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centrifugeuse (13) pourvue d’une pluralité de micro-éprouvettes (12) dont I'une au moins est remplie du microéchantillon correspon-
dant et comporte un trongon supérieur de remplissage se prolongeant par un trongon inférieur de séparation de section transversale
inférieure a celle du trongon supérieur. Selon l'invention, ce systéme est pourvu d'un dispositif de commande assisté par ordina-
teur et apte 2 commander la centrifugeuse, des moyens de transfert de chaque microéchantillon vers les éprouvettes, et des moyens
d'éjection/ mise en place de celles-ci, la ou chaque éprouvette remplie présentant une masse supérieure a 10 fois la masse du mi-
croéchantillon, de sorte que I'on puisse réaliser l'extraction par centrifugation d'un ou de plusieurs microéchantillon(s) contenu(s)
dans une ou plusieurs des éprouvette(s), au fur et 2 mesure de leur remplissage.
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SYSTEME ET METHODE D’EXTRACTION EN CONTINU
D’'UNE PHASE LIQUIDE DE MICROECHANTILLONS, ET INSTALLATION
AUTOMATISEE POUR LES PRELEVER, REALISER L’EXTRACTION ET
DES MESURES LES CONCERNANT.

La présente invention concerne un systeme et une méthode
automatisés d’extraction physique en continu d’au moins une phase liquide
d’'une série de microéchantillons liquides préalablement prélevés et stockes
en étant discrétisés dans I'espace et dans le temps, ainsi qu'une installation
automatisée pour procéder successivement et en continu au prélévement, au
stockage, a l'extraction d’au moins une phase et optionnellement a des
mesures de tels microéchantillons. L’invention s'applique plus
particuliérement, mais non exclusivement, a des microéchantillons de sang

total d’'un mammifére, tel qu'un rat ou une souris.

It est connu d'utiliser la force centrifuge pour réaliser une
séparation de diverses phases ou composants de microéchantillons liquides,
tels que du sang total de mammifére, en biologie, en vue d’'extraire
physiquement par centrifugation au moins une phase de ces
microéchantillons. Cependant, la vitesse de rotation élevée qui caractérise les
centrifugeuses actuelles interdit en pratique de les faire fonctionner tant que
leur charge n’est pas équilibrée, i.e. tant que tous les microéchantillons ne
sont pas disposés aux emplacements destinés a les recevoir pendant cette
rotation, qui sont typiquement constitués de micro-conteneurs logés dans la
centrifugeuse. |

Dans le cas de microéchantillons de sang total, différentes
techniques permettent de recueillir, de filtrer puis de s'éparer le sang total en
constituants de densités différentes. On utilise généralement une micropipette
et des micro-conteneurs qui peuvent étre déja en place dans la centrifugeuse
et que l'on remplit a tour de rdle jusqu'a atteindre la capacité totale de
remplissage de la centrifugeuse. On actionne alors cette derniere en rotation

rapide, pendant une durée adaptée pour que les divers composants du sang
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(tels que le sérum/ plasma, d’'une part, et les globules rouges, d’autre part)
soient séparés a l'intérieur de chaque micro-conteneur.

On peut par exemple citer le document US-A-2004/0166551
qui présente une centrifugeuse dont les micro-conteneurs sont des
éprouvettes comportant chacune un trongon supérieur de remplissage en
microéchantillon se prolongeant, via un rétrécissement de sa section, par un
trongon inférieur de séparation des constituants de ce microéchantillon, tel
que du sang.

Il est également connu d'utiliser un agent d’extraction facilitant
cette séparation au sein des microéchantillons de sang total, dont la densité
est intermédiaire entre celle des différentes phases du sang et qui est
constitué d’un gel polymérique. On peut par exemple citer le document US-A-
5906 744 pour [lutilisation d'un tel gel d'extraction qui est de nature
thixotrope.

Lorsque l'on transfére séquentiellement des microéchantillons
sanguins dans de tels micro-conteneurs pour centrifugeuse, se pose, outre le
probléme de l'incertitude de précision volumique due a la micropipette utilisée
pour le transfert, le probléme précité résidant dans la nécessite de remplir la
totalité des micro-conteneurs en microéchantillons pour mettre en ceuvre la
centrifugation, ce qui interdit de centrifuger les microéchantillons au fur et a
mesure de leur transfert dans ces micro-conteneurs du fait du balourd (i.e.
defaut d’équilibrage de la charge dans la centrifugeuse). En genéral, le plus
petit volume de remplissage utilisé dans une centrifugeuse recevant ces
micro-conteneurs est d’environ 200 L.

Un autre inconvénient majeur des systémes et methodes
connus d’extraction de microéchantillons sanguins par centrifugation est que
I'on recourt habituellement a un opérateur pour enchainer les opérations de
prélévement de ces microéchantillons dans le mammifére concemné et de
stockage temporaire de ces derniers, puis les opérations de transfert des
microéchantillons prélevés et stockés dans les micro-conteneurs de la

centrifugeuse pour procéder a la centrifugation.
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Les principaux systémes automatisés connus pour le
prélévement de microéchantillons sanguins sont issus du domaine de
I'imagerie moléculaire en recherche pré-clinique chez de petits mammiféres.
En particulier, pour mesurer la concentration d'une molécule endogéne, on
utilise une technique d'imagerie connue sous le nom de tomographie par
émission de positons (TEP en abrégé), via la modélisation pharmacocinétique
d’'un radiotraceur administré par voie intraveineuse. Pratiquement, les
concentrations du radiotraceur sont mesurées par cette technique au cours du
temps en différents endroits de I'organisme appelés « organes », et dans le
compartiment qui délivre le radiotraceur a tous les organes, c’est-a-dire le
sang artériel. Les tomographes pour petits animaux permettent d’étendre le
champ de la TEP aux approches pré-cliniques chez le rongeur, et de faire
bénéficier de cette technique les recherches diagnostiques et thérapeutiques.
En contrepartie, il devient difficile de mesurer la fraction artérielle par les
méthodes habituelles de prélévement sanguin. C’est la raison pour laquelle
ont été développées des micro-méthodes de mesure des radiotraceurs TEP

chez les petits animaux, notamment les rats et les souris.

Une premiére micro-méthode de mesure a été développee
par un groupe de chercheurs canadiens de I'Université de Sherbrooke, ayant
pour objet des préléevements automatiques en continu. Chez les petits
animaux (rats et souris), ce groupe a ainsi développé un systeme (voir article
de Convert et al, IEEE Transactions on Nuclear Science, Vol. 54, No. 1, Feb
2007 173) commercialisé par la société AMI (Advanced Molecular Imaging) /
Gamma Medica. En résumé, le sang y est extrait de I'animal de fagon
continue a laide d'un tire-seringue et aucun recueil d’échantillons n'est
possible, ce qui présente l'inconvénient de ne pas répondre aux besoins des
nouveaux traceurs qui nécessitent la récupération ultérieure d’échantillons
sanguins.

On peut noter que ce méme groupe avait développé en 1998
(voir article de D. Lapointe et al. « A Microvolumetric Blood Counter/Sampler
for Metabolic PET Studies in Small Animals », IEEE TRANSACTIONS ON
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NUCLEAR SCIENCE, VOL. 45, NO. 4, AUGUST 1998) un systéme
permettant d’extraire des microéchantillons sanguins de 10 pL et de les
amener automatiquement dans un compteur sensible aux positons.
L'échantillonneur de sang commandé par ordinateur était basé sur une
segmentation des microéchantillons sanguins avec des microbulles d’air (de 1
a 3 pL). A la fin de l'expérience, le tube ainsi formé pouvait étre coupé,
rendant ainsi les microéchantillons disponibles pour une analyse biochimique
ultérieure. Le traitement de ces échantilions présentait I'inconvénient de ne

pas é&tre réalisé de maniére automatisée sur la ligne de prélevement.

Une seconde micro-méthode de mesure a été développée par
un groupe de chercheurs américains (Department of Molecular and Medical
Pharmacology, UCLA School of Medicine & Department of Molecular and
Medical Pharmacology), et portait sur des prélevements automatisés avec
recueil d’échantillons. On pourra utilement se reporter a l'article de Huong-
Dun Lin et al., Automatic Control System of a Microfluidic Blood Sampler for
Quantitative microPET Studies in Small Laboratory Animals, 2006 |EEE
Nuclear Science Symposium Conference Record), qui décrit un systeme de
prélévement de sang sur une puce microfluidique accueillant des échantillons
de sang de faible volume (180 nL) avec un temps d'échantillonnage réglable.
Le temps minimum entre deux échantilions y était de 2 secondes, et la
quantité de liquide déposée dépendait de la précision de la micropipette. Sur
cette puce microfluidique, seulement 18 échantillons de sang pouvaient étre
rassemblés.

Les résultats préliminaires ont permis de dériver des
cinétiques sanguines avec le radiotraceur « FDG » sur des souris. La perte de
sang total étant inférieure a 3,5 pL, l'impact sur le changement physiologique
est réduit au minimum. En contrepartie, il faut attendre que la procédure de
prélévements soit terminée pour que les échantillons de sang soient rincés de
la puce vers des micro-tubes, étant ensuite comptés dans un détecteur
gamma de type « puits ». Si cette contrainte n'est pas tres pénalisante au

début d'une fonction d'entrée, ol les premiers prélévements sont trés
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rapprochés, il n'en va pas de méme pour les derniers échantillons qui sont
beaucoup plus espacés et pour lesquels I'intervalle de temps augmente de
plus en plus. Ainsi, le comptage gamma du premier des 18 échantillons est
réalisé trés longtemps aprés son prélévement. Comme de surcroit I'activité a
mesurer décroit beaucoup elle aussi, le rapport signal sur bruit subit une tres
forte dégradation.

D’autres inconvénients de cette seconde méthode résident
dans la durée d'échantillonnage minimum entre échantillons relativement
élevée, étant de 2 secondes, et dans le fait que le comptage du radio-traceur
sur le sang total n'est réalisé qu'en fin de séquence (1 h minimum aprés
I'injection), ce qui rend cette méthode difficile @ mettre en ceuvre pour des
traceurs tel que le C dont la demi-vie est de 20 min. (il ne reste qu'un
huitiéme de quantité de traceurs aprés 1 h, puisque cela équivaut a 3 demi-
vies). Et cette décroissance rapide de la grandeur a mesurer se trouve
considérablement accrue par la difficulté de séparer le plasma (comportant le
radio-traceur) des globules. Concrétement, pour des volumes d'échantillon de
0,18 uL, on peut méme considérer comme impossible une séparation

suffisante pour permettre de réaliser des mesures différenciées en ligne.

Un but de la présente invention est de proposer un systeme
automatisé d'extraction physique en continu d’au moins une phase liquide
d'une série de microéchantillons liquides, comportant une centrifugeuse
pourvue d’une pluralité de micro-éprouvettes dont 'une au moins est remplie
du microéchantillon correspondant et comporte un trongon supérieur de
remplissage se prolongeant par un trongon inferieur de séparation de section
transversale inférieure a celle du trongon supérieur, systéme qui remédie a
ensemble des inconvénients précités.

A cet effet, un systéme automatisé d'extraction selon
linvention est pourvu d'un dispositif de commande assisté par ordinateur et
apte a commander :

- la centrifugeuse,
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- des moyens de transfert destinés a transférer, via une
pompe doseuse (telle qu'une pompe péristaltique) agencée en amont de cette
centrifugeuse, un volume déterminé de chaque microéchantillon d'un
conteneur de stockage a 'une au moins des micro-éprouvettes en attente de
remplissage, et

- des moyens d’éjection (i.e. d’extraction de la centrifugeuse)
et de mise en place des micro-éprouvettes,

ladite ou chaque micro-éprouvette ainsi remplie présentant
une masse qui est supérieure a 10 fois la masse de ce microéchantillon, de
telle sorte que l'on puisse réaliser a un instant donné l'extraction par
centrifugation d’un seul microéchantillon contenu dans une seule micro-
éprouvette ou de plusieurs microéchantillons contenus dans tout ou partie de
ces micro-éprouvettes, au fur et & mesure du remplissage de ces derniéres.

Par « microéchantillons », on entendra dans la présente
description des échantillons liquides, tels que des échantillons sanguins,
présentant chacun un volume inférieur a 100 pL et, de préférence, inférieur ou
égal a 30 pL (i.e. typiqguement des échantillons préleveés sur des petits
mammiféres, tels que des rats ou des souris).

Avantageusement, ladite ou chaque micro-éprouvette ainsi
remplie présente une masse qui est supérieure a 100 fois la masse de ce
microéchantillon.

On notera que ces caractéristiques témoignent du fait que,
selon la présente invention, la masse des micro-éprouvettes utilisées dans la
centrifugeuse n'est pas significativement modifiée par les microéchantillons
liquides quelles contiennent, ce qui permet avantageusement de centrifuger
un seul ou seulement quelques microéchantillons selon le taux de charge de
la centrifugeuse, sans devoir attendre que toutes les micro-éprouvettes
pouvant étre logées dans cette derniere soient préalablement remplies des
microéchantillons, comme dans I'état antérieur de la technique.

Selon une autre caractéristique de l'invention, lesdits trongons

de chaque micro-éprouvette présentent de préférence des volumes
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sensiblement identiques qui sont chacun prévus pour contenir pratiquement
un microéchantillon.

Egalement a titre préférentiel, ladite centrifugeuse peut étre
pourvue de moyens de mesure du niveau du microéchantillon dans ledit
trongon supérieur de chaque micro-éprouvette qui en est remplie, tels que des
photodétecteurs, de sorte a pouvoir enlever le trop-plein du microéchantillon
dans ce trongon supérieur lors de son remplissage.

On notera qu’en raison des volumes sensiblement identiques
qui caractérisent ces deux trongons de micro-éprouvette, on peut ainsi régler
a volonté le volume de chaque microéchantillon dans le trongon inférieur suite
a son introduction dans le trongon supérieur et a la centrifugation de la micro-
éprouvette. En variante, on peut procéder a ce réglage du volume par
« arasage » mécanique du niveau de microéchantillon dans le trongon
supérieur, en cas de trop-plein dans ce dernier.

Selon un mode particuliérement avantageux de réalisation de
I'invention, chaque micro-éprouvette de ladite centrifugeuse peut contenir en
outre, avant son remplissage par le microéchantillon correspondant, au moins
un agent d’extraction qui est apte a extraire ladite phase du microéchantillon
et dont la densité est choisie intermédiaire entre celle de ladite phase et celle
du reste du microéchantillon de telle sorte que, lors de la centrifugation, cet
agent migre jusqu'a linterface entre ladite phase et le reste du
microéchantillon en y formant une barriére physique.

On notera que lincorporation de cet agent d’extraction a
chaque micro-éprouvette permet de modifier encore moins la masse de cette
derniére aprés remplissage par le microéchantillon correspondant.

Avantageusement, ledit agent d’extraction comprend un gel
polymérique « MAGIC » de type a acides méthacrylique et ascorbique dans
de la gélatine et initié par du cuivre.

Le systéme d’extraction selon l'invention peut comporter en
outre une micro-pipette qui est agencée pour transférer une quantité
déterminée dudit agent d’extraction dans chaque micro-éprouvette et qui est

montée mobile sur un bras articulé.
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Selon une autre caractéristique de l'invention, lesdits moyens
de transfert sont montés mobiles sur un organe d’actionnement et peuvent
comprendre une micropipette et un bras articulé pour son actionnement qui
sont identiques ou différents a ladite micropipette et audit bras destinés a
transférer ledit agent d’extraction.

Selon une autre caractéristique de l'invention, ledit dispositif
de commande est également apte & commander l'organe d’actionnement
desdits moyens de transfert.

Avantageusement, si l'on souhaite faire tourner la
centrifugeuse avec seulement quelques microéchantillons, alors ceux-ci ne
seront pas placés dans des microéprouvettes consécutives mais répartis de
maniére équilibrée dans cette centrifugeuse.

Avantageusement, chaque microéchantillon contenu dans la
micro-éprouvette correspondante peut étre un microéchantillon de sang total
de mammifére de volume compris entre 1 UL et 100 pL, par exemple environ
égal a 8pL dans le cas d’'un microéchantillon de sang de souris ou a 30 pL
dans le cas d’'un microéchantillon de sang de rat. Ladite phase a extraire de
chaque microéchantillon peut étre alors du plasma sanguin que ledit systeme
sépare d’'éléments figurés du sang, tels que des globules rouges.

On notera que ce systéme d’extraction en continu selon
Pinvention permet notamment de séparer spatialement et automatiquement
les globules contenus dans du sang total, et qu'il est applicable au cas
particulier de l'imagerie nucléaire qui requiert de mesurer en ligne I'activité en
radiotraceur du plasma sanguin.

On notera toutefois que linvention couvre potentiellement un
domaine beaucoup plus large concernant le prélévement de microéchantilions
d’'un liquide par exemple diphasique, la discrétisation des échantillons, et pour
chacun d’eux la séparation physique de I'un au moins de ses constituants, de
densité supérieure ou inférieure a celle des autres constituants. Quant a la
finalité¢ recherchée pour cette extraction, elle peut étre de soumettre ces
parties de microéchantillons a des actions différentiees, qui, compte tenu des

volumes en cause, sont typiquement mais pas nécessairement du comptage
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radiatif ou de I'analyse, sans exclure que cette finalité concerne le domaine

nanofluidique, par exemple.

Une méthode automatisée selon linvention d'extraction
physique en continu d'au moins une phase liquide d'une série de
microéchantillons liquides, tels que des microéchantillons de sang total de
mammifére, préalablement prélevés et stockés en étant discrétisés dans
I'espace et dans le temps, est mise en ceuvre par le systéme d’extraction de
linvention décrit ci-dessus. Cette méthode comprend [l'utilisation d’au moins
une micro-éprouvette remplie d’un microéchantillon et présentant une masse
qui est supérieure a 10 fois et de préférence a 100 fois la masse de ce
microéchantillon et la commande, par ledit dispositif de commande, de la
centrifugeuse, de ladite pompe doseuse et desdits moyens d’éjection et de
mise en place des micro-éprouvettes, de telle sorte que I'on puisse réaliser a
un instant donné Fextraction par centrifugation de tout ou partie des micro-
éprouvettes, au fur et 8 mesure du remplissage de ces derniéres.

Selon le mode précité particulierement avantageux de
réalisation de 'invention, cette méthode d’extraction comprend, préalablement
au remplissage de chaque micro-éprouvette, 'incorporation a cette derniere
d’un agent d’extraction qui est apte a extraire ladite phase du microéchantillon
et dont la densité est choisie intermédiaire entre celle de ladite phase et celle
du reste du microéchantillon de telle sorte que, lors de la centrifugation, cet
agent étant initialement localisé dans ledit trongon supérieur puis, par
centrifugation, dans ledit trongon inférieur de chaque micro-éprouvette pour
migrer jusqu’a l'interface entre ladite phase et le reste du microéchantillon en
y formant une barriére physique, cet agent étant de préférence ledit gel
polymérique « MAGIC ».

Selon un mode préférentiel de réalisation de l'invention, on
met successivement en ceuvre les étapes suivantes lors de la centrifugation
de chaque micro-éprouvette : ‘

a) remplissage de chaque micro-éprouvette par cet agent

d’extraction, qui est alors localisé dans le trongon supérieur,
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b) centrifugation de chaque micro-eprouvette contenant cet
agent d’extraction, lequel passe du trongon supérieur au trongon inférieur,

c) remplissage de chaque micro-éprouvette ainsi obtenue par
un microéchantillon dans ledit trongon supérieur, puis

d) centrifugation de chaque micro-éprouvette pour I'extraction
précitée.

On notera que méme en I'absence d’agent d’extraction dans
chaque micro-éprouvette, le microéchantillon reste avantageusement dans
ledit trongon supérieur pendant le remplissage, du fait de sa viscosité
relativement élevée (notamment dans le cas d’un microéchantillon sanguin).
En cas d'un excés de microéchantillon dans ce trongon supérieur, on peut
enlever le trop-plein par exemple par « érasage » mécanique ou via les
moyens de détection précités.

Avantageusement, l'incorporation dudit agent d’'extraction a
chaque micro-éprouvette a remplir peut étre réalisée par le déplacement
d’'une micro-pipette actionnée par un bras articulé et venant introduire dans
chaque micro-éprouvette une quantité constante déterminée de cet agent,
puis par la rotation de ladite centrifugeuse jusqu'a ce que ledit agent
parvienne au fond de cette micro-éprouvette.

La méthode de [linvention comprend en outre, avant
I'extraction, un transfert d’'un volume déterminé de chaque microéchantillon
d’'un conteneur de stockage a I'une au moins des micro-éprouvettes n'ayant
pas encore regu de microéchantillon, avantageusement via le déplacement
d’une micropipette montée sur un bras articulé.

On peut par exemple utiliser pour le transfert des
microéchantillons la méme micropipette que celle transférant ledit agent.

Selon une autre caractéristique de l'invention, antérieurement
a cette extraction :

a) on préléve en continu par un systeme automatisé de
prélévement les microéchantillons selon une fonction temporelle monotone via

I'envoi a des instants t; préprogrammés, par ledit dispositif de commande a ce
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systéme de prélévement, de signaux de prélevement d'un microéchantillon g,
de volume préprogramme, puis

b) ces microéchantillons e; ainsi préleves se succedent
spatialement et temporellement dans un conduit de stockage temporaire
jusqu'a une extrémité aval de ce conduit ou chaque microéchantillon tombe
dans un réceptacle ou il est ensuite transféré en continu, via ladite pompe
doseuse de préférence péristaltique, dans les micro-éprouvettes de ladite
centrifugeuse, le synchronisme entre ce transfert et la progression des
microéchantillons dans ce conduit de stockage étant assuré par ce dispositif
de commande assisté par ordinateur.

Avantageusement, on notera que la durée d’échantillonnage
minimale est d’'une seconde avec la méthode de prélevement en continu
selon Pinvention, ce qui représente la moitié de la durée d’échantillonnage

utilisée dans I'état de 'art, comme indiqué ci-dessus.

Une installation automatisée selon l'invention pour procéder
successivement et en continu au prélévement, au stockage, a I'extraction d'au
moins une phase de microéchantilions liquides discrétisés dans l'espace et
dans le temps, comporte :

- un systéme automatisé de prélévement en continu de
microéchantillons et de stockage temporaire de ces derniers via une pompe
péristaltique pour I'aspiration par a-coups de ces microéchantillons,

- le systéme d’extraction selon l'invention, qui est agenceé en
aval de ce systéme de prélévement par lintermédiaire de ladite pompe
doseuse de préférence péristaltique, dans lequel lesdites micro-éprouvettes
présentent chacune un diamétre dans leur trongon supérieur qui est égal ou
supérieur au diamétre de leur trongon inférieur et qui est par exemple égal au
double de ce dernier diamétre, et

-ledit dispositif de commande assisté par ordinateur pour la

commande de 'ensemble de ces systemes et de ladite pompe.
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Avantageusement, chague micro-éprouvette présente une
hauteur égale ou supérieure a8 30 mm et est pourvue, dans son trongon
supérieur, d’un appareil de mesure d’'une grandeur physique relative aun
rayonnement pour lequel la paroi de chaque micro-éprouvette est
transparente et qui est disposé selon le méme axe que cette micro-
éprouvette, tel qu’'un compteur puits de rayonnement gamma ou un compteur
par fluorescence.

Avantageusement, chaque microéchantillon liquide issu dudit
systéme d’extraction et soumis a cette mesure est alors constitué de sang
total dans lequel le plasma a été séparé et éloigné des globules, cet appareil
de mesure étant un compteur gamma absolu de type compteur-puits qui est
destiné a mesurer I'activité du plasma seul ou bien des globules seuls de
chaque microéchantillon, a travers la micro-éprouvette correspondante.

Encore plus avantageusement, ledit compteur et un robot-
poussoir piloté par ordinateur sont alors respectivement agences au-dessus et
au-dessous d’un emplacement de la centrifugeuse qui est destiné a recevoir
chaque micro-éprouvette a soumettre a cette mesure, ce robot-poussoir étant
apte a pousser momentanément chaque micro-éprouvette de maniére a
amener sa partie supérieure a lintérieur d’'un blindage du compteur, pour
permettre la mesure de l'activité du plasma seul, les globules du sang
déposés par centrifugation au fond de chaque micro-éprouvette restant en

dehors de ce blindage.

Selon une autre caractéristique de linvention, ce systeme
automatisé de prélévement peut avantageusement présenter une succession
de conduits pour le passage des microéchantillons dont les élargissements de
section transversale sont tous inférieurs ou égaux a 20 % en termes de ratios
de surfaces, de telle sorte que les microéchantillons discrétisés dans |'espace
et dans le temps qui se suivent dans cette succession de conduits, en
particulier ceux dont le volume est inférieur ou égal a 30 uL, ne s’y mélangent

pratiquement pas entre eux.



10

15

20

25

30

WO 2009/010662 PCT/FR2008/000847

13

Selon une autre caractéristique de l'invention, ledit systéme
automatisé de prélévement comporte en amont un dispositif de raccordement
fluidique qui est destiné a transférer un liquide a prélever, tel que des
microéchantillons sanguins, et qui est destiné a étre raccordé a un premier
conduit par une premiére ouverture du dispositif de raccordement, lequel
comporte une seconde ouverture traversée par un second conduit destiné a
communiquer avec le premier conduit pour transférer ce liquide. Ce premier
conduit est avantageusement un cathéter micro-tubulaire souple qui est
adapté pour le prélévement de microéchantillons sanguins dans un petit
animal, tel qu’un rat ou une souris, et que I'on implante de préférence a cet
effet dans la veine caudale de cet animal.

Ce dispositif de raccordement comporte :

- un raccord fluidique femelle qui définit ladite premiere
ouverture dans laquelle est destiné a étre enfoncé ledit premier conduit et qui
comprend une surface interne d’emmanchement se terminant par une
extrémité radiale femelle ol débouche ce premier conduit, et

- un raccord fluidiqgue male qui définit ladite seconde ouverture
en étant emmanché dans le raccord femelle via sa surface externe et qui se
termine par une extrémité radiale male a 'intérieur du raccord femelle.

Selon linvention, ce dispositif de raccordement est tel que ce
second conduit est formé d’'un micro-tube souple enfoncé dans le raccord
male axialement au-dela de ladite extrémité male, I'extrémité libre du second
conduit appuyant de maniére étanche contre ladite extrémité femelle de sorte
a minimiser le volume mort entre le premier conduit et le raccord male.

On notera que ce volume mort minimisé par ce dispositif de
raccordement selon I'invention permet de remédier aux inconvénients liés a la
circulation de microéchantilions - typiquement de volumes inférieurs ou égaux
a 30 pL - avec les dispositifs de raccordement connus, qui sont notamment
une traversée retardée des premiers microéchantillons, des pertes de
volumes liquides prélevés et des mélanges potentiels des microéchantillons

nuisant a leur tragabilité, notamment).
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Selon une autre caractéristique de l'invention, ladite surface
interne d’emmanchement du raccord femelle peut étre une surface conique
convergeant vers ladite extrémité femelle avec une méme conicité que ladite
surface externe du raccord male qui converge vers ladite extrémité male. De
préférence, lesdits raccords male et femelle peuvent étre alors tous deux des
raccords de type « Luer », tels que définis par la norme ISO 59461 de 1986,
ou bien de type « Luer Lock », tels que définis par la norme ISO 594-2 de
1998.

De préférence, ledit second conduit peut dépasser de ladite
extrémité du raccord male d’'une longueur axiale qui est au moins égale a la
distance minimale dl séparant lesdites extrémités respectives des deux
raccords lorsque le raccord male est enfoncé en position de connexion dans
le raccord femelle, conformément a 'une ou a l'autre desdites normes.

Egalement a titre préférentiel, ledit second conduit est pourvu,
autour de sa paroi cylindrique et a proximité de son extrémité libre, d'un
moyen de rigidification apte a le rigidifier a I'intérieur dudit raccord femelle.

Avantageusement, ledit moyen de rigidification est forme
d’'une bague réalisée dans un matériau qui présente une rigidit¢ au moins
égale et préférentiellement supérieure a celle dudit second conduit, et qui est
apte a étre solidarisé avec lui, cette solidarisation pouvant étre directe ou par
I'intermédiaire dudit raccord fluidique male. Dans ce dernier cas, le raccord
fluidique male est nécessairement solidaire dudit second conduit.

Selon une variante préférentielle, le moyen de rigidification est
solidaire de I'extrémité du second conduit qu’il enserre, et il est monte en
appui entre ce dernier et ladite surface interne d’'emmanchement conique du
raccord femelle. A titre d’exemple, ce moyen de rigidification peut étre réalise
a base d’une résine polymeérique.

Cette bague peut étre rapportée autour du second conduit ou
bien coextrudée avec ce dernier. Selon une variante plus adaptée a la
production industrielle, le raccord male peut étre réalisé en une seule
opération par moulage, aprés un léger ré-usinage de la forme initiale du

moule permettant I'incorporation de ce moyen de rigidification.
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Ce second conduit peut par exemple étre réalisé en un
matériau a base d'un polyéthyléne de basse densité (PEBD), par exemple
pour minimiser I'absorption de rayonnements béta en vue d'un comptage de

particules réalisé en aval de ce dispositif.

Quant a la succession de conduits que comporte le systéme
de prélévement selon l'invention, elle présente avantageusement une section
transversale sensiblement constante, de sorte que les microéchantillons s’y
succédant circulent chacun sur une longueur axiale qui est supérieure a au
moins cinq fois la plus grande dimension transversale intérieure de ces
conduits (e.g. leur diamétre interne).

Selon une autre caractéristique de linvention, un dispositif
annexe peut étre agencé sur ce conduit de stockage temporaire, de sorte a
injecter entre deux microéchantillons successifs une quantité de fluides

destinés a séparer ces microéchantillons.

Ainsi, linstallation selon linvention permet notamment de
réaliser et d’enchainer automatiquement (i.e. sans aucune intervention
manuelle) une séquence de deux fonctions toutes deux automatisées
consistant, d’'une part, en un prélévement de microéchantillons - de
préférence sanguins - discrétisés temporellement et spatialement (aisément
séparables par exemple via un bris du conduit micro-tubulaire correspondant)
et, d'autre part, en une séparation spatiale dans chaque microéchantillon de
Fune au moins des phases du liquide pour la soumettre a une action
différentiée, notamment en vue de la mesure de la fonction d’entrée pour
I'imagerie nucléaire sur des mammiféres de petite taille.

On notera que la petite taille des animaux qui sont de
préférence utilisés pour le prélevement des microéchantillons requiert de
limiter le volume total de ces microéchantillons a une quantité qui est
compatible non seulement avec la santé de I'animal, mais encore avec une

perturbation aussi faible que possible de son métabolisme.
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Selon une autre caractéristique optionnelle de [linvention,
ladite installation automatisée comporte en outre un dispositif de comptage
avec une sensibilité de mesure améliorée de particules élémentaires eémises
par les microéchantillons liquides, le dispositif de comptage comportant un
conduit de transfert de ces microéchantillons et, agencés a I'extérieur du
conduit, des moyens de détection de ces particules, lesquelles sont atténuées
par une paroi du conduit et/ou par ces microéchantillons.

Selon linvention, ce dispositif de comptage comprend au
moins un trongon de comptage de section transversale oblongue qui relie
entre elles deux portions adjacentes de ce conduit présentant une plus grande
section de passage et qui présente un ratio [hauteur interne / largeur interne]
inférieur a 20 %, oU la hauteur et la largeur internes représentent
respectivement la plus petite et la plus grande dimensions transversales du
trongon mesurées selon deux directions sensiblement perpendiculaires,
lesdits moyens de détection s’étendant transversalement a ce trongon en
regard de toute sa largeur interne et de part et d’autre de celle-ci. |

On notera que dans le cas ou les particules & compter sont
des électrons ou des positons, cette géométrie extrémement aplatie du
troncon de comptage combinée & sa largeur interne relativement élevée en
regard de laquelle sont agencés en dépassement lesdits moyens de détection
procure une efficacité de comptage tres élevée,'typiquement supérieure a
50 % tant pour des radiotraceurs a base de "®F que de ''C, permettant ainsi
des mesures méme sur des microéchantillons de sang de volume inférieur a
10 pL (typiquement prélevés sur des souris) et pouvant contenir des
radiotraceurs a vie courte (tels que le ''C).

On notera en particulier que cet agencement desdits moyens
de détection a la fois en regard et en dépassement de la largeur transversale
du trongon de comptage permet de maximiser I'acceptance géométrique de
ces moyens de détection (en optimisant la « capture » des particules a
compter), contribuant ainsi & améliorer cette efficacité de comptage.

Par « section de passage », on entend dans la présente

description la section transversale interne du trongon de comptage (de forme
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oblongue ou aplatie) et celle de chacune des deux portions adjacentes a ce
trongon (de préférence circulaire).

De préférence, ce trongon de comptage présente un ratio
[hauteur interne / largeur interne] compris entre 5 % et 10 %.

Avantageusement, le ratio de la section de passage du
trongon sur celle de chaque portion adjacente peut étre inférieur ou égal a
35 % et, encore plus avantageusement, étre inférieur a 25 %.

Egalement avantageusement, ladite hauteur interne du
trongcon de comptage peut étre inférieure a 20 % du diamétre interne de
chacune des portions cylindriques adjacentes, et ladite largeur interne de ce
trongon peut étre supérieure a 1,3 fois ce diamétre interne.

Selon un mode préférentiel de réalisation de l'invention, ce
troncgon de comptage présente une section transversale sensiblement
rectangulaire dont les grands cotés et/ou les petits cotés sont incurvés selon
des courbures symétriques I'une de l'autre, de sorte que ce trongon présente
au moins en partie une face externe sensiblement convexe ou concave.

Selon une autre caractéristique préférentie"e de linvention,
ledit conduit est adapté a la circulation de microéchantillons sanguins, ladite
hauteur interne du trongon de comptage étant comprise entre 100 pm et 250
um et ladite largeur interne de ce trongon étant supérieure a 1,3 mm, alors
que la ou chaque portion cylindrique adjacente présente un diametre compris
entre 0,8 mm et 1,2 mm.

Encore plus préférentiellement, l'aire de la section de passage
dudit trongon de comptage est comprise entre 0,15 mm? et 0,25 mm?, et ce
trongon peut alors présenter une longueur comprise entre 30 mm et 40 mm de
sorte a pouvoir contenir un microéchantillon sanguin d’environ 8 uL en regard
desdits moyens de détection.

Spécifiquement lorsque les particules a compter sont des
électrons ou des positons issus de rayonnements radioactifs béta émis par les
microéchantillons, ledit trongon de comptage présente avantageusement une
paroi d’épaisseur e, exprimée en uym, et de masse volumique d, exprimée en

g/cm?®, dont le produit e.d est inférieur & 100 et de préférence inférieur a 50,
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de telle sorte que l'atténuation par ce trongon des particules a compter soit
minimiseée.

Selon une autre caractéristique avantageuse de l'invention qui
concerne notamment de telles particules de type électrons ou positions, ledit
trongon de comptage est a base d’'un polymére thermoformé de masse
volumique inférieure ou égale a 1,5 g/cm3, de préférence un polyimide de
dénomination « Kapton », et ce trongon présente une paroi d'épaisseur
inférieure & 50 uym et de préférence inférieure a 30 um.

On notera que cette sélection d’'un tel polyimide de type
« Kapton » permet d’obtenir cette valeur trés faible pour le produit e.d précite,
en comparaison des valeurs usuelles de ce produit généralement comprises
entre 150 et 200 pour les conduits connus réalisés en PEBD, qui présentent
une densité inférieure a celle de ce polyimide « Kapton » mais une épaisseur
trés nettement supérieure.

Selon une autre caractéristique de l'invention, lesdits moyens
de détection comportent avantageusement deux ensembles de détecteurs
respectivement disposés contre ou a proximité immédiate de deux grandes
faces sensiblement planes dudit trongcon de comptage qui sont distantes entre
elles de ladite hauteur et qui sont reliées entre elles par deux petites faces de
ce trongon, lesquelles sont dépassées dans le sens de ladite largeur par ces
ensembles de détecteurs afin de maximiser 'acceptance géométrique de ces
derniers.

Selon une autre caractéristique de linvention, lesdites
grandes faces du trongon de comptage présentent chacune en leur coté
externe une forme qui est avantageusement de type légérement convexe, ce
qui est particuliérement bien adapté vis-a-vis de la pression variable inhérente
aux aspirations successives des microéchantillons prélevés via ladite pompe

péristaltique.

Selon une autre caractéristique de l'invention, linstaliation
selon linvention peut étre utilisée pour mesurer des fonctions d’entree de

mammiféres pour [limagerie nucléaire, en particulier pour [limagerie
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quantitative de traceurs en tomographie par émission de positons (TEP),
chaque microéchantillon liquide étant du sang de ce mammifére, lequel est
avantageusement un rat ou une souris, chaque microéchantillon présentant

alors un volume inférieur ou égal a 30 L.

Les caractéristiques précitées de la présente invention, ainsi
que d’autres, seront mieux comprises a la lecture de la description suivante
de plusieurs exemples de réalisation de Finvention, donnés a titre illustratif et
non limitatif, ladite description étant réalisée en relation avec les dessins
joints, parmi lesquels :

la figure 1 est une vue schématique partielle d'une installation
automatisée de prélévement et de mesure selon linvention incluant un
dispositif de comptage de particules, telles que des particules béta, agencé en
amont d’un dispositif d’échantillonnage des microéchantillons préleves,

la figure 2 est une vue partielle en coupe radiale d’un dispositif
de raccordement a raccords male et femelle de type connu qui est destine a
étre connecté, d’'une part, a un cathéter et, d’autre part, & un micro-tube
souple pour le prélévement de microéchantillons,

la figure 3 est une vue partielle en coupe radiale d'un dispositif
de raccordement a raccords male et femelle selon l'invention qui est destine a
étre connecté a ce cathéter et qui forme une partie du systeme de
prélévement selon l'invention,

la figure 4 est une photographie illustrant la forme et les
dimensions relatives, en comparaison d’une piéce de 10 centimes d’euro, d'un
conduit de ce systéme de prélévement et de mesure incluant un trongon aplati
du dispositif de comptage de la figure 1 qui est apte a optimiser ce comptage
de particules,

la figure 4a est une vue schématique en section transversale
de ce trongon aplati selon linvention équipé des deux ensembles de
détecteurs illustrés a la figure 1,

la figure 5 est un graphique illustrant I'efficacité de détection

en radiotraceur '®F en fonction du seuil de détection, pour trois types de
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conduits de prélévement comprenant ce trongon de comptage aplati selon
I'invention et, a titre d’essais comparatifs, deux micro-tubes cylindriques,

les figures 6a et 6b sont deux vues schématiques en coupe
longitudinale illustrant la forme et le contenu d’'une micro-éprouvette selon
Finvention remplie d’'un microéchantillon a4 base de sang total, avant et aprés
centrifugation, respectivement, et

la figure 7 est une vue schématique d’'un systeme d’extraction
automatisé selon linvention, qui est pourvu & sa sortie d'un systéme de
mesure selon linvention formé, a titre d’exemple, d'un compteur gamma de

type a puits.

La figure 1 illustre a titre d’exemple une installation 1
automatisée pour procéder successivement et en continu au prélévement, au
stockage temporaire et a des mesures de microéchantillons sanguins d’'un
petit mammifére 2 par exemple de type rat ou souris, au moyen d’'un systeme
de prélévement 3 incluant une succession de conduits 4 et 5 de type micro-
tubes ou capillaires souples. Ce systéme de prélevement 3 comporte
essentiellement :

- un cathéter 21 qui est équipé d’un dispositif de raccordement
20 (tous deux visibles a la figure 3) et qui est destiné a aspirer par a-coups
une méme quantité de sang a prélever, via une pompe doseuse 7 qui compte
tenu de cette application est de type péristaltique,

- un systéme de comptage 6 de particules présentes dans les
microéchantillons prélevés, qui est dans cet exemple un compteur de
particules béta 6 pour des microéchantillons de sang total et qui est placé au
plus prés du point de prélévement en étant quasiment au contact d’'un trongon
de mesure 4a de cette succession de conduits 4, 5 (comme développé ci-
aprés, ce trongon 4a présente des caractéristiques de forme et de matériau
optimisées pour ce comptage et est centré par rapport aux diodes de

détection 6a que comporte le compteur 6),
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- un systéme d'échantillonnage 8 agencé en aval de la pompe
péristaltique 7, ou ces microéchantillons prélevés et analysés sont stockés et
traités, et

- un dispositif de commande 9 assisté par ordinateur pour la
commande de I'ensemble du systéme 3, en incluant cette pompe 7 (voir les
doubles fleches A et B a la figure 1 pour cette commande).

Selon linvention, la succession de conduits 4 et 5 est telle
que les élargissements de section transversale présents sur ces conduits sont
tous inférieurs ou égaux a 20 % en termes de ratios de surfaces, de sorte que
les microéchantillons se suivant dans cette succession de conduits 4 et 5 ne
s'y mélangent pratiquement pas entre eux par diffusion. De cette maniere, ces
microéchantillons sont discrétisés dans I'espace et dans le temps

Comme illustré a la figure 3, le dispositif de raccordement 20
selon linvention comporte, connecté au cathéter souple 21 qui est destiné a
étre implanté dans la veine caudale du mammifére 2 et qui présente par
exemple un diamétre extérieur de 1,5 mm et un diametre intérieur de 0,8 mm :

- un raccord fluidique femelle 22 dans lequel est enfonce le
cathéter 21 et qui comprend une surface interne d’'emmanchement conique 23
convergeant vers une extrémité radiale femelle 24 ou débouche le cathéter
21,

- un raccord fluidique male 25 qui est emmanché dans le
raccord femelle 22 via sa surface externe conique 26 avec la méme conicité
que cette surface inteme 23 du raccord femelle 22, et qui converge vers une
extrémité radiale méle 27, et

- un micro-tube souple 28 par exemple en PEBD
(polyéthyléne de basse densité, tel qu'un « PEBD 50 » ou un « PEBD 100 »)
qui est adapté pour acheminer vers un conteneur de stockage les
microéchantillons prélevés en étant discrétisés dans l'espace et dans le
temps, et qui est enfoncé dans le raccord méle 25 axialement au-dela de
Pextrémité male 27 et de maniére immédiatement adjacente & I'extrémite
femelle 24 en regard, de sorte & minimiser le volume mort localisé a l'intérieur

du raccord femelle 22 entre ces deux extrémités respectives 27 et 24.
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Plus précisément, ces raccords 22 et 25 sont des raccords de
type « Luer », tels que définis par la norme ISO 59461 de 1986, ou bien de
type « Luer Lock », tels que définis par la norme ISO 594-2 de 1998.

De préférence, le micro-tube 28 dépasse de 'extrémité male
27 d'une longueur axiale qui est au moins égale a la distance minimale dl
séparant les extrémités 27 et 24 lorsque le raccord male 25 est enfoncé en
position de connexion dans le raccord femelle 22, conformément a I'une ou a
I'autre de ces normes. En fait et comme illustré a la figure 3, ce micro-tube 28
appuie de maniére étanche contre I'extrémité femelle 24. |

Le raccord male 25 selon l'invention permet de s’affranchir du
volume mort inhérent a la différence de longueur dl précitée en référence aux
dispositifs de raccordement connus illustrés a la figure 2.

Comme illustré a cette figure 3, le micro-tube 28 de I'invention
est pourvu, a son extrémité libre adjacente au cathéter 21, d'un anneau de
rigidification 29 monté entre la paroi cylindrique du micro-tube 28 et la surface
interne 23 du raccord femelle 22. Avantageusement, le moyen de rigidification
29 est formé d’une bague réalisée dans un matériau de rigidité au moins
égale et préférentiellement supérieure a celle du micro-tube 28, et apte a se
solidariser avec lui, cette solidarisation pouvant étre directe ou par
lintermédiaire du raccord male 25. Dans ce dernier cas, le raccord male 25
est nécessairement solidaire du micro-tube 28.

Selon une variante préférentielle, la bague 29 est solidaire de
lextrémité du micro-tube 28 et peut étre réalisée a base d'une résine
polymérique. Cette bague 29 peut étre rapportée autour du micro-tube 28 ou
bien coextrudée avec ce dernier.

On a fabriqué le dispositif de raccordement 20 selon
Finvention a partir d’un dispositif 20’ de F'art antérieur, en y percant un orifice
de section annulaire pour y introduire a force le micro-tube 28 (la coupe
franche de I'extrémité étant perpendiculaire a 'axe du micro-tube 28).

On notera que le raccord male 25 selon l'invention est ainsi
compatible avec toute la gamme des matériels standards « Luer » femelle

selon les normes précitées, et qu'il permet avantageusement de supprimer le
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volume mort dans le dispositif de raccordement 20 (ce volume mort pouvant
correspondre a une augmentation de section transversale de 20 % par rapport
3 la section minimale du conduit) et, par conséquent, de transférer notamment
des microéchantillons sanguins sans risque de mélange de ceux-ci (avec
donc une tracgabilité parfaite, les échantillons en sortie de ligne étant
conformes a ceux en entrée de ligne). En outre, cela permet de ne pas devoir
attendre le prélévement de trop nombreux microéchantillons pour commencer
les mesures ou analyses, et également de ne pas gaspiller un volume de

liquide correspondant au volume mort.

Comme illustré aux figures 4 et 4a, on a prévu dans la
succession de conduits de prélévement 4, 5 selon l'invention un trongon de
comptage aplati 4a qui relie entre elles deux portions cylindriques et qui est
concu pour optimiser le comptage de particules par le dispositif 6 de la figure
1 (tel qu'un compteur béta, que I'on utilise avantageusement pour la mesure
de la fonction d’entrée du petit mammifére 2). On a ainsi choisi de reduire le
volume de détection et d’augmenter 'efficacité de comptage.

A cet effet, on a fagconné par thermoformage ce trongon aplati
4a de section transversale oblongue qui est réalisé de préférence en un
polyimide de dénomination « Kapton » (de masse volumique égale a 1,42
g/cm?, avec une paroi de 25 ym 10 % d'épaisseur) et qui relie entre eux
deux micro-tubes cylindriques par exemple en PEBD (polyéthyléne de basse
densité) de diamétre interne égal @ 1 mm environ. Comme illustré a la figure
4a, les diodes de détection 6a du dispositif 6 de comptage sont agencées de
part et d’autre des faces externes des grands cotés 4aa du trongon 4a, par
rapport & sa plus petite dimension transversale constituée ici par sa hauteur h.

Dans cet exemple de réalisation, le trongon aplati 4a présente
une section transversale sensiblement rectangulaire dont les faces externes
des petits cotés 4ab sont incurvées selon des courbures convexes
symétriques I'une de l'autre, et ce trongon présente un ratio [hauteur interne h
/ largeur interne I} d’environ 8 %, ou la hauteur et la largeur internes sont

respectivement égales a 130 pm et & 1490 uym.
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Quant au ratio surfacique de la section de passage du trongon
aplati 4a — d’environ 0,1937 mm? - sur celle de chaque portion cylindrique
adjacente (de section interne d’environ 0,785 mm?), il est legérement inférieur
a 25 %.

En outre, le trongon aplati 4a présente une paroi d'épaisseur e
et de masse volumique d dont le produit e.d est sensiblement égal a 35,5
(avec e = 25 ym et d = 1,42 g/cm®), ce qui est trés nettement inférieur aux
valeurs usuellement utilisées qui sont généralement comprises entre 150 et
200 pour les micro-conduits réalisés en PEBD (qui présentent une densité
inférieure a celle du « Kapton » mais une épaisseur nettement supérieure), de
telle sorte que Fatténuation par ce trongon 4a selon l'invention des particules a
compter, telles que des électrons ou des particules béta, est nettement
minimisée.

Comme illustré a la figure 4a, le trongon aplati 4a est équipe,
en regard de ses grandes faces 4aa — qui sont de préférence légerement
convexes - et venant en dépassement de ses petites faces 4ab, de deux
ensembles desdites diodes de détection 6a aptes a compter lesdites
particules de chaque microéchantillon liquide y circulant (ce dépassement des
diodes 6a permet d'optimiser leur acceptance géométrique, et donc la
« capture » des particules a compter).

Le procédé de thermoformage utilisé pour I'obtention de ce
trongon aplati 4a selon I'invention comprend notamment les étapes suivantes :

- mise en place du trongon 4a a froid dans le gabarit de
formage,

- raccordement de ses deux extrémités a des micro-tubes
souples pour la mise en pression,

- mise sous pression (1,5 bars de pression relative),

- chauffage du gabarit 4 300° C pendant 15 minutes,

- refroidissement sous pression, et

- chute lente de la pression aprés refroidissement.

On obtient par ce thermoformage un trongon aplati de

comptage 4a dont les deux grandes faces 4aa présentent chacune une
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superficie d’environ 1,5 mm x 35 mm soit 52,5 mm?, ce qui se traduit par une
minimisation de I'épaisseur de liquide que le positon ou I'électron doit

traverser pour atteindre les détecteurs 6a.

Le graphique de la figure 5 illustre, sous forme de courbes de
simulation confirmées par I'expérience, les résultats d’efficacité de comptage
obtenus pour deux séries d’expériences S1 et S2, réalisées chacune :

| - avec un conduit selon l'invention de rayon égal a 0,5 mm
pour les portions cylindriques et incorporant ce trongon 4a aplati, avec un
volume de microéchantillon sanguin prélevé de 8 pL (compatible avec une
souris),

- avec un premier conduit « témoin » cylindrique sur toute sa
longueur (i.e. sans trongon aplati) présentant un rayon de 0,5 mm, avec un
volume de microéchantillon sanguin prélevé de 30 pL (compatible avec un
rat), et

- avec un second conduit « témoin » cylindrique sur toute sa
longueur (i.e. sans trongon aplati) présentant un rayon de 0,25 mm, avec un
volume de microéchantillon sanguin prélevé de 8 pL.

Grace a ce trongcon aplati 4a, on note que lefficacite de
détection des positons augmente, passant de 32 % avec les micro-tubes
cylindriques & plus de 60 % avec le micro-tube de Finvention, pour le seuil
minimum (d’environ 46 Kev). Le gain est méme plus important car un conduit
micro-tubulaire cylindrique compatible avec 8 pL donnerait environ 25 %
d’efficacité. Le micro-tube optimisé selon l'invention permet ainsi de travailler
avec des échantillons de 8 pL, en atteignant plus de 60 % d’efficacité au seuil
minimum, contre seulement 25 % avec un micro-tube entiérement cylindrique
sur sa longueur, ce qui rend le systtme de prélévement 3 selon linvention

particuliérement bien adapté a la mesure de la fonction d’'entrée d’une souris.

En relation avec la figure 1, on va a présent décrire plus
précisément le dispositif et la méthode de comptage des particules béta

utilisés en relation avec le systéme de prélévement automatisé 3.
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Quelques centimétres en aval du premier conduit 4 de
prélévement, chaque microéchantillon passe au plus prés du compteur de
particules béta 6, pour lequel I'épaisseur de la paroi du conduit n'apporte
qu'une trés faible atténuation. Le trongon aplati 4a, fixé dans le boitier 6b du
compteur 6, permet de minimiser le taux d’annihilation des positons dans les
parois, et sa géométrie est telle qu'il peut contenir le volume d’un échantillon
(de 30 pL ou de 8 L) correctement centré sous les six diodes de détection en
silicium (10 x 10 x 0,3 mm?3) entourant le trongon 4a, comme illustré a la figure
1. Ces diodes 6a sont elles-mémes entourées d'un blindage de plomb de 2
cm d’épaisseur destiné a supprimer le bruit physique venant des photons
issus de I'animal 2. Le reste de ce systéme de mesure 6 comporte une carte
électronique de traitement et interfagcage, I'ensemble privilégiant la compacité
et la robustesse en formant un boitier 6b de petites dimensions (8 x 10 x 4
cmd).

Il est avantageux, pour minimiser la probabilité d’anihilation
dans le sang d’un positon issu de la radioactivité béta, de donner au micro-
tube souple la forme aplatie du trongon 4a, au moins a 'endroit de son
passage devant les diodes 6a. Par ailleurs, comme expliqué précédemment,
cette configuration géométrique assure un étalement du liquide en une nappe
fine, ce qui augmente la surface de liquide en regard des surfaces détectrices.
La configuration retenue pour le systéme de mesure 6 est la suivante.

Le trongon aplati 4a, de 25 pm d'épaisseur de paroi, est placé
en « sandwich » entre les diodes 6a de 0,3 mm d’épaisseur (trois diodes 6a
en haut et trois autres en bas).

L'électronique de lecture de ces diodes 6a ainsi que
I'électronique gérant Pacquisition et le transfert de données ont été intégrées
dans un unique module électronique, qui a été optimisé afin de réduire au
maximum le bruit électronique permettant de minimiser le seuil de détection
pour une meilleure efficacite.

L'électronique « front-end » (mise en forme et discriminateur)
est assurée par un « ASIC » (comprenant 16 voies, un seuil commun, 16

sorties + 1 OR). Le seuil est réglable par l'utilisateur. La carte d’acquisition est
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une carte de test « USB » configurable qui tire parti de la souplesse de
I'interface « USB » des ordinateurs personnels et des progrés des circuits
numériques configurables « FPGA » (« Field Programmable Gate Array »).
Elle permet de traiter rapidement un grand nombre de signaux et est
programmable depuis l'interface d'un ordinateur.

Le schéma de principe est illustré a la figure 1. Le conduit de
prélévement 4 se prolonge par le trongon aplati 4a qui prend le relais a
Fintérieur du boitier 6b, et le sang ressort de l'autre c6té de celui-ci. Cette
circulation du sang est réalisée grace a la pompe péristaltique 7. Le volume
des microéchantillons prélevés est réglable, ainsi que leur temps de
prélévement. Ces paramétres sont pilotés par l'ordinateur du dispositif de
commande 9 de linstallation 1.

L'espacement minimum entre deux prélévements de
microéchantillons est de 1 seconde. Afin de couvrir la dynamique d'une
cinétique de radiotraceur dans le sang, les microéchantillons sont préleves
toutes les secondes aprés l'injection pendant environ 30 secondes a 1 minute,
puis ils sont prélevés de fagon plus espacée dans le temps, la pente de la
courbe étant plus faible pendant cette phase.

Les connexions entre les divers conduits et le boitier 6b sont
congues pour éviter toute perte de volume des microéchantillons et toute
diffusion entre deux microéchantillons adjacents.

Ces microéchantillons sanguins sont ainsi prélevés de fagon
discréte dans lespace et dans le temps, et ils progressent sans diffuser
jusqu'au systéme d’échantillonnage 8 ou ils sont stockés et avantageusement
soumis a I'extraction d’'une au moins de leurs phases ou de leurs composants,
mise en ceuvre par centrifugation comme cela va étre décrit ci-aprés en

référence aux figures 6a, 6b et 7.

Comme illustré aux figures 6a et 6b, le systéeme automatisé
d'extraction en continu 10 que comporte linstallation 1 selon l'invention, en
aval du systéme de prélévement 3 et de la pompe péristaltique 7, est destiné

a séparer, a lintérieur de chaque microéchantillon liquide 11, l'une des
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phases 11a ou Fun des composants ayant une densité significativement
différente du reste 11b du microéchantillon, via une centrifugation mise en
ceuvre dans des micro-éprouvettes 12 présentant chacune un trongon
supérieur de remplissage 12a et un trongon inférieur de séparation 12b.

Les microéchantilons 11 arrivent en se succédant
spatialement dans le conduit de stockage temporaire des échantillons,
adjacent au systéme d'échantillonnage 8 visible a la figure 1. A Pextrémité
aval de ce conduit de stockage, chaque microéchantillon 11 tombe dans un
réceptacle ou vient le prendre une micro-pipette qui est montée sur un bras
articulé (non illustrée) et qui s’adapte a I'extrémité évasée de ce conduit, le
synchronisme entre ces actions et la progression des microéchantillons 11
dans le conduit de stockage étant assuré par le dispositif de commande 9
assisté par ordinateur.

Comme illustré a la figure 7, cette micro-pipette transfere
successivement les microéchantillons 11 ainsi prélevés dans des micro-
éprouvettes 12 spécifiques aptes a les recevoir (le volume de chaque
microéchantillon 11 étant compris entre 1 pL et 100 pL) et a tourner a vitesse
élevée sur une centrifugeuse 13, laquelle est de type carrousel avec des
emplacements aptes a recevoir ces micro-éprouvettes 12. Cette centrifugeuse
13 est également commandée par le dispositif de commande 9 informatise.
Ainsi, la totalité du systéme d’extraction 10 est commandée par ordinateur, en
synchronisme avec le systéme de prélévement 3 et la micro-pipette de
transfert des microéchantillons.

Comme expliqué précédemment en relation avec la présente
invention, il convient de noter que 'une au moins ou chaque micro-éprouvette
12 remplie par le microéchantillon 11 correspondant présente une masse
supérieure a 10 fois et de préférence a 100 fois la masse de ce
microéchantillon 11, de sorte que I'on puisse réaliser a un instant donné
I'extraction par centrifugation d’'un microéchantillon 11 contenu dans une
seule micro-éprouvette 12 ou une partie seulement des micro-éprouvettes 12
pouvant étre recues dans la centrifugeuse 13, au fur et & mesure de leur

remplissage.



10

15

20

25

30

WO 2009/010662 PCT/FR2008/000847

29

Le procédé d’extraction mis en oeuvre au moyen du systéme
10 comprend la succession d'étapes suivantes :

- pour au moins une micro-éprouvette 12 placee dans un
logement du carrousel de la centrifugeuse 13 et n‘ayant pas encore regu de
microéchantillon, la micro-pipette de transfert préléve dans ledit réceptacle un
microéchantillon et l'introduit dans cette micro-éprouvette 12,

- la centrifugeuse 13 tourne (voir fleche C) jusqu’a ce que,
pour chaque microéchantillon 11, 'un au moins des composants 11a, tel que
le plasma, ait été séparé du reste 11b, dans ce cas les éléments figurés du
sang (e.g. les globules rouges), puis s'arréte, puis

- le dispositif d’éjection éjecte la ou les micro-éprouvette(s)
ayant regu un microéchantillon 11.

On notera que le rotor de la centrifugeuse 13 peut assurer
égalemenAt la fonction de positionnement des micro-éprouvettes 12 devant la
micro-buse de remplissage 14 de la centrifugeuse 13.

De préférence, ce procédé d’extraction selon linvention
comprend l'adjonction préalable a chaque micro-éprouvette 12 d’'un agent
d’extraction 15 (voir figures 6a et 6b) dont la densité est comprise entre la
densité de la phase du liquide a séparer et celle du reste du liquide. A titre
encore plus préférentiel dans le cadre de microéchantillons sanguins, la
densité de cet agent 15 est prévue sensiblement égale a la valeur médiane
entre la densité du plasma sanguin et celle des globules. Avantageusement,
on utilise a titre d’agent d’extraction 15 un gel polymérique « MAGIC » de type
a acides méthacrylique et ascorbique dans de la gélatine et initie par du
cuivre, de sorte que lors de la centrifugation, cet agent 15 initialement déposé
au fond de chaque micro-éprouvette 12 migre jusqu’a l'interface entre ladite
phase & extraire 11a et le reste 11b du microéchantillon 11, en y formant une
barriere physique par laquelle transite la phase 11b qui vient se déposer au
fond de la micro-éprouvette 12. Ainsi, dans le cas de microéchantillons 11a de
sang total, seuls les éléments figurés 11b transitent dans le gel 15 pour

atteindre le fond de chaque micro-éprouvette 12, le plasma 11a extrait restant
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en surface du gel et la distance entre plasma 11a et éléments figurés 11b
étant alors maximale (voir figures 6a et 6b).

Plus précisément, on met successivement en ceuvre les
étapes suivantes lors de la centrifugation des micro-éprouvettes 12 :

a) remplissage de chaque micro-éprouvette 12 par le gel 15,
qui est alors localisé dans le trongon supérieur 12a,

b) mise en place des micro-éprouvettes 12 dans le rotor de la
centrifugeuse 13,

c) centrifugation des micro-éprouvettes 12 contenant ce gel
15, lequel remplit intégralement le trongon inférieur 12b,

d) dépdt d’'un microéchantillon dans le trongon 12a de chaque
micro-éprouvette 12 ainsi obtenue, puis

e) centrifugation des micro-éprouvettes 12 pour réaliser
I'extraction précitée.

Les étapes a) et b) peuvent étre interverties sans que l'on

sorte du cadre de l'invention.

Selon une variante de l'invention, les étapes a) et ¢) peuvent
étre réalisées préalablement a Iétape b), éventuellement sur une autre
installation. Dans ce cas, 'emploi de micro-éprouvettes 12 pré-remplies de gel
et pré-centrifugées permet avantageusement de simplifier les opérations en
ligne. On pourra de maniére encore plus avantageuse utiliser un plateau de
centrifugeuse préalablement rempli de micro-éprouvettes pré-remplies et pré-

centrifugées.

Afin de minimiser le décalage temporel entre le temps de
prélévement d’'un microéchantillon et celui de son comptage en sang total et
en plasma, et compte tenu du fait que les prélévements de microéchantillons
sont effectués a des intervalles de temps trés inégaux, on notera que ce
systéme d’extraction selon l'invention permet d’effectuer indifféeremment la
centrifugation d'un seul microéchantillon 11, de quelques microéchantillons 11

ou encore de la totalité des microéchantillons que peut contenir la
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centrifugeuse 13, du fait que la masse de chaque micro-éprouvette 12 n'est
pas significativement modifiée par l'introduction de chaque microéchantillon
11. On notera également que I'adjonction de I'agent d'extraction 15 de type
gel « MAGIC » avant remplissage de chaque micro-eprouvette 12 par un
microéchantillon 11 rend encore plus négligeable la masse de ce dernier.

On peut ainsi procéder de maniére continue a une
centrifugation « en ligne » au fur et @ mesure du remplissage de chaque
micro-éprouvette 12 (par exemple dés qu’un microéchantillon 11 est déposé
ou bien dés qu'une phase de pause suffisamment longue - au moins une
minute — se présente) indépendamment du taux de charge de la centrifugeuse
13, contrairement aux systémes connus de centrifugation qui requierent le
remplissage complet des micro-éprouvettes positionnées dans la
centrifugeuse pour assurer I'équilibrage du rotor (i.e. I'absence de balourd)

avant d’autoriser la phase de centrifugation.

Comme illustré également a la figure 7, aprés extraction
automatisée d’une micro-éprouvette 12 du rotor de la centrifugeuse 13, cette
micro-éprouvette centrifugée peut passer devant un dernier systeme de
mesure 30 d'une grandeur physique pour laquelle la paroi de chaque micro-
éprouvette 12 est transparente, et qui est ici un compteur gamma de type
comptage-puits effectuant un comptage gamma du plasma seul. Ce compteur
gamma 30 coopére avec un robot-poussoir 31 piloté par ordinateur qui est
positionné de I'autre coté de la centrifugeuse 13 et qui est apte a pousser (voir
fleche D) chaque micro-éprouvette 12 de maniére a amener la partie
supérieure de cette derniére a l'intérieur d'un blindage de ce compteur 30,
pour permettre la mesure de l'activitt¢ du plasma 11a seul, les éléments
figurés 11b du sang déposés par centrifugation au fond de chaque micro-

éprouvette 12 restant en dehors de ce blindage.

De maniére générale en référence a [linstallation 1
automatisée selon linvention, on notera que le décalage temporel entre

Iinstant de prélévement d’'un microéchantillon et celui de son comptage en
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plasma doit étre minimisé pour éviter que la décroissance radioactive
naturelle du radiotraceur diminue la statistique de comptage lors de la phase
de comptage en plasma. Pour répondre & ce besoin, on peut réaliser un
traitement asynchrone des microéchantillons, pour permettre 'acheminement
d’'un microéchantillon depuis son point de prélévement jusqu’au séparateur
plasma sans attendre que le microéchantillon suivant soit prélevé. Ce
traitement n'est possible que dans des phases ou la fréquence des
prélévements est lente. Dans les phases de prelevement a fréquence rapide,
les microéchantillons successifs sont acheminés au fur et a mesure que les
suivants sont prélevés. Par contre, lorsqu'un microéchantillon est prélevé
dans une séquence lente, 'automate de l'invention le discrétise, et lemmeéne
seul a travers la chaine d’analyse.

On notera par ailleurs que linstallation automatisée de
I'invention est particuliérement bien adaptée a la recherche pré-clinique pour
imagerie quantitative de nouvéaux traceurs en tomographie par émission de
positons (TEP). Dans ce cas, le liquide considéré est du sang, et I'application
consiste a mesurer la fonction d’entrée pour de petits animaux comme les rats
ou les souris. La faible taille de ces animaux, et donc la faible quantité totale
de sang >qu’ils possédent, limitent le volume de chaque microéchantillon a

environ 30 pL pour les rats, et a environ 8 pL pour les souris.
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REVENDICATIONS

1) Systéme automatisé (10) d’extraction physique en continu
d’au moins une phase liquide (11a) d’'une série de microéchantillons liquides
(11), comportant une centrifugeuse (13) pourvue d’une pluralite de micro-
éprouvettes (12) dont l'une au moins est remplie du microéchantilion
correspondant et comporte un trongon supérieur de remplissage (12a) se
prolongeant par un trongon inférieur de séparation (12b) de section
transversale inférieure a celle du trongon supérieur, caractéerisé en ce que ce
systéme est pourvu d’un dispositif de commande (9) assisté par ordinateur et
apte a commander :

- la centrifugeuse (13),

- des moyens de transfert destinés a transférer, via une
pompe doseuse (7) agencée en amont de cette centrifugeuse, un volume
déterminé de chaque microéchantillon d’'un conteneur de stockage (8) a I'une
au moins des micro-éprouvettes en attente de remplissage, et

- des moyens d’éjection et de mise en place des micro-
éprouvettes,

ladite ou chaque éprouvette ainsi remplie présentant une
masse qui est supérieure a 10 fois la masse de ce microéchantillon, de telle
sorte que I'on puisse réaliser a un instant donné I'extraction par centrifugation
d’'un seul microéchantillon contenu dans une seule micro-éprouvette ou de
plusieurs microéchantillons contenus dans tout ou partie de ces micro-

éprouvettes, au fur et a mesure du remplissage de ces dernieres.

2) Systeme automatisé (10) d’extraction en continu selon la
revendication 1, caractérisé en ce que ladite ou chaque micro-éprouvette (12)
ainsi remplie présente une masse qui est supérieure a 100 fois la masse de

ce microéchantillon (11).

3) Systéme automatisé (10) d’extraction en continu selon la

revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que lesdits trongons (12a et 12b) de
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chaq;ue micro-éprouvette (12) présentent des volumes sensiblement
identiques qui sont chacun prévus pour contenir pratiqguement un

microéchantillon (11).

4) Systéme automatisé (10) d’extraction en continu selon une
des revendications précédentes, caractérisé en ce que chaque micro-
éprouvette (12) contient en outre, avant son remplissage par le
microéchantillon (11) correspondant, au moins un agent d’extraction (15) qui
est apte a extraire ladite phase (11a) du microéchantillon et dont la densité est
choisie intermédiaire entre celle de ladite phase et celle du reste (11b) du
microéchantillon de telle sorte que, lors de la centrifugation, cet agent migre
jusqu’a linterface entre ladite phase et le reste du microéchantillon en y

formant une barriére physique.

5) Systéme automatisé (10) d’extraction en continu selon la
revendication 4, caractérisé en ce que ledit agent d’extraction (15) comprend
un gel polymérique « MAGIC » de type a acides méthacrylique et ascorbique

dans de la gélatine et initi€ par du cuivre.

6) Systéme automatisé (10) d’extraction en continu selon la
revendication 4 ou 5, caractérisé en ce qu'il comporte en outre une micro-
pipette qui est agencée pour transférer une quantité déterminée dudit agent
d’extraction (15) dans chaque micro-éprouvette (12) et qui est montée mobile

sur un bras articulé.

7) Systéme automatisé (10) d’extraction en continu selon une
des revendications précédentes, caractérisé en ce que lesdits moyens de

transfert sont montés mobiles sur un organe d’actionnement.

8) Systéme automatisé (10) d’extraction en continu selon la
revendication 7, caractérisé en ce que ladite pompe doseuse (7) est une

pompe péristaltique.
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9) Systéme automatisé (10) d’extraction en continu selon la
revendication 6 et 'une des revendications 7 ou 8, caractérisé en ce que ces
moyens de transfert comprennent une micropipette et un bras articulé pour
son actionnement qui sont identiques ou différents a ladite micropipette et

audit bras destinés a transférer ledit agent d’extraction (15).

10) Systéme automatisé (10) d’extraction en continu selon la
revendication 7 ou 8 et selon la revendication 9, caractérisé en ce que ledit
dispositif de commande (9) est également apte a commander l'organe

d’actionnement desdits moyens de transfert.

11) Systéme automatisé (10) d’extraction en continu selon
une des revendications précédentes, caractérisé en ce que chaque
microéchantillon (11) contenu dans la micro-éprouvette (12) correspondante
est un microéchantillon de sang total de mammifére de volume compris entre
1 pL et 100 pL, par exemple environ égal a 8 pL dans le cas d'un
microéchantillon de sang de souris ou a 30 uL dans le cas dun

microéchantillon de sang de rat.

12) Systéme automatisé (10) d’extraction en continu selon la
revendication 11, caractérisé en ce que ladite phase (11a) a extraire de
chaque microéchantilon (11) est du plasma sanguin que ledit systeme sépare

d’éléments figurés (11b) du sang, tels que des globules rouges.

13) Méthode automatisée d’extraction physique en continu
d’au moins une phase liquide (11a) d’'une série de microéchantillons liquides
(11), tels que des microéchantilons de sang total de mammifére,
préalablement prélevés et stockés en étant discrétisés dans I'espace et dans
le temps, cette méthode étant mise en ceuvre par un systéme (10) selon une
des revendications précédentes, caractérisée en ce que cette méthode

comprend lutilisation d’au moins une micro-éprouvette (12) remplie d’un
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microéchantillon (11) et présentant une masse qui est supérieure a 10 fois et
de préférence a 100 fois la masse de ce microéchantillon et la commande, par
ledit dispositif de commande (9), de la centrifugeuse (13), de ladite pompe
doseuse (7) et desdits moyens d’éjection et de mise en place des micro-
éprouvettes, de telle sorte que l'on puisse réaliser a un instant donné
I'extraction par centrifugation de tout ou partie des micro-éprouvettes, au fur et

a mesure du remplissage de ces derniéres.

14) Méthode automatisée d’extraction physique en continu
selon la revendication 13, caractérisée en ce qu’elle comprend, préalablement
au remplissage de chaque micro-éprouvette (12), lincorporation a cette
derniére d’'un agent d’extraction (15) qui est apte a extraire ladite phase (11a)
du microéchantillon (11) et dont la densité est choisie intermédiaire entre celle
de ladite phase et celle du reste (11b) du microéchantillon de telle sorte que,
lors de la centrifugation, cet agent étant initialement localisé dans ledit trongon
supérieur puis, par centrifugat_ion, dans ledit trongon inférieur de chaque
micro-éprouvette pour migrer jusqu'a linterface entre ladite phase et le reste
du microéchantillon en y formant une barriére physique,' ledit agent
d’extraction étant de préférence un gel polymérique « MAGIC » de type a

acides méthacrylique et ascorbique dans de la gélatine et initié par du cuivre.

15) Méthode automatisée d’extraction physique en continu
selon la revendication 14, caractérisée en ce que lincorporation dudit agent
d’extraction (15) a chaque micro—éprouvette (12) a remplir est réalisée par le
déplacement d’'une micro-pipette actionnée par un bras articulé et venant
introduire dans chaque micro-éprouvette une quantité constante déterminée
de cet agent, puis par la rotation de ladite centrifugeuse (13) jusqu'a ce que

ledit agent parvienne au fond de cette micro-éprouvette.

16) Méthode automatisée d'extraction physique en continu
selon une des revendications 13 a 15, caractérisée en ce qu’elle comprend en

outre, avant l'extraction, un transfert d’'un volume déterminé de chaque
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microéchantillon (11) d'un conteneur de stockage a I'une au moins des micro-
éprouvettes (12) n'ayant pas encore regu de microéchantillon, via le

déplacement d’une micropipette montée sur un bras articulé.

17) Méthode automatisée d’extraction physique en continu
selon les revendications 15 et 16, caractérisée en ce qu'on utilise pour le
transfert des microéchantillons (11) la méme micropipette que celle

transférant ledit agent (15).

18) Méthode automatisée d’extraction physique en continu
selon une des revendications 13 a 17, caractérisée en ce gu’antérieurement a
cette extraction :

a) on préléve en continu par un systéme automatisé de
prélévement (3) les microéchantillons (11) selon une fonction temporelle
monotone via I'envoi a des instants t; préprogrammeés, par ledit dispositif de
commande (9) a ce systéme de prélévement, de signaux de prélévement d'un
microéchantillon de volume préprogrammé, puis

b) ces microéchantillons ainsi prélevés se succedent
spatialement et temporellement dans un conduit de stockage temporaire
jusqu'a une extrémité aval de ce conduit ot chaque microéchantillon tombe
dans un réceptacle (8) ou il est ensuite transféré en continu, via ladite pompe
doseuse (7), dans les micro-éprouvettes (12) de ladite centrifugeuse (13), le
synchronisme entre ce transfert et la progression des microéchantillons dans
ce conduit de stockage étant assuré par ce dispositif de commande assisté

par ordinateur.

19) Installation automatisée (1) pour procéder successivement
et en continu au prélévement, au stockage, a I'extraction d’au moins une
phase (11a) de microéchantillons liquides (11) discrétisés dans l'espace et

dans le temps, caractérisée en ce que l'installation comporte :
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- un systéme automatisé de prélévement en continu (3) de
microéchantillons et de stockage temporaire de ces derniers via une pompe
doseuse (7) pour I'aspiration par a-coups de ces microéchantilions,

- un systéme d’extraction (10) selon une des revendications 1
a 12, qui est agencé en aval de ce systéme de prélevement par lintermédiaire
de ladite pompe doseuse (7), dans lequel lesdites micro-éprouvettes (12)
présentent chacune un diamétre dans leur trongon supérieur (12a) qui est
égal ou supérieur au diamétre de leur trongon inférieur (12b) et qui est par
exemple égal au double de ce dernier diamétre, et

- ledit dispositif de commande (9) assisté par ordinateur pour

la commande de I'ensemble de ces systémes et de ladite pompe.

20) Installation automatisée selon la revendication 19,
caractérisée en ce que chaque micro-éprouvette (12) présente une hauteur
égale ou supérieure a8 30 mm et est pourvue, dans son trongon supeérieur
(12a), d’'un appareil de mesure (30) d’'une grandeur physique relative a un
rayonnement pour lequel la paroi de chaque micro-éprouvette (12) est
transparente et qui est disposé selon le méme axe que cette micro-
éprouvette, tel qu'un compteur puits de rayonnement gamma ou un compteur

par fluorescence.

21) Installation automatisée selon la revendication 20,
caractérisée en ce que ledit compteur (30) et un robot-poussoir (31) pilote par
ordinateur sont respectivement agencés au-dessus et au-dessous d'un
emplacement de ladite centrifugeuse (13) qui est destiné a recevoir chaque
micro-éprouvette (12) & soumettre a cette mesure, ce robot-poussoir étant
apte a pousser momentanément chaque micro-éprouvette de manieére a
amener la partie supérieure de cette derniére a l'intérieur d’un blindage dudit

compteur.

22) Installation automatisée (1) selon la revendication 21,

caractérisée en ce que chaque microéchantillon liquide (11) issu dudit



10

15

20

25

30

WO 2009/010662 PCT/FR2008/000847

39

systéme d’extraction (10) et soumis a cette mesure est constitué de sang total
dans lequel le plasma (11a) a été extrait des globules (11b), cet appareil de
mesure étant un compteur gamma absolu (30) de type compteur-puits qui est
destiné a mesurer I'activité du plasma seul ou bien des globules seuls de
chaque microéchantilion a travers la micro-éprouvette (12) correspondante,
pour permettre la mesure de l'activité du plasma seul (11a), les globules (11b)
du sang déposés par centrifugation au fond de chaque micro-éprouvette

restant en dehors de ce blindage.

23) Installation automatisée (1) selon unes des revendications
19 a 22, caractérisée en ce que ledit systéme automatisé de prélevement (3)
présente une succession de conduits (4, 5) pour le passage des
microéchantillons (11) dont les élargissements de section transversale sont
tous inférieurs ou égaux a 20 % en termes de ratios de surfaces, de telle sorte
que les microéchantillons discrétisés dans I'espace et dans le temps qui se
suivent dans cette succession de conduits, en particulier ceux dont le volume

est inférieur ou égal a 30 pL, ne s’y mélangent pratiquement pas entre eux.

24) Installation automatisée (1) selon la revendication 23,
caractérisée en ce que ledit systéme automatisé de prélevement (3) comporte
un dispositif de raccordement fluidique (20) qui est destiné a transférer un
liquide a prélever, tel que des microéchantillons sanguins, et qui est destiné a
étre raccordé a un premier conduit (21) par une premiére ouverture de ce
dispositif, lequel comporte une seconde ouverture traversée par un second
conduit (28) destiné & communiquer avec le premier conduit pour transférer
ce liquide, le dispositif comportant :

- un raccord fluidique femelle (22) qui définit ladite premiere
ouverture et qui comprend une surface interne d’'emmanchement (23) se
terminant par une extrémité radiale femelle (24) ou débouche ce premier
conduit, et

- un raccord fluidique male (25) qui définit ladite seconde

ouverture en étant emmanché dans le raccord femelle via sa surface externe
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(26) et qui se termine par une extrémité radiale male (27) a lintérieur du
raccord femelle,

ce second conduit étant formé d’un micro-tube souple qui est
enfoncé dans le raccord male axialement au-dela de ladite extrémité male
(27), l'extrémité libre de ce second conduit appuyant de maniére étanche
contre ladite extrémité femelle (24) de sorte @ minimiser le volume mort entre

le premier conduit et le raccord male.

25) Installation automatisée (1) selon la revendication 24,
caractérisée en ce que ladite surface interne d’emmanchement (23) du
raccord femelle est une surface conique convergeant vers ladite extrémité
femelle (24) avec une méme conicité que ladite surface externe (26) du

raccord male qui converge vers ladite extrémité male (27).

26) Installation automatisée (1) selon la revendication 25,
caractérisée en ce que lesdits raccords male (25) et femelle (22) sont tous
deux des raccords de type « Luer », tels que définis par la norme ISO 59461
de 1986, ou bien de type « Luer Lock », tels que définis par la norme 1SO
594-2 de 1998.

27) Installation automatisée (1) selon la revendication 26,
caractérisée en ce que ledit second conduit (28) dépasse de ladite extrémité
méle (27) d’une longueur axiale qui est au moins égale a la distance minimale
(dl) séparant lesdites extrémités respectives (24 et 27) des deux raccords (22
et 25) lorsque le raccord male est enfoncé en position de connexion dans le

raccord femelle (22) conformément a I'une ou a l'autre desdites normes.

28) Installation automatisée (1) selon une des revendications
24 a 27, caractérisée en ce que ledit second conduit (28) est pourvu, autour
de sa paroi cylindrique et a proximité de son extrémité libre, d'un moyen de

rigidification (29) apte a le rigidifier a l'intérieur dudit raccord femelle (22).
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29) Installation automatisée (1) selon la revendication 28,
caractérisée en ce que ledit moyen de rigidification (29) est formé d'une
bague réalisée en un matériau qui présente une rigidité au moins égale et de
préférence supérieure a celle dudit second conduit (28) et qui est apte a étre
solidarisé avec Iui, cette bague étant par exemple a base d'une résine
polymérique et étant montée en appui entre ledit second conduit (28) et ladite

surface interne d’'emmanchement conique (23) dudit raccord femelle (22).

30) Installation automatisée (1) selon une des revendications
24 a 29, caractérisée en ce que ledit second conduit (28) est réalisé en un
matériau a base d’'un polyéthyléne de basse densité (PEBD), par exemple
pour minimiser I'absorption de rayonnements béta en vue d'un comptage de

particules réalisé en aval de ce dispositif.

31) Installation automatisée (1) selon une des revendications
24 a 30, caractérisée en ce que ledit dispositif de raccordement (20) est
équipé dudit premier conduit (21) qui est un micro-tube souple adapté pour le
prélévement dudit liquide, tel qu’un cathéter souple & implanter dans la veine
caudale d’un petit mammifére en vue du prélévement de microéchantilions

sanguins.

32) Installation automatisée (1) selon une des revendications
23 a 31, caractérisée en ce que ladite succession de conduits (4 et 5)
présente une section transversale sensiblement constante, de sorte que les
microéchantillons s’y succédant circulent chacun sur une longueur axiale qui
est supérieure a au moins cing fois la plus grande dimension transversale

intérieure de ces conduits.

33) Installation automatisée (1) selon une des revendications
19 a 32, caractérisée en ce qu'elle comporte en outre un dispositif de
comptage (6) avec une sensibilit¢ améliorée de particules élémentaires

émises par les microéchantillons, ce dispositif de comptage comportant un
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conduit de transfert de ces microéchantillons et, agencés a I'extérieur dudit
conduit, des moyens de détection (6a) de ces particules, lesquelles sont
atténuées par une paroi dudit conduit et/ou par ces microéchantillons, ce
dispositif de comptage comprenant au moins un trongon de comptage (4a) de
section transversale oblongue qui relie entre elles deux portions adjacentes
de ce conduit présentant une plus grande section de passage et qui présente
un ratio [hauteur interne (h) / largeur interne (1)] inférieur ou égal a 20 %, ou la
hauteur et la largeur internes représentent respectivement la plus petite et la
plus grande dimensions transversales de ce trongon mesurées selon deux
directions sensiblement perpendiculaires, lesdits moyens de détection
s'étendant transversalement a ce trongon en regard de toute sa largeur

interne et de part et d’autre de celle-ci.

34) Installation automatisée (1) selon la revendication 33,
caractérisée en ce que ce trongon de comptage (4a) présente un ratio

[hauteur interne (h) / largeur interne (1)] compris entre 5 % et 10 %.

35) Installation automatisée (1) selon la revendication 33 ou
34, caractérisée en ce que le ratio de la section de passage du trongon (4a)

sur celle de chaque portion adjacente est inférieur ou égal a 35 %.

36) Installation automatisée (1) selon la revendication 35,
caractérisée en ce que ladite hauteur interne (h) du trongon de comptage (4a)
est inférieure a 20 % du diamétre interne de chacune des portions
cylindriques adjacentes, et en ce que ladite largeur interne (I) de ce trongon

(4a) est supérieure a 1,3 fois ce diamétre interne.

37) Installation automatisée (1) selon une des revendications
33 a 36, caractérisée en ce que ce trongon de comptage (4a) présente une
section transversale sensiblement rectangulaire dont les grands cétés et/ou

les petits cdtés sont incurvés selon des courbures symétriques l'une de
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I'autre, de sorte que ce trongon présente au moins en partie une face externe

sensiblement convexe ou concave.

38) Installation automatisée (1) selon une des revendications
33 a 37, caractérisée en ce que ledit conduit est adapté a la circulation de
microéchantillons sanguins, ladite hauteur interne (h) du trongon de comptage
(4a) étant comprise entre 100 um et 250 pm et ladite largeur interne (l) de ce
trongon étant supérieure a 1,3 mm, alors que la ou chaque portion cylindrique

adjacente présente un diamétre compris entre 0,8 mm et 1,2 mm.

39) Installation automatisée (1) selon la revendication 38,
caractérisée en ce que l'aire de la section de passage dudit trongon de
comptage (4a) est comprise entre 0,15 mm? et 0,25 mm?, et en ce que ce
trongon présente une longueur comprise entre 30 mm et 40 mm de sorte a
pouvoir contenir un microéchantillon d’environ 8 pL en regard desdits moyens

de détection.

40) Installation automatisée (1) selon une des revendications
33 a 39, caractérisée en ce que ledit trongon de comptage (4a) présente une
paroi d’épaisseur e, exprimée en ym, et de masse volumique d, exprimee en
g/cm3, dont le produit e.d est inférieur a 100, de telle sorte que I'atténuation
par ce trongon des particules a compter soit minimisée lorsque ces particules
sont des électrons ou des positons issus de rayonnements radioactifs béta

émis par lesdits microéchantillons.

41) Installation automatisée (1) selon la revendication 40,

caractérisée en ce que ce produit e.d est inférieur a 50.

42) Installation automatisée (1) selon la revendication 40 ou
41, caractérisée en ce que ledit trongon de comptage (4a) est a base d'un
polymére thermoformé de masse volumique inférieure ou égale a 1,5 glem®,

de préférence un polyimide de dénomination « Kapton », et en ce que ce
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trongon présente une paroi d’épaisseur inférieure a8 50 um et de préférence

inférieure a 30 ym.

43) Installation automatisée (1) selon une des revendications
33 & 42, caractérisée en ce que lesdits moyens de détection comportent deux
ensembles de détecteurs (6a) respectivement disposés contre ou a proximité
immédiate de deux grandes faces (4aa) sensiblement planes dudit trongon de
comptage (4a) qui sont distantes entre elles de ladite hauteur (h) et qui sont
reliées entre elles par deux petites faces (4ab) de ce trongon, lesquelles sont

dépassées dans le sens de ladite largeur (l) par ces ensembles de détecteurs.

44) Installation automatisée (1) selon une des revendications
19 a 43, caractérisée en ce quelle est utilisée pour mesurer des fonctions
d’entrée de mammiféres (2) pour limagerie nucléaire, en particulier pour
limagerie quantitative de traceurs en tomographie par émission de positons
(TEP), chaque microéchantillon liquide (11) étant du sang de ce mammifere,

tel qu’un rat ou une souris.
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