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2 Objectifs du travail de thèse 
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3 Les procédés de séparation 
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3.1 Historique de l’électrophorèse capillaire 
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3.2 Théorie de l’électrophorèse capillaire 
�
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3.2.1 Définition de la mobilité électrophorétique 
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3.2.2 Définition de la bicouche électrique 
�

��� �!�����-���� ���� #�� -�!����-�� "#�� ���-���  �� -�)� �������� ���  �����-) ���
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3.2.3 Le flux électroosmotique 
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3.2.4 Les paramètres analytiques 
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3.3 Les différents modes d’électrophorèse capillair e 
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3.3.1 L’électrophorèse capillaire de zone (CZE) 
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3.3.2 La focalisation isoélectrique en capillaire ( IEF) 
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3.3.3 L’électrophorèse capillaire en gel (CGE) 
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3.3.4 Isotachophorèse (ITP) 
�
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3.3.5 Chromatographie électrocinétique micellaire c apillaire (MEKC) 
�
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3.3.6 Electrochromatographie capillaire (CEC) 
�
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3.3.7 Electrophorèse capillaire multidimensionnelle  
�
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4 Les microsystèmes sur puce 
�
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4.1 Analyse à partir d’échantillon sanguin 
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4.2 Analyse à partir du sang ou du sérum 
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4.2.1 La préconcentration protéique 
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4.2.2 Les modules de préparation à la détection 
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4.2.3 Les micromélangeurs 
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4.3 Analyse cellulaire à partir du sang ou du plasm a 
�
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4.3.1 La culture de cellules sur puce 
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4.3.2 L’extraction de cellules 
�
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4.3.3 La sélection des cellules (« cell sorting ») 
�

�,��  ���� "#��  ��� !�  # ��� ����� �3�������*� �  ��� ����� ��� ���� �� �!��2�-���� �2���� "#���

 �#��� !�����#�� ��� ������� ��#����7� ������ �� �!����� ���� ��!� ����� �#� ��2��#� -�!���!���"#�� �����

 ���%��-������� �����!����!������������#!�#����-�!��� #���"#������ �����������4��� ��4�%���4���

.1� ��� %��2#��� �,!4�� �#� 4#-���7� ���� �����%�-���� ���-��� #�� �������%�� ���!���"#���

���!���������!�  # �����#��!��� �����!��� �2����#��!��� ���!��������5��%#���0
67��

���%#���%������!�  # ��������� ���!���#3����������#������������#������������4'����'��-�"#�*�

����� ���� #�� � #3�  �-������� �#� � �!�����-���"#�� �#� � �!����4�����"#�*� ����� ����

��� �!����4��,��0	L7�������-��4������� �� �!��������� ��#2����!�-)������2�!�#��!'��-,�������

� #3� 5�����  �� ���!���� ���� ��!���� �����  �� ����%���4�� �#�2���67� ���"#���� ����%��� ���� >#�A���

�� ������ ��)��"#�� #�� �'��,-�� -�!��� #���"#�� ��� ���� ��� !�  # ��� �!��2���� ���� � #����!��!��

5YG��/�5��%#���00)667���������������  �#�������-�������� �!������������!�  # �����������
��

�

;��
� �3���-����  �� :G=� 5%����� � #����!���� �������60NM7� ������ �����!4�� ���� ���#����� � #��

�������������"#�� ���)�!�����������������-��������!# �#����2�!��#!!,�7���������)������#����#3����

�#�2���!�  # ������-�������*�!��YG��/��������-� ������������?������ ���) ����������-�!��2������

�������-�!����-�������������"#��0�
7�����������-�������������-�������� �!������������!�  # ���

���-�--��,���0�07��

��--�� ���!�--#��������� �!���"#��������"#����������������*� ���!�  # ���-�)� ����������� #3�

� �!�����-���"#�� ������� ���������� � #�� ������-���� "#�� !�  ��� -�)� ������ ���� ��������7�

���������*� ��� ���!����� ���� ���#!�#���� �#� ���� -������#3� #�� ����*�  ���� �!������ ��� !4�-���

� �!���"#��� � �2��� %��,��� ���� ����#�)������� �#� ��2��#� ���� �����!����!������ "#�� �����

���� ���������#��  �����!�!�����#����7�������!4����/!4D�  ��������!�--������2� �����#��YG��/�

!�-)������ !��� ��#3� -����� ��� ����%�7� ���� !�  # ��� ����� -�)� ������ ���� ���������

4'����'��-�"#�*� ������� "#��  �� !�--#������� ������  ��� !���#3� ��� ������� ���� ���#����

� �!���!�����"#�-�������� ��)�������#��� #3���������!# ����0�	7�
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4.3.4 La cytométrie en flux 
�

��������!4��"#���2� #�� ���!���!�������"#����4'��!�!4�-�"#�������!�  # �������� #����7�

:����� �-���*� ���!�  # ��������-��"#�����2�!������������� #����!�������������?��������!��) �7�

�����  ���  �)���������� �#�� �#!�*�  ��� !�  # ��� ����� -�)� ������ ��� ��!� ������ ���� � #3�

� �!����4�����"#�0�
*� 4'����'��-�"#�0�N*� �#� ����  ����0��� ���  �� � #����!��!�� ���� �3!������

��� !�  �!���� �#� ��2��#� ���  �� B���� ��� ����!����7� ��� !'��-,���� -��#��� ��-# ����-�����

 ��� #����!��!���-����������"#�� ��������!�������� �� #-�,�����#��!4�"#��!�  # ��5��%#���00�60��7�

���,�� �2���� ���� !���!��������*�  ��� !�  # ��� ����� �� �!��������� ����  ��� -��4����� ��!������

���!���--���7�

�����������  �)���������� �#�� �#!�� ����%����� ���� !'��-,����� !�#� ��� �2�!� ���� -��# ���

������������ ���� ���� ��)��"#��� 5��� �!����4��,��60�N*� 0�L7� =�#�� �!!��V����  �� -�����#����������

���  �� �����)� ���� ���� !'��-,����*� � � ��#�� ���2����� 9� ��-� ������  ��� �#�� �� ����"#��� #�� ����7��

�����������!����9�� #���#�����#��������� ��"#�  ��*�� �����%���������!�-������������"#�����-� ���

5��)���0�Q*� 0�M� �#� %#����� ����"#��0�
*� 0�06� ��#�� �3!����� ��S�#� !�  �!���*�  �� � #����!��!���

�#�  ��� ������!�����7� :�T!�� 9�  �����%������� ����"#�*� � � ��2����� ��!� �� ��� -# ��� ����  �� ��-)����

�����#�!������3!�������� ������������4������������!� �������#��#���-?-��B�����������!����0�	7�
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4.3.5 La lyse cellulaire 
�

.��� ����� "#��  ��� !�  # ��� ��������� ����� ��� ���*� �  ��� ���2���� ?����  '����� ��#���

"#��  ���  �),�����  �#��� !������#����7� ���� ��������� ���2���� ?���� ���#���� �������� ���� ��)����

-�-)������������# �������������%��������#��)��������-���� ����������� '�������-� ���!�������

5���6��#������������������#��8�!�����7�>#����������������������!4������ '����!�  # �������#��

�#!�� ���� ���� ��!������(� ����  '���� !4�-�"#��*� �4��-�"#��0	L*� � �!���"#��� 5� �!�����������6��

�#�-�!���"#���5# �������*�-�!�����#!�#���67��

���2��������  �-���*� ��)�!�#!4�� �����"#������!�  # ������� '����!4�-�"#�-�������� ��

)����� ���%�����  '��"#��� 5/�/60�
*� 0�N*��#� ����B'-��� 5��%#��� 0	)67����������*� !����� ��!4��"#��

���� �����!� �� 9� �3� ������ �#� ��2��#� -�!��� #���"#�*� !��� �  �� ���2�"#��  �� ����� #�����

-�-)��������������%���  ��7����� #�*�  ��������!�������#�  ������#���!���������� ����-�������

-�%������� ���� ���8#��!��) �� 9�  �����!�!���� ���� ��� '���� !�-� �-��������� "#�� ��#�������� ?����

!�#� ���0��7� ���"#���� �����%��� �� !�-)����  �� ����!���� ��� ����#����� ��!���� ��#��  ��� �� ����� ;�

�2�!� #��� 4'��� '��� ��B'-���"#�0
	7� �����*� � �� ���� �3������  �� g�%� �!��������� ��� 2� ����  �#��

��!4��"#����� '����2�!�#���������B'-���"#�0��7��

��� '����4��-�"#����������������#���#!������ ��"#�������:���B���A�7����������*�����#�� ��������

������ �-�����9� ��3���!��������!������#! ��"#��*������������*�"#�� �����������������������#�����

 ������� ��!4�#���-���0�L7�

�

��� �!����������������#�����!4��"#��"#�����-��������������� ��-�-)�����!�  # ����������

���  �)��������� ���%-������������#�������������-� �!# ����4��-�!�#��"#�����#��  ��-�# ������

��#��!4�-��� �!���"#��� �2��50
�A1S!-67������������ ����!�����-��4������� '�����������-������

����� ����  �)���������� �#�� �#!�� ��)��"#��� ��� �� �!�#-0�Q� �#� ��� �'��30��*� 0�M7� ���  '���  �� � #��

��������'���������!4�2������

�-������ ��"#���������-��'�5��%#���0	�60L
7����-��# ����� '���

�#�����#��������%������������-�!���'��,-���!�#� ���� '���!�  # ��������� �!����4��,���!���  �����

!�-)������ 9� #��� ����!����� � #����!����� ���#���� ���� ������������  ����� 5�$G60L07��

���#�����  �)���������� �#���#!��!�-� �3��� ���,%�����#��-��# �����  '����������������������#��

-��# �������� �!����4��,��0L	7�
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��� �� ��������-�!���"#������  �������,���-��4�������  '��� ����%���������  ���  �)����������

�#�� �#!�7� �  �� ���� ���#���� ���� #�� �����#� ��� -�!���!�#���#3� #������ ���� %��2#��� �,!4�7��

������ ��!4��"#�� �#�� ����%���� �#�� #�� -�!���'��,-�� !���) �� ��� �� �!�������� ��� ���  '�����

���� !�  # ��� -!J4*� ��� �#�������  ����� -����%��� 5�!���� ��)��#! ��"#�6� �3������ ����

!4��-���%���4�������������*���� �������!������������!�-� �-�������*���� ��-� ����������=���

�2��������������� ������%-������-� ����������� �!����4��,���!���  ��������%� 0L
7��

���� ���!����� ���  '��� #�� ������ ���� -�!������!���#��� ����%���� ����� ���� �'��,-���

-�!��� #���"#��� ���� �%� �-���� ���� !���!��������L*� 0	L7� <���� "#�� !����� �����!4�� ����,����

#���)���������!�!���*��  ����������� ���!��2��������������������!��-����� �����%���  ������2#��

����� '����!�-� �-��������7�

�

4.3.6 L’extraction des molécules d’intérêt 
�

��-���� ���#� �#� %����� ��-)��� ��� -� �!# ��� !�����#��� �����  ��� !�  # ��*� � � ����

��!�����������  ����#���������������3�������  ���-� �!# ����������?�7��������#����!��������#��?����

����!�#��� 2��� ���� -�-)������ ��� ��� '��� �� �!��2��� ��� ���  �� #�� ������ ����2��#�  �-�����

�#�!�-)������5���������������
��#!��60LN7�

���2��������  �-���*�  ��3���!����� ��� ����� � #�@�� ������ ��#3� �4�����  �"#����� 5#��� �� #�����

�"#�#������#���� 2���6�������!��������  ��-��!�)� ��������!�-�����7����"#�������C���-���� �#���

 �� ���-�,��� 9� -�����#������ !����� -��4���� ���3���!����0L�7� ���#��*� ������������ �����!4��� ����

���-������-� ������ �����)� ������� ��������!�� �"#���� �"#���0L�7��

�������2�#3���!������3� �������#���-��4�������3���!�����)����� �#��  �#�� ����������������!# ���

-�%����"#��� ���!������ ������ �2�!� ���� ������� )�����' ���7� ������ �����!4��  �#�� �� ���-��� ���

��!����V���� �� �!��2�-���� ���� ���%-����� ������%���-�"#��� !�-� �-��������� 9� ������� ��#��

 '������������
��

�;��
0LL+�

G�%#���0	�(��6�+��# ����� '�������� �!�����������7�)6�+��# ����� '���!4�-�"#�����=�+/�
����%�����������-�������#-���"#��7�
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���� �4����� �������������� #�� ������ ��� !4��-���%���4��� ��� ����� ���� ��������

�3! #��2�-����9�  ����������������)��-� �!# ��*��  ���������%� �-����#�� ���) ���  �������������

��� �#����!�����7� ���3���!����� ��� �4���� �� ���� ���!������� ���� ���� ������!������

� �!��������"#��0LQ*� ����  �������� 4'���%,���� �#� ��-� �-���� ���� ����������� �#��  �� �� �!�0LM7��

����� ��� ���� !�  �)�����#��� ���2� �%�����  �#�� �������� ��� )�  ��� ��� �� �!�� �3� ��������

���� ������!��������������������7� $ ��������-������ ��"#� �������  �#���#����!�������������!����*�

���,���-� ���!�����*��������%-���������%,����<���0*�<���	����g�% �)�����3�������9�����������

% �)# ���) ��!���#����!# �#���!�  # ����0LM7����2�������  ��� �'������������!�����*� � ����������) ��

���8�#���� ���� ������� ���  �2�%�*� �2���� ��� ��!��!4���  ��� !�-������ �#������� ���  �� �4����

������������*����������9��-� ������ ���#������#�����#�����!4��!4�0Q
7�

�

4.3.7 L’amplification PCR 
�

������ -��4���� ����  �� � #�� ���) �� ��#�� �#%-������ �� �!��2�-����  �� "#������� ��� %,����

�������) ��7� �  �� ���-���  ��-� ���!������ �3��������  �� ���� %,���� 9� ������� ��� ��#3� �-��!���

%�T!�� 9� #��� ������ ��� ���!������ �������2��7� ���� ���!������ ��� �����#������*� 4')����������

���� ��%���������� ��#�9�
���-�����#����������!���7�<����"#�������������*�!�����-��4��������,���

!���������  �-����� �#� ��2��#� -�!���!���"#�� 5���������� ��� ��-�����#���  ���� ������ �#)����

����!4����  ���*�%�����2� #-��!����--�*��#��������� '��6�"#����#2����?����!��������) �-����

���#�����9� ��!4�  ������ �)�����������#���#!�7�������-�����'��,-��=�������%�����������2� �����

��� 0MM
� ���� ����4�#�� ��� ���� !�  �)�����#��� �#�� #��� �#!�� ��#�� --	� 0Q07� ��� !4�#���%�� ������

���#��� ���� #�� H��%# ���#�� �4��-�"#��I� 5�4��-�!'! ��6� ��� �� '�� �!�#-� ��)��"#�� ���� %��2#���

����������"#�7������� ���#!�#��������� !4�#�����9�0�������� ��!��������  �� ��-�������!'! ���������

����2����� 0� -��#��� 5N� ����� � #�� ������� "#�#��� �-� ���!������ �����������  �60Q	7��

���#���������������!��������) �����������-������J#2�����#���-� ������!���-��# ���L*� 00
*� 0Q
*�
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4.3.8 Le séquençage 
�
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4.4 Les méthodes de détection 

4.4.1 La spectrométrie de masse 
�
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 ����/$�+/� 5� �!�������'� ����B������ -���� ���!���-���'6	

� ���!��������� �2�!� #�� ��������'�

����%��� �#��  ���#!���#�  ��� �'��,-���+���$�+/�5-����3����������  ���������������S����B������

-���� ���!���-���'600�*� 	
N�	
�7� ��� +���$�+/*�  �����%��� �����-���� ���� #��� ������������  �����

5.1� �#� $�6*� ���2�"#��  �� �� �3������ ��� �4���� %�B� ���  �� -����!�� �#���������  ��� -� �!# ���

�!4����  ���*�  ��������V����������#���#�%��%�B�#37������!������4���*�  ��� ��������-���-�%�����

��#�� ��-� �!��������#��!4�-��� �!��������"#��2���� ������!��#�7����%����� *� ������!���-,�����

��� �'��� +���$�+/� ����� !�#� ��� �2�!� ���� ��� '��#��� ��� ��-��� ��� 2� � 5��G67��

������� '�����2�!� ������!���-,������/$�+/����-�������#��� #��4�#����%���������%�������"#��

 ���!�#� �%������+���$�+/*��#������"#�� �����������'����#2����?������)��"#�������!��-����

��� ������� ���� !���#3� -�!��� #���"#��7� ���������*� )���� "#��  �� ��� �������� ���������!��� �������

���� -�!���'��,-��� ��� ���� ���!���-,����� ������ ���� ��-������� �#�� ����������� -������#3*��

!��� !�-�������� ���2���� ?���� �-� ������ ����� "#��  �� ��������'� ����� �#�����--���� ���) �� ��#��

���-������������� '���������#����7��

�

4.4.2 Les méthodes de détection optique 
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4.4.3 La détection électrochimique 
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4.4.4 Les méthodes moins conventionnelles 
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5 Fabrication des laboratoires sur puce 
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5.1 La fabrication des guides optiques 
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5.2 La fabrication des structures microfluidiques 
�

��--�� ��#�� ��#2����  �� !��������� �#� ���2���� ���� ����������� -��# ��� ��!�����

���!���--���*�  ��� !��!#���� -�!��� #���"#��� ��#2���� ?���� ��)��"#��� ��� �� �!�#-*� 2������

�#� �� '-,��7� ��� !4��3� �#� -������#� ������ ��%��� ����  ���� �!������ 2����M
7� =��� �3�-� �*��
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����� ���� �3� ��������� ��� � �!����4��,��� !���  ����� !�#� ��� 9� #��� ����!����� ���� � #����!��!��
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5 �� -�# �� ����������  �� %��-������ ��2����� 9�  �� ���#!�#��� "#��  ���� ��#4����� ��� ����6M
*� 	L�*� 	L�*��

������8�!������#������) ������ ����	LL*�	LQ7��

��� 2����� ���  �� �� �!�#-*� "#���� 9� �#3*� #�� ������  ��� -?-��� �#�� �� ��� ��)��!�����M
*� 	L�7��

���� ��!4�� �%���� ��#����%�� ��������� �#��  �� ���@�� ��#��� ������� �4��������) �� �#��  �� �#)�������

��� �#��  �#�� �������� ��#�� -��"#�� ����������  �� %��-������ 2�# #��Q*� 	LN7� ������ ������ ����

!����� ������*� ���� �4��� ��4�%���4���.1*� ���-��� ��� �����������  �� -����� �������� �#��  �� -��"#��

2���� ��������7����%��-�������������#����������������#�� ���#)����������%��2#�������"#��	LM*�	Q
*�	Q0*�

�#� !4�-�"#�	L	*� 	L
*� ���� �) ������  ����	LM*� ���� ��) �%�� 5��D���� ) �����%6	Q	*� 	Q
� �#� ���� �!��%��

���-����	QN*� 	Q�7� ��� ��) �%�� ���� #��� ��!4��"#�� ��� �-�������� -�!���"#�� ���� �����!# ��� ���

�#)�����7� ���� �����!# ��� ��#�� -������#� �#�� ����� ���8�����*� ��#�� ��������� �#� ���2�����

��#�����%#�  �*�����!��-�����#�� ���#)������9�#�����7��

��-�������#��������!�����#�� ����*�!�����!4�� �%�������%��2#����#��� �!�#-�����#�2�����
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2����7�=����3�-� �*���� ������#4�������� �����#��!��� �-�!��� #���"#�������#���#)���������2����*�

� � �#�������#�� �����#��-�# �����=�+/�����������#��!��� �%��2��!�--��-��"#�7�����#���!���
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 ��!��� ����=�+/7������*� ��2��������!����!�������%��2���� ��� ��%��-�������#�-�# �	L
7�

.��� -��4���� ��� ��)��!������ 4���� ��  �� ) ��!4�� �3� �������  ��� ����������� �#��

-�!�����-�����%��������-�����#�����������;�����������)�������#����+7���������!4�� �%��*�

!�-����) �� �2�!� � #���#��� -������#3*� #�� ���� #�� ��-���� ��� =�+/� ����������  �� -����� "#���

 ������#4���������������7������-�����������#������!�#2������#����� #���������4�� ��"#�� ����2��
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5.2.1 La gravure ionique réactive 
�

�����  �� !��� ��#��� %��2#��� ����"#�� ���!��2�� ����������� ���� � ��-�� 5�$�6*� ��� �����

�����2�����9�  �� ����*�  ������������#�� )�-)����-���� ����"#�� ���!�#3���#��� ���!�����!4�-�"#�7��

.��� ��-�������,!��������!��������� �!�������������!�#3� ������������%�����������  �����!��#�7�

��--�� ��2�����"#����#��#�� ����������!�-���������!��� �-��������� �!��5/��	6*�  ���� ��-���

�-� �'��� ����� 9� )���� ��� � #��� 5/G�*� �GN� �#� �;G
67� <���� "#��  �� %��2#��� ��� �$�� �����
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��� �8�#����� ���� ���,!��� !4�-�"#�-���� ��#����� 5��%��*� ���� �3�-� �6	Q07� =�#�� ���#���� #���
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7�

��-���� ���#� ���� ��������#��� ��� � #���#��� -�!��-,����� "#�� ��#�� ��#4������� %��2��*��
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���� ���#���� ����!�#��� ��#�� 2���� ���� �# 2���������� !��4���"#�� 5/�#������4,��� Q	N*� +������ �
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5.2.2 La gravure humide 
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5.2.3 Comparaison entre gravure humide et gravure i onique 
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5.3 La fermeture du microsystème 
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5.3.1 Le collage verre-verre 
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5.3.2 Le collage verre-polymère 
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6 Banc de caractérisation des laboratoires sur puce  
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6.1 Le microscope à épifluorescence 
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6.2 L’excitation intégrée 
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6.3 La configuration toute intégrée 
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6.4 L’arrangement fibré 
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7 Caractérisations optiques des microsystèmes 
�
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7.1 Les propriétés de transmission des guides optiq ues 
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7.2 Les caractérisations par fluorescence 
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7.3 Les courbes d’étalonnage 
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8 Caractérisations des mécanismes électrocinétiques  
�
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8.1 La relation tension-intensité 
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8.1.1 Influence de la force ionique 
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8.1.2 Influence de l’ajout de solvants organiques 
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8.2.1 La vitesse électroosmotique 
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8.2.3 Estimation de la valeur du potentiel Zêta 
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8.3 Influence d’additifs sur la mobilité électroosm otique 
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9 Séparation des biomolécules 
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9.1 Le marquage des protéines 
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9.2 Séparation de la Streptavidine et du Cy3 par CZ E 
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9.2.1 Injection de la Streptavidine seule 
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9.3.1 Expérience de référence sur un capillaire de silice 
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