous forme d’une premiere

goutte de 1liquide ou d’un solide ou d’un gel, ladite
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substance sous forme liquide étant apte a se
transformer en solide ou gel lorsqu’elle est soumise a
au moins un premier stimulus et/ou ladite substance
sous forme solide ou de gel étant apte a se liquéfier
lorsqu’elle est soumise a au moins un deuxiéme
stimulus, des moyens de déplacement par
électromouillage de ladite substance pour 1’amener dans
le passage de communication ou 1l’en éloigner et des
moyens pour appliquer au moins un stimulus a la

substance.

14. Dispositif selon la revendication
précédente, dans lequel les moyens pour appliquer le
stimulus comportent au moins un moyen de chauffage
et/ou de refroidissement, et/ou un moyen pour éclairer
la substance, et/ou un moyen de variation d’une force
ionique, et/ou un moyen pour appliquer un champ
magnétique a la substance et/ou un moyen de mise en
contact de la substance avec une deuxieme goutte de
liquide apte a réagir avec la substance en place dans
le passage, de maniére a transformer la substance
liquide en solide ou en gel et la substance solide ou

en gel en liquide.
15. Dispositif selon la revendication
précédente, dans lequel le moyen de chauffage est une

résistance disposée dans le substrat.

16. Dispositif selon la revendication 14 ou

15, dans lequel le moyen de mise en contact de la
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substance avec la deuxieme goutte de liquide comporte

des moyens de déplacement par électromouillage.

17. Dispositif selon 1’une quelconque des

revendications 13 a 16, dans lequel la paroi (20) de

séparation est en résine.

18. Dispositif selon 1’une quelconque des
revendications 13 a 17, dans lequel la substance est un

sucre.

19. Dispositif selon 1l’une quelconque des
revendications 13 a 17, dans lequel la substance est un

polymere thermosensible.

20. Dispositif selon la revendication
précédente, dans lequel le polymére thermosensible est
1’agarose, la pectine, la carraghénane, la gélatine,
1’alginate de calcium, un dérivé de la cellulose, de la
chitosane en présence d’acide, du polychlorure de
vinyle, du poloxameére (Pluronic®), du polystyréne et/ou

du polyméthacrylate de méthyle.

21. Dispositif selon la revendication
précédente, dans lequel lorsque la substance est un
polymeére thermosensible, 1la deuxiéme goutte est une

enzyme apte a dissoudre ce gel.

22 . Dispositif selon 1’une quelconque des

revendications 13 a 17, dans lequel 1la substance est

une résine différente de celle formant les parois et
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apte a passer d’un état liquide a un état solide ou

d’un état liquide a un état solide.

23. Dispositif selon 1’une quelconque des
revendications 13 a 22, dans lequel les Zones
comportent au moins une zone de stockage d’un fluide
isolant électrique et/ou au moins une zone de stockage
d’au moins un réactif sec et/ou au moins une =zone de
stockage d’au moins un réactif liquide et/ou au moins

une zone de stockage de gaz et/ou au moins une zone de

détection de fluorescence.

24, Dispositif selon 1’une quelconque des
revendications 13 a 23, comportant au moins une zone de

stockage de la substance sous forme liquide.

25. Dispositif selon 1’une quelconque des

revendications 13 a 24, comportant des moyens de

déplacement par électromouillage entre les différentes

zones.

26. Dispositif selon 1’une quelconque des
revendications 13 a 25 en combinaison avec
la revendication 23, dans lequel des

réactions d’hybridation d’ADN, et/ou de réactions
antigéne/anticorps entre protéines sont réalisées dans

la zone de détection de fluorescence.
27. Dispositif selon 1’une quelconque des

revendications 13 & 26, dans lequel les moyens

d’électromouillage comportent un substrat a surface
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hydrophobe muni d’un réseau d’électrodes
d’électromouillage et des moyens électriquement (10)
conducteurs formant contre-électrode des électrodes
d’électromouillage, disposés en vis-a-vis, lesdites
électrodes et les moyens électriquement conducteurs
pouvant étre reliés a des moyens d’alimentation
électrique pour permettre 1’application de force

électrostatique a la goutte de liquide.

28. Dispositif selon la revendication
précédente, comportant un deuxieme substrat en regard

de la surface hydrophobe, formant capot.

29. Dispositif, selon la revendication
précédente, dans lequel la contre-électrode est portée

par le capot.

30. Procédé de fabrication d’un dispositif
selon la revendication 22, comportant les étapes

- de dépdt sur un substrat d’une premiéere
couche de résine,

- de dépdt d’un masque et de gravure de
ladite premiere couche de résine pour former des parois
(20),

- de dépdt d’une deuxieme couche de résine

et de gravure de celle-ci pour former les bouchons.
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