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DISPOSITIF MICRO-FLUIDIQUE ET CARTE MICROFLUIDIQUE INCLUANT LEDIT DISPOSITIF

L’invention concerne notamment un dispositif

micro-fluidique comprenant un élément-support rigide et
un réservoir a volume modulable réalisé dans ledit sup-
port, ledit réservoir (Rx) comportant :

- Une cavité (10) réalisée dans ledit support, ladite cavité
comportant au moins une ouverture débouchant sur une
surface dudit support,

- Au moins un orifice (11) débouchant a l'intérieur de
ladite cavité,

- Une premiére membrane (20) souple agencée pour re-
fermer ladite ouverture,

- Une surface développée fonctionnalisée(B), formée
d’'un réactif ou enduite d’un réactif, placées dans ladite
cavité du réservoir a volume modulable.
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Description
Domaine technique de I'invention

[0001] Laprésenteinvention se rapporte a un dispositif
micro-fluidique et a une carte micro-fluidique incluant le-
dit dispositif.

Etat de la technique

[0002] L’analyse protéomique basée surlaspectromé-
trie de masse pour détecter et doser des protéines dans
des échantillons biologiques comme le plasma est de
plus en plus répandue car particulierement performante.
Cependant, pour que cette analyse soit optimale et fiable,
elle nécessite que I'échantillon sanguin analysé soit par-
faitement stable. Or il s’avere par exemple que la durée
qui s’écoule entre la collecte d’'un échantillon sanguin,
sa préparation (pour I'obtention de la fraction sérique ou
plasmatique) et son transfert vers un laboratoire d’ana-
lyse est tres variable, donnant ainsi des résultats d’ana-
lyse de qualités diverses. En effet, le processus naturel
de dégradation des protéines d’intérét présentes dans le
plasma peut étre plus ou moins avancé selon la durée
qui s’écoule entre la collecte de I'échantillon et son trans-
fertvers le laboratoire d’analyse, ce qui entraine une cer-
taine variabilité dans les résultats obtenus.

[0003] La demande de brevet référencée
EP3433609A1 décrit un dispositif de préparation d’'un
échantillon sanguin qui comporte une carte micro-fluidi-
que a plusieurs chambres reliées entre elles. Chaque
chambre est destinée a la réalisation d’'une étape dis-
tincte du processus de préparation de I'échantillon san-
guin.

[0004] Différents dispositifs micro-fluidiques ont éga-
lement été décrits dans les brevetsUS 8,222,023, US
8,703,476 et la demande US2013/130262A1.

[0005] Pour mettre en ceuvre le processus de prépa-
ration sur une méme carte micro-fluidique de taille stan-
dard (par exemple la taille d’'une carte de crédit), I'archi-
tecture du circuit fluidique doit étre optimisée pour :

- Minimiser le nombre d’éléments présents dans le
circuit fluidique, notamment les vannes, les pompes,
les canaux fluidiques de liaison et obtenir une archi-
tecture a la fois simple et compacte, rendant la so-
lution particulierement robuste ;

- Mettre en ceuvre toutes les étapes de préparation
de la maniére la plus efficace et la plus qualitative
possible ;

[0006] L’undesbutsdel'invention estde proposerune
carte micro-fluidique destinée a mettre en ceuvre les dif-
férentes étapes de préparation d’un échantillon sanguin
et pouvant répondre aux exigences listées ci-dessus. La
carte s’appuie notamment sur un dispositif micro-fluidi-
que particulier faisant également I'objet d’une invention.
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Exposé de I'invention

[0007] L’invention concerne ainsi un dispositif micro-
fluidique tel que défini dans la revendication 1.

[0008] Des particularités de ce dispositif sont présen-
tés dans les revendications dépendantes 2 a 6.

[0009] L’invention concerne également une carte mi-
cro-fluidique telle que définie dans la revendication 7.
[0010] Des particularités de cette carte micro-fluidique
sont décrites dans les revendications 8 a 12.

[0011] L’invention concerne un systeme de prépara-
tion d’'un échantillon sanguin tel que défini dans la reven-
dication 13.

Bréve description des figures

[0012] D’autres caractéristiques et avantages vont ap-
paraitre dans la description détaillée qui suit faite en re-
gard des dessins annexés dans lesquels :

- Lafigure 1 représente la carte micro-fluidique con-
forme a l'invention, incluant les différents modules
nécessaires a la préparation de [|'échantillon
sanguin ;

- La figure 2 illustre le principe de fonctionnement
d’'une pompe employée dans la carte micro-fluidique
de I'invention ;

- Les figures 3A a 3D représentent, dans trois états
de fonctionnement distincts, le dispositif micro-flui-
dique employé dans la carte micro-fluidique de pré-
paration d’un échantillon sanguin.

- Lesfigures 4A a 4D représentent quatre architectu-
res distinctes de la carte micro-fluidique, conformes
a linvention.

- Lesfigures 5A a 5M illustrent les différentes étapes
de préparation de I'’échantillon sanguin mises en ceu-
vre dans la carte micro-fluidique conforme a l'inven-
tion.

Description détaillée d’au moins un mode de réali-
sation
[0013] Dans la suite de la description, les termes :

"amont" et "aval" sont a considérer en tenant compte
du sens de déplacement du fluide dans le systeme ;

[0014] L’invention vise a réaliser une carte micro-flui-
dique destinée a la préparation d’'un échantillon sanguin.
La préparation est réalisée a partir d’'un échantillon plas-
matique issu de I'’échantillon sanguin prélevé sur le pa-
tient.

[0015] La carte micro-fluidique C comporte un circuit
fluidique comprenant des canaux, plusieurs réservoirs
contribuant chacun a la préparation de I'échantillon san-
guin avant analyse et divers éléments fluidiques de com-
mande pour assurer le déplacement des fluides dans le
circuit.
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[0016] En référence a la figure 1, la carte micro-fluidi-
que C peutse présenter sous laforme d’'un consommable
faisant partie d’'un systéme plus global de préparation
d’un échantillon sanguin. Ce systéme comporte ainsi :

- La carte micro-fluidique C, conforme a l'invention ;

- Un systéme d’actionnement de type pneumatique
SP permettant d’actionner des éléments a comman-
de pneumatique présents sur la carte ;

- Uneunité de traitement et de commande configurée
pour exécuter une séquence de commande de dif-
férents points de commande pneumatique du sys-
teme d’actionnement pneumatique, en vue de met-
tre en ceuvre les différentes étapes de préparation ;
cette unité de traitement et de commande peut com-
porter un automate programmable A doté d’'un mi-
crocontroleur et d’entrées/sorties connectées au
systéme d’actionnement pneumatique ;

[0017] La carte micro-fluidique C est réalisée selon un
format standard (par exemple le format d’'une carte de
crédit) et permet de mener toutes les étapes de prépa-
ration de I'échantillon sanguin.

[0018] La carte micro-fluidique C est par exemple pla-
cée dans un logement adapté du systéeme. L’automate
programmable exécute des modules logiciels destinés
chacun a commander une ou plusieurs des étapes de
préparation. Ces modules logiciels sont exécutés pour
générer des commandes de sortie a destination de dif-
férents actionneurs.

[0019] La carte micro-fluidique C comporte un support
composé de plusieurs couches superposées, et notam-
ment deux couches principales C1, C2. Les deux cou-
ches principales de la carte C peuvent notamment étre
réunies en une seule plaque en matériau transparent de
type PMMA, polycarbonate ou COC (pour "Cyclic Olefin
Copolymer"). La carte présente ainsi deux faces réali-
sées dans deux plans paralléles. La carte C peut égale-
ment comporter une ou plusieurs autres couches inter-
calées entre les deux couches principales, composées
chacune d’'une membrane déformable réalisée dans un
matériau hyper-élastique. Ces couches intermédiaires
peuvent s’étendre sur toute la surface de la carte ou uni-
quement sur une partie de la surface de la carte. Ce type
d’architecture sera décrit ci-apres.

[0020] L’architecture fluidique de la carte micro-fluidi-
que se compose de plusieurs modules fluidiques desti-
nés chacun a la réalisation d’'une ou plusieurs étapes de
préparation de I'échantillon sanguin. Avantageusement,
la carte comporte tous les modules sur le méme support.
Ces modules sont notamment les suivants :

- Unmodule M1 d’injection ou de stockage de I’échan-
tillon sanguin a préparer ;

- Un module M2 de séparation du plasma sanguin qui
est contenu dans I'échantillon sanguin prélevé sur
I'étre vivant ;

- Un module M3 d’obtention d’'un volume calibré de
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plasma sanguin, mis en ceuvre apres la séparation
réalisée par le module de séparation ;

- Un module M4 de déplétion des protéines majoritai-
res présentes dans I'échantillon plasmatique ou un
module d’enrichissement des protéines minoritaires
présentes dans I'échantillon plasmatique (nommé
ci-aprés module de déplétion/enrichissement) ;

- Un module M5 de digestion des protéines ciblées ;

- Un module M6 de stockage des peptides digérés ;

[0021] La carte micro-fluidique comporte également
un ensemble de pompage EP comprenant, selon la va-
riante envisagée, une seule pompe ou au moins deux
pompes, et plusieurs vannes V fluidiques agencées sur
des liaisons fluidiques L reliant les différents modules
entre eux. Une vanne fluidique est commandée entre
deux positions, une position autorisant 'écoulement de
fluide a travers la liaison fluidique et une position inter-
disant'écoulement de fluide a travers la liaison fluidique.
[0022] Chaque pompe employée dans I'ensemble de
pompage EP est avantageusement a actionnement
pneumatique. Comme illustrée par la figure 2, une telle
pompe comporte une membrane 50 déformable agen-
cée dans une cavité de la carte et séparant la cavité en
deux volumes 51, 52 étanches I'un par rapport a l'autre.
Au moins deux liaisons fluidiques 53, 54 du circuit dé-
bouchent dans le premier volume 51 et une liaison pneu-
matique 55 débouche dans le deuxiéme volume 52. La
membrane 50 déformable est par exemple formée d’'une
couche intercalée entre les deux couches C1, C2 princi-
pales de la carte.

[0023] Lapremiére liaison fluidique 53 estcommandée
par une premiére vanne fluidique Vx commandable a
'ouverture ou a la fermeture par le systeme d’actionne-
ment pneumatique SP.

[0024] La deuxieme liaison fluidique 54 est comman-
dée par une deuxieme vanne fluidique Vy commandable
a l'ouverture ou a la fermeture par le systéme d’action-
nement pneumatique SP.

[0025] Bien entendu, dans la solution de l'invention,
les deux vannes fluidiques pourront étre de type norma-
lement fermé ou normalement ouvert, de type monosta-
ble ou bistable. On verra également que la pompe peut
étre connectée a plus de deux liaisons fluidiques com-
mandées, selon la configuration envisagée.

[0026] En référence a la figure 2, le principe de fonc-
tionnement d’une telle pompe est le suivant :

- E1:Une pression est appliquée dans le deuxiéme
volume 52 de la pompe pour plaquer la membrane
50 au fond de la cavité et initier le principe
d’aspiration ; La vanne Vy est alors ouverte et la van-
ne Vx peut étre ouverte ou fermée ;

- La premiére vanne fluidique Vx est commandée a
I'ouverture et la deuxiéme vanne fluidique Vy est
commandée a la fermeture ;

- E2:Unedépressionestappliquée dans le deuxiéme
volume 52 pour faire remonter la membrane 50,
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créantune aspiration du fluide par la premiére liaison
fluidique 53 dans le premier volume 51 de la cavité.
La dépression est avantageusement appliquée jus-
qu’a plaquer la membrane 50 en haut de la cavité et
remplissage complet du premier volume 51 (qui cor-
respond alors au volume complet de la cavité de la
pompe) ;

- Lapremiere vanne fluidique Vx est commandée a la
fermeture etla deuxieme vanne fluidique Vy est com-
mandée a l'ouverture.

- E3: Une pression est appliquée a la membrane 50
pour pousser le fluide présent dans le premier volu-
me 51 par la deuxieme liaison fluidique 54 jusqu’a
plaquer la membrane 50 au fond de la cavité et éva-
cuer la totalité du fluide en dehors de la pompe 5 ;

[0027] Lamembrane 50dela pompe peut étre réalisée
dans un matériau polymére bi-composant hyper-élasti-
que par exemple un silicone de type Ecoflex (marque
déposée). Son épaisseur peut étre comprise entre 100
et 500pum.

[0028] Les fonctions de chaque module M1 a M6 sont
décrites ci-dessous de maniére générale. Des exemples
plus précis d’architectures seront décrits en liaison avec
les figures 4A a 4C.

[0029] Le module M1 d’injection ou de stockage de
I’échantillon sanguin peut comporter un premier réservoir
R1 dans lequel I'échantillon sanguin est stocké avant de
subir les différentes étapes de préparation. Il peut éga-
lement s’agir d’'un simple canal d’injection par lequel
I'échantillon sanguin prélevé est directement injecté.
[0030] Le module M2 de séparation est destiné a ef-
fectuer une séparation entre le plasma et les cellules
sanguines dans I’échantillon sanguin provenant du mo-
dule M1 d’injection ou de stockage.

[0031] Ce module M2 peut étre réalisé selon différen-
tes variantes de réalisation. De maniéere avantageuse, il
peut comporter une chambre réalisée dans la carte C et
une membrane séparative séparant ladite chambre en
un premier espace et un deuxiéme espace. L’échantillon
sanguin présent dans le module d’injection ou de stoc-
kage est filtré par ladite membrane séparative. La mem-
brane peut étre réalisée dans un matériau polymére de
type Vivid (marque déposée).

[0032] Le module M3 d’obtention d’'un volume calibré
de plasma sanguin comporte une premiere pompe P1
de I'ensemble de pompage EP présentant une cavité
dontle volume est connu et calibré et un réservoir R3 de
collecte destiné a recevoir le volume calibré de plasma
sanguin. Le volume de la pompe, correspondant au vo-
lume maximal de sang qu’elle peut aspirer dans sa cavité,
correspond a I'unité de base du volume calibré a obtenir.
En effet, comme il est possible de faire un ou plusieurs
cycles de pompage, on peut obtenir dans le réservoir de
collecte un volume égal a celui de la pompe, multiplié
par le nombre de cycles de pompage effectué.

[0033] Lemodule M4 de déplétion/enrichissement per-
met de réaliser respectivement une déplétion des protéi-
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nes majoritaires présentes dans I'échantillon plasmati-
que pour les capturer ou un enrichissement des protéines
cibles aanalyser présentes dans cet échantillon. Il s’agira
de simplifier I'’échantillon sanguin du mieux possible et
d’écarter certaines protéines majoritaires, telles que I'al-
bumine, I'immunoglobuline de type A, M ou G, les pro-
téines du complément, les protéines de la cicatrisation...
Cette liste n’est pas limitative et une simplification de
I'échantillon permettra si nécessaire de gagner en pro-
fondeur d’analyse. Bien entendu, il s’agira cependant de
conserver une pluralité de protéines d’espéces distinc-
tes.

[0034] Cette étape est préférentiellement mise en ceu-
vre dans un réservoir de déplétion ou d’enrichissement
intégré a la carte micro-fluidique C. L'opération de dé-
plétion des protéines majoritaires présentes dans le plas-
ma est par exemple réalisée en employant un support
permettant la capture d’'une ou de plusieurs protéines
majoritaires présentes dans I'échantillon plasmatique,
comme par exemple I'albumine. Comme représenté sur
les figures, ce support sera par exemple des particules
ou des piliers fonctionnalisés logées et maintenues dans
le réservoir ou injectées via un canal adapté a l'intérieur
de la chambre par une commande envoyée par I'auto-
mate programmable A. Les particules ou piliers fonction-
nalisés employées seront greffées avec des composants
de capture des protéines majoritaires afin de les piéger
dans la premiére chambre. |l s’agira par exemple :

- Debilles ou de piliers greffés avec des anticorps ou
ligands pour la capture spécifique des protéines ci-
bles du plasma,

- Debilles ou de piliers greffés avec du Cibacron Blue
pour la capture de I'albumine, et/ou

- De billes ou de piliers greffés avec de la protéine
A/G/L pour la capture des immunoglobulines G.

[0035] Selon une particularité de l'invention, ce réser-
voir est extensible en volume et présente donc un volume
modulable et variable. Un tel réservoir Rx est représenté
sur les figures 3A a 3D. Le réservoir Rx comporte une
cavité 10 réalisée dans la carte C dans laquelle sont pla-
cées des billes fonctionnalisées, selon la définition ci-
dessus. Il comporte avantageusement un unique orifice
d’entrée/sortie 11 dans lequel débouche un canal fluidi-
que 12 de la carte. Un filtre 120 peut étre placé sur le
canal pour éviter que les billes placées dans le réservoir
ne s’échappent vers I'extérieur, tout en laissant passer
lesfluides. La cavité 10 comporte au moins une ouverture
réalisée sur une face de la carte et une membrane 20,
réalisée dans un matériau souple, dit hyper-élastique,
venant recouvrir ladite ouverture et fermer la cavité 10
de maniere étanche. Cette membrane 20 constitue une
paroi déformable du réservoir Rx, et permet en se défor-
mant de moduler le volume du réservoir. L’ouverture peut
présenter une forme circulaire.
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[0036] Lamembrane 20 est apte a se déformer de ma-
niére réversible entre plusieurs configurations. Elle peut
s’étirer par déformation hyper-élastique vers I'extérieur
de la carte C, se rétracter a l'intérieur de la cavité 10 du
réservoir par dépression et/ou compression, ou étre au
repos. Par matériau hyper-élastique, on entend un ma-
tériau capable de présenter une surface apte a passer
d’'une premiére superficie a une deuxieme superficie, la
deuxieme superficie étant égale a au moins 5 fois la pre-
miére superficie, par exemple a 10 fois ou méme a 50
fois la premiére superficie. Dans sa déformation vers I'ex-
térieur, la membrane n’est pas contrainte mécanique-
ment. Elle peut ainsi se gonfler, jusqu’a atteindre ses
limites de propriétés élastiques.

[0037] Dans les différentes configurations de la carte,
le réservoir Rx est connecté sur une pompe ayant une
architecture conforme a celle décrite ci-dessus en liaison
avec la figure 2. Un seul canal micro-fluidique 12 joint la
pompe (par exemple P1 sur les figures 3A a 3D) au ré-
servoir Rx. L’actionnement de la pompe en pression per-
met d’injecter le liquide dans le réservoir Rx. Le réservoir
Rx étant extensible en volume, il peut se gonfler pour
accueillir une grande quantité de fluide. Il faut ainsi noter
que le volume de fluide que I'on peut injecter dans le
réservoir sera dépendant uniquement des caractéristi-
ques de déformabilité élastique de sa membrane et non
de caractéristiques structurelles mécaniques du support
dans lequel il est intégré.

[0038] Parailleurs, la déformation du réservoir Rx, lors
du remplissage, est commandée uniquement par l'ac-
tionnement de la pompe en pression. Aucune entrée de
commande (par exemple de type pneumatique) n’est
prévue pour déformer le réservoir Rx lui-méme. Pour vi-
der le réservoir, une dépression est commandée et une
compression mécanique du réservoir peut étre effec-
tuée.

[0039] Ce réservoir Rx présente ainsi
avantages :

plusieurs

- Il permet de stocker une grande quantité de fluide ;

- llne nécessite pas la création d’'une entrée pneuma-
tique pour étre déformé, I'actionnement de la pompe
auquel il est associé permettant sa déformation lors
du remplissage ;

- Sonvolume estlimité uniquement par les propriétés
élastiques de sa membrane ;

- Son volume est donc plus largement extensible
qu’un réservoir classique, aucune butée ou paroi
(par exemple liée a la présence d’une entrée/sortie
pneumatique) ne venant entraver le déploiement de
sa membrane vers |'extérieur de la carte.

[0040] Les figures 3A a 3D illustrent son principe de
fonctionnement. Sur la figure 3A, la membrane 20 est au
repos et non sollicitée.
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[0041] Sur la figure 3B, le réservoir Rx est rempli d’'un
fluide F par actionnement de la pompe P1, via l'orifice
d’entrée/sortie 11, augmentant la pression interne a l'in-
térieur du réservoir. Sous l'effet de la pression, la mem-
brane 20 du réservoir Rx se déforme vers |'extérieur, de
maniére réversible, formant un déome. Une fois le réser-
voir rempli, une vanne d’entrée Vz agencée sur le canal
12 peut étre fermée pour maintenir le fluide F en stockage
dans le réservoir Rx.

[0042] Surlafigure 3C, 'ouverture de la vanne Vz pro-
voque une dépression, le retour de la membrane 20 vers
sa configuration de repos poussant le fluide vers I'exté-
rieur, via l'orifice d’entrée/sortie. 11

[0043] Surlafigure 3D, lamembrane 20 est étirée vers
l'intérieur de la cavité 10 par dépression de la pompe
et/ou compression, permettant ainsi de libérer tout le flui-
de F présent dans le réservoir Rx et donc de limiter les
pertes de fluide.

[0044] Lesbilles B sontlogées al’intérieur du réservoir
extensible. L’emploi d’un tel réservoir a volume extensi-
ble présente plusieurs avantages. Il permet en effet de :

= Stocker un volume de fluide dans un réservoir
compléetement fermé (sans évent), évitant ainsi tout
risque de contamination entre les substances pré-
sentes dans le réservoir et 'extérieur ;

= Stocker un volume de fluide sans connaitre pré-
cisément le volume exact introduit ;

= Stocker un volume de fluide contenant une cer-
taine quantité d’air en supplément ;

= Limiter les pertes de charge au remplissage, no-
tamment lorsqu’il contient des billes d’un réactif, ceci
d’autant plus que certaines billes peuvent également
gonfler au contact d'un fluide ;

= Effectuer un mélange actif par des allers-retours
pour augmenter l'interaction entre particules et mo-
lécules d’intérét ;

= Comprimer I'ensemble des billes en fin du pro-
cess, par compression de la membrane, afin de ré-
cupérer le plus de fluide possible ;

[0045] Le réservoir Rx peut présenter une profondeur
comprise entre 0 et 3mm Cette membrane 20 peut étre
réalisée dans un matériau polymére bi-composant hy-
per-élastique par exemple une silicone de type Ecoflex
(marque déposée). Son épaisseur peut étre comprise
entre 100 et 500pm.

[0046] Le module M5 de digestion des protéines ci-
blées contenues dans I'échantillon plasmatique compor-
te un réservoir dans lequel est placée une enzyme, par
exemple de type trypsine, ou un mélange d’enzymes pro-
téolytiques. Comme le réservoir du module précédent,
le réservoir employé peut étre un réservoir Rx de type
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extensible, identique a celui décrit ci-dessus. Le module
M5 peut également comporter un systéme d’agitation
magnétique et un systeme de chauffage 3 (notamment
une résistance chauffante et une alimentation électrique)
pour chauffer la chambre du réservoir a une température
déterminée afin d’assurer la réaction de digestion des
protéines. La surface interne du réservoir pourra étre en-
duite de I'enzyme ou du mélange d’enzymes nécessaire
a la digestion. Dans une autre variante de réalisation ou
en complément, on peut imaginer que I'enzyme ou le
mélange d’enzymes soit présent dans le réservoir, par
exemple sous une forme lyophilisée, greffée sur des par-
ticules ou sur des piliers intégrés a la carte.

[0047] Le module M6 de stockage est destiné a I'ac-
crochage des peptides digérés en vue de les séparer et
de les purifier. Pour cela, on peut utiliser une colonne de
chromatographie liquide en phase inverse, par exemple
de type multi-carbonée (par exemple C4, C8 ou C18) ou
polymérique SPE fonctionnalisée sur laquelle les pepti-
des digérés sont retenus et peuvent étre lavés puis sta-
bilisés. Cette colonne comporte une entrée et une sortie.
En variante, le module peut comporter un réservoir dans
lequel sont placées des billes de silice type C4 ou C18.
[0048] Grace ace module M6 de stockage les peptides
digérés sont stabilisés dans la carte micro-fluidique. La
stabilisation peut étre réalisée par différentes méthodes,
par exemple par fixation sur la résine type C4, C8 ou
C18, par séchage, par congélation... Pour les stabiliser,
I'automate programmable A envoie une commande a un
systeme de refroidissement ou a un systéme de séchage
par chauffage ou par passage d’air, agencé pour agir sur
la derniére chambre en vue de stabiliser les peptides
présents.

[0049] Unefoisles peptides stabilisés, ceux-ci peuvent
étre conservés dans la carte, directement dans la colon-
ne ou le réservoir du module ou dans un réservoir spé-
cifique, aprés élution.

[0050] De méme, de maniére non limitative, le réser-
voir employé dans ce module de stockage peut étre de
type extensible, comme ceux déja employés pour le mo-
dule de déplétion/enrichissement et le module de diges-
tion. Comme des billes y sont aussi placées, les avanta-
ges décrits ci-dessus pour le réservoir extensible du mo-
dule de déplétion/enrichissement sont également pré-
sents.

[0051] Partant de ces différents modules, plusieurs ar-
chitectures fluidiques peuvent étre envisagées sur la car-
te. Les figures 4A a 4D représentent ainsi quatre archi-
tectures distinctes envisageables. Dans ces différentes
architectures, les références restent identiques, tant que
les composants fluidiques sont les mémes.

[0052] Sur la figure 4A, I'architecture fluidique est la
suivante :

- L’ensemble de pompage EP comporte deux pompes
P1, P2, une premiére pompe P1 employée pour la
séparation, la calibration du volume de plasma et la
déplétion/enrichissement et une deuxiéme pompe

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

P2 dédiée aux opérations de digestion et de stabili-
sation.

Le module M1 d’injection ou de stockage comporte
un réservoir R1 de stockage de I'échantillon sanguin
a traiter.

Le module M2 de séparation comporte une chambre
CH1 séparée en deux espaces par une membrane
séparative. Le premier espace est relié par une
liaison fluidique LO au réservoir R1 de stockage et
le deuxiéme espace estrelié par une liaison fluidique
L1 a la premiere pompe P1 via une vanne V1. Le
module M2 de séparation comporte également un
réservoir R2 de stockage du plasma séparé relié a
lapompe P1 parune liaison fluidique L2 via une van-
ne V2.

Le module M3 de calibration comporte un réservoir
R3 destiné a recevoir le volume calibré relié par une
liaison fluidique L3 a la premiére pompe P1 via une
vanne V3.

Le module M4 de déplétion/enrichissement compor-
te un réservoir R4 extensible.

Le réservoir R4 extensible est relié par une liaison
fluidique L4 via une vanne V4 a la premiére pompe
P1 et par une autre liaison fluidique L5 via une vanne
V5 a la deuxieme pompe P2.

Un réservoir R5 destiné a recevoir un liquide tampon
(par exemple du bicarbonate d’ammonium) est éga-
lement relié par une liaison fluidique L6 via une van-
ne V6 a la premiére pompe P1 et par une liaison
fluidique L7 via une vanne V7 a la deuxiéme pompe
P2.

Le module M5 de digestion comporte un réservoir
R6. Ce réservoir R6 peut étre de type extensible tel
que décrit ci-dessus.

Le réservoir R6 est relié par une liaison fluidique L8
via une vanne V8 a la deuxiéme pompe P2.

Le module de digestion comporte des moyens de
chauffage de son réservoir R6 et de la deuxieme
pompe P2, commandés pour favoriser la réaction de
digestion lors du processus de préparation.

Un réservoir R7 poubelle est relié par une liaison
fluidique L9 via une vanne V9 a la deuxiéme pompe

P2.

Le module M6 de stockage comporte une colonne
CL de chromatographie liquide en phase inverse.

L’entrée de la colonne CL du module M6 de stockage
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estreliée par une liaison fluidique L10 via une vanne
V10 a la deuxiéme pompe P2 et la sortie de la co-
lonne CL peut étre reliée a plusieurs réservoirs en
paralléle, un réservoir R8 de collecte aprés élution
par une liaison fluidique L11 via une vanne V11, un
réservoir R9 pour le mélange par une liaison fluidi-
que L12 via une vanne V12 et a un réservoir R10
poubelle par une liaison fluidique L13 via une vanne
V13 (ce réservoir R10 pouvant étre identique au ré-
servoir R7).

- Un réservoir R11 destiné a recevoir un liquide tam-
pon (acétonitrile par exemple) est également relié
par une liaison fluidique L14 via une vanne V14 a la
deuxiéme pompe P2.

- Un réservoir R12 peut également étre prévu pour
récupérer I’échantillon sanguin non plasmatique sé-
paré par le module M1 de séparation.

- Lesréservoirs R1, R5 et R11 peuvent comporter un
point d’injection ayant une connectique de type Luer
(marque déposée) pour injection de liquide.

- LesdeuxpompesP1, P2ontdes cavités de volumes
différents, la pompe P1, dédiée a la calibration, pré-
sentant un volume adapté pour ajuster le volume
calibré de maniére précise. La pompe P2 peut pré-
senter un volume plus important pour permettre de
déplacer plus de liquide dans la carte a chaque cycle
de pompage.

[0053] Surlafigure 4B, I'architecture fluidique estiden-
tique a celle de la figure 4A, a I'exception que la colonne
CL du module de stockage est remplacée par un réser-
voir R12 de type extensible. Comme la carte C ne com-
porte pas de colonne de chromatographie, les réservoirs
R9 et R10 ne sont pas nécessaires. La stabilisation est
réalisée dans le réservoir R12.

[0054] Sur la figure 4C, 'architecture fluidique propo-
sée présente la particularité de ne comporter qu’'une seu-
le pompe P1 pour effectuer toutes les étapes de prépa-
ration. L'unique pompe P1 est agencée au milieu d'une
architecture en étoile. Chaque liaison fluidique allant de
la pompe vers un réservoir distinct est contrélée par une
vanne distincte. La pompe P1 permet donc d’effectuer
une calibration et d’effectuer toutes les étapes de trans-
ferts de liquide dans le circuit fluidique de la carte. Com-
me pour l'architecture de la figure 4B, le module M6 de
stockage, employé dans l'architecture de la figure 4C,
utilise un réservoir de type extensible.

[0055] La figure 4D reprend l'architecture en étoile
autour d’'une seule pompe P1 de la figure 4C. En revan-
che, Elle présente la particularité de ne comporter qu’un
seul réservoir R50 pour réaliser d’abord I'enrichissement
puis la digestion. Ce réservoir R50 peut étre de type ex-
tensible. Il renferme les billes ou piliers fonctionnalisés
nécessaires a I'étape d’enrichissement/déplétion. Un ré-
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servoir R40 est ajouté pour stocker la trypsine (par exem-
ple sous forme séchée). Celle-ci sera ensuite apportée
dans le réservoir R50 lors de I'étape de digestion.
[0056] De maniére non limitative, chaque réservoir de
type extensible employé ne comporte qu’un seul orifice,
employé a la fois pour I'entrée de fluide dans le réservoir
et pour la sortie de fluide en dehors du réservoir. Il pré-
sente donc une configuration identique a celle décrite ci-
dessus en liaison avec les figures 3A a 3D.

[0057] Les figures 5A a 5N illustre les différentes éta-
pes de préparation d’un échantillon sanguin sur une carte
micro-fluidique présentant I'architecture de la figure 4A.
Il faut comprendre que ces étapes sont bien entendu
réalisables de maniere similaire avec les deux autres ar-
chitectures représentées sur les figures 4B, 4C ou 4D.
Pour chaque étape, il faut comprendre qu’un transfert de
liquide est réalisé par les liaisons fluidiques appropriées
et que les vannes présentes sur ces liaisons doivent étre
ouvertes pour passer le liquide, les autres vannes de la
carte restant fermés pour éviter toute fuite de fluide en
dehors du circuit souhaité.

Figure 5A
[0058]

- L’échantillon sanguin présent dans le réservoir de
stockage R1 est pompé a travers la membrane sé-
parative par la premiére pompe P1. L’échantillon de
plasma séparé est récolté dans le réservoir R2.

Figure 5B
[0059]

- La premiére pompe P1 est actionnée pour produire
un volume calibré de plasma. Plusieurs cycles de
pompage successifs peuvent étre réalisés pour ob-
tenir le volume calibré souhaité dans le réservoir R3
dédié a recevoir le volume calibré de plasma.

Figure 5C

[0060]

- La deuxiéme pompe P2 est actionnée pour aspirer
le bicarbonate d’ammonium présent dans le réser-
voir R5 et I'injecter dans le réservoir R4 extensible
du module de déplétion/enrichissement contenant
des billes de déplétion (type Cibacron), afin de con-
ditionner ces billes.

Figure 5D

[0061]

- La deuxiéme pompe P2 est actionnée pour aspirer
le liquide présent dans le réservoir R4 extensible
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pour I'évacuer vers le réservoir R7 poubelle.
Figure 5E
[0062]

- Lapremiére pompe P1 estactionnée pour transférer
le volume calibré de plasma contenu dans le réser-
voir R3 vers le réservoir R4 extensible contenant les
billes de déplétion. Sous la pression du liquide injec-
té, lamembrane 20 du réservoir R4 peut s’étirer vers
I'extérieur, augmentant le volume du réservoir R4 et
permettant de limiter les pertes de charge lors du
remplissage.

Figure 5F
[0063]

- La premiére pompe P1 est actionnée pour aspirer
du tampon (par exemple de type bicarbonate) pré-
sent dans le réservoir R5 et l'injecter dans le réser-
voir R3 de volume calibré de plasma pour rincer ce-
lui-ci et la cavité de la pompe P1 et réinjecter ensuite
le liquide présent dans le réservoir R3 de volume
calibré vers le réservoir R4 extensible. Il s’agit ainsi
de s’assurer que tout le volume calibré de plasma
présent dans le réservoir R3 est bien transféré vers
le réservoir R4. Dans le réservoir R4, 'opération de
déplétion/enrichissement a lieu par contact du plas-
ma avec les billes contenues dans le réservoir.

Figure 5G
[0064]

- Une opération de dilution est effectuée a travers la
deuxiéeme pompe P2 pour aider a I'extraction de
I'échantillon déplété. Pour bien assurer le mélange
et une répartition homogeéne, plusieurs aller-retours
entre la pompe P2 et le réservoir R4 du module de
déplétion peuvent étre effectués.

Figure 5H
[0065]

- Ladeuxieme pompe P2 est actionnée pour transfé-
rer I'échantillon plasmatique présent dans le réser-
voir R4 extensible (échantillon ou sont éliminées les
protéines majoritaires qui restent globalement fixées
sur les particules) vers le réservoir R6 du module de
digestion.

Figure 51

[0066] Pour bien assurer le mélange et la répartition
homogéne, plusieurs aller-retours entre la pompe P2 et
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le réservoir R6 du module de digestion peuvent étre ef-
fectués. La digestion des protéines ciblées est réalisée
dans le réservoir R6, permettant d’obtenir des peptides.
La digestion peut étre réalisée en utilisant une enzyme
de type trypsine placée initialement dans le réservoir R6,
par exemple sous forme lyophilisée. En attente du con-
ditionnement de la colonne CL (figure 5J et 5K), le diges-
tat obtenu est maintenu dans la chambre R6.

Figure 5J
[0067]

- lls’agit d’'une étape de conditionnement de la colon-
ne CL. Par actionnement de la pompe P2, un solvant
de type ACN est injecté depuis le réservoir R11 a
travers la colonne CL pour la préparer et jusqu’au
réservoir poubelle R10.

Figure 5K
[0068]

- Paractionnement de la deuxiéme pompe P2, élimi-
nation du solvant (ACN) employé pour le condition-
nement de la colonne CL du réservoir R5 (tampon)
vers le réservoir poubelle R10. Cette étape peut étre
répétée pour éliminer toute trace de solvant. La co-
lonne est alors placée dans des conditions optimales
de fonctionnement.

Figure 5L
[0069]

- Ladeuxieme pompe P2 est actionnée pour transfé-
rer I'’échantillon présent dans le réservoir R6 exten-
sible du module de digestion vers la colonne CL de
chromatographie du module de stockage. Les pep-
tides digérés sont injectés a travers I'entrée de la
colonne CL pour stabilisation. Plusieurs aller-retours
peuvent étre réalisés. A la fin du process, I'échan-
tillon déplété des peptides se retrouve dans le réser-
voir R9.

- Les peptides sont stockés dans la colonne CL.
Figure 5M
[0070]

- Pourrécupérer les peptides, la deuxieme pompe P2
est actionnée pour injecter un liquide d’élution en
provenance du réservoir R11 a travers la colonne
CL et éluer les peptides par la sortie de la colonne
vers un réservoir R8 de sortie. Le liquide d’élution
peut étre de I'acétonitrile.
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[0071] Cesdifférentes étapes mises en ceuvre a l'aide
de l'architecture de la figure 4A sont bien entendu par-
faitement envisageables dans les architectures 4B et 4C.
L’architecture en étoile autour de la pompe P1 permet
de transférer rapidement un liquide d’un réservoir a un
autre.

[0072] On peut noter que dans l'architecture de la fi-
gure 4D, I'échantillon de plasma est amené directement
dans le réservoir R50 qui contient des particules fonc-
tionnalisées pour retenir les protéines cibles. Aprés in-
cubation, I'excés de liquide est évacué vers le réservoir
poubelle R7. Ensuite, un tampon avec de la trypsine est
injecté depuis le réservoir R40 dans ce réservoir R50
pour effectuer une digestion sur billes. Enfin, 'échantillon
de protéines digérés (les peptides) est déplacé pourI'éta-
pe suivante, tout en laissant les billes dans le réservoir
R50 d’enrichissement. Bien évidemment, la trypsine
peut-étre sous forme lyophilisée dans le réservoir R40.
Dans ce cas, un tampon de re-suspension doit étre ame-
né dans le réservoir R40 pour remettre la trypsine en
solution avant de procéder a la digestion.

[0073] De maniere non limitative, la carte micro-fluidi-
que C peut ne comporter qu’une seule couche intermé-
diaire intercalée entre ses deux couches principales, cet-
te couche intermédiaire étant réalisée dans le matériau
hyper-élastique et formant a la fois la membrane 50 de
chaque pompe de I'ensemble de pompage et la mem-
brane 20 des réservoirs extensibles utilisés. Le procédé
de fabrication de la carte se trouve ainsi simplifié.
[0074] Les solutions présentées ci-dessus présentent
ainsi de nombreux avantages, parmi lesquels :

- Une unique carte micro-fluidique de taille standard
pour effectuer toutes les étapes de préparation, per-
mettant d’obtenir une architecture compacte ;

- Une carte micro-fluidique présentant un nombre li-
mité d’éléments fluidiques (grace notamment a I'ar-
chitecture en étoile autour de la pompe), rendantl’'ar-
chitecture particuliérement robuste ;

- Un emploi de réservoirs extensibles pour certaines
étapes du procédé de préparation, permettant no-
tamment de limiter les pertes de charge et d’offrir
bien d’autres avantages ;

- Pas de volume mort, grace a I'emploi de réservoirs
extensibles ;

Revendications

1. Dispositif micro-fluidique comprenant un élément-
support rigide, au moins une pompe actionnable par
effet pneumatique, réalisée dans ledit élément-sup-
port et un réservoir a volume modulable réalisé dans
ledit élément-support et connecté aladite pompe via
un canal micro-fluidique d’entrée/sortie, ledit réser-
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voir (Rx) étant caractérisé en ce qu’il comporte :

- Une cavité (10) réalisée dans ledit support, la-
dite cavité comportant au moins une ouverture
débouchant sur une surface dudit élément-sup-
port,

- Un unique orifice (11) débouchant a l'intérieur
de ladite cavité et sur lequel est connecté ledit
canal micro-fluidique,

- Une premiere membrane (20) souple agencée
pour refermer ladite ouverture et déformable
élastiquement vers 'extérieur de I'élément-sup-
port par actionnement en pression de ladite
pompe, lors d’'une injection d’un liquide dans la
cavité par le canal micro-fluidique d’entrée/sor-
tie, la déformation dudit réservoir au remplissa-
ge étant limitée uniquement par les caractéris-
tiques de déformabilité élastique de sa premiere
membrane (20),

- Une surface développée fonctionnalisée (B),
formée d’un réactif ou enduite d’un réactif, pla-
cées dans ladite cavité du réservoir a volume
modulable.

Dispositif selon la revendication 1, caractérisé en
ce que la surface développée fonctionnalisée est
formée sur des billes et/ou des piliers.

Dispositif selon la revendication 1 ou 2, caractérisé
en ce que la premiére membrane (20) est réalisée
dans un matériau hyper-élastique présentant une
surface apte a passer d’'une premiére superficie a
une deuxieme superficie, la deuxieme superficie
étant égale a au moins cinq fois la premiére super-
ficie.

Dispositif selon I'une des revendications 1 a 3, ca-
ractérisé en ce qu’il comporte une vanne (Vz) pilo-
table agencée sur ledit canal micro-fluidique d’en-
trée/sortie et des moyens de commande de ladite
vanne entre une position ouverte et une position fer-
mée.

Dispositif selon I'une des revendications 1 a 4, ca-
ractérisé en ce que ladite pompe (P1, P2) comporte
une cavité réalisée dansledit élément-supportetune
deuxieme membrane (50) déformable séparant de
maniére étanche ladite cavité en un premier volume
(52)destiné a étre connecté a un pointde commande
pneumatique et un deuxiéme volume (51) dans le-
quel débouche ledit canal micro-fluidique d’en-
trée/sortie.

Dispositif selon la revendication 5, caractérisé en
ce que la deuxieme membrane (50) est réalisée
dans un matériau hyper-élastique présentant une
surface apte a passer d'une premiére superficie a
une deuxieme superficie, la deuxieéme superficie
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étant égale a au moins cinq fois la premiéere super-
ficie.

Carte micro-fluidique (C) de préparation d’'un échan-
tillon sanguin, comportant un unique support sur le-
quel sont agenceés plusieurs modules destinés a la
préparation d’'un échantillon sanguin, listés ci-
dessous :

- Un module (M2) de séparation du plasma pré-
sent dans I'échantillon sanguin,

- Un module (M3) de stockage et de calibration
du plasma obtenu,

- Un module (M4) de déplétion ou d’enrichisse-
ment du plasma sanguin a I'aide de billes pour
capturer les protéines majoritaires et conserver
les protéines ciblées,

- Un module (M5) de digestion des protéines
ciblées,

- Un module (M6) de stockage,

Caractérisée en ce que :

- Le module (M4) de déplétion ou d’enrichisse-
ment comporte un dispositif micro-fluidique tel
que décrit dans l'une des revendications 1 a 6.

Carte selon la revendication 7, caractérisée en ce
que le module (M6) de stockage comporte égale-
ment un dispositif micro-fluidique tel que défini dans
'une des revendications 1 a 6.

Carte selon la revendication 7 ou 8, caractérisé en
ce que le module (M5) de digestion comporte un
dispositif micro-fluidique tel que définidans 'une des
revendications 1 a 6.

Carte selon l'une des revendications 7 a 9, carac-
térisée en ce que le module (M5) de digestion com-
porte une surface développée fonctionnalisée com-
prenant une enzyme dédiée a la digestion des pro-
téines cibles.

Carte selon 'une des revendications 7 a 10, carac-
térisée en ce ladite pompe est connectée, via plu-
sieurs liaisons fluidiques agencées en étoile autour
de la pompe, a plusieurs réservoirs appartenant
auxdits modules.

Carte selon la revendication 11, caractérisée en ce
que son support est réalisé par assemblage de plu-
sieurs couches superposées, composées dau
moins deux couches externes et d’'une couche inter-
médiaire intercalée entre les deux couches exter-
nes, au moins'une des deux couches externes com-
portant un circuit fluidique, ladite couche intermé-
diaire étant réalisée dans ledit matériau hyper-élas-
tique et formant a la fois la premiére membrane (20)
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et la deuxieme membrane (50).

13. Systéme de préparation d’'un échantillon sanguin,

caractérisé en ce qu’il comporte :

- Une carte micro-fluidique (C) telle que définie
dans l'une des revendications 7 a 12,

-Un systéme d’actionnement pneumatique (SP)
comprenant plusieurs points de commande
pneumatiques associés auxdits modules pré-
sents sur ladite carte micro-fluidique,

- Une unité de traitement et de commande dudit
systeme d’actionnement pneumatique (SP),
configurée pour exécuter une séquence de
commande adaptée pour préparer un échan-
tillon sanguin dans ladite carte micro-fluidique

().
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