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Le cancer est une maladiemplexe etrés difficile a élimineren grande partie en raison
des nombreux typedifférentsde cancers et du caractére unique de chaglieidu, faisant en
sorte que les patients répondent différemnddatgamme grandissantetdgitements disponibles.
DYDVVRFLHU j FKDTXH SDWLHQW OH PHLOOHXU Wd&dzlaVHPHQ W
médecine personnalisé® 1D X MR X U @érkettaGFHOIDWHU OHV HIITHWV VHFRQCGC
liés a des traitements inefficacden méme temps, les chances de susaEentplus élevées
S X LV Tagfligu@ntle traitement optimal plugdt, le canceauramoins le temps de développer
les mécanismes de résistance qui le rendent de plus en plus difficile a @ajiendantjes
modéesactuelsde culturede cellules cancéreusespermettent pas decréemparfaitementoutes
les caractéristiques des patiegts seront ultimement traités par lgsimiothérapies testéekes
modeles animaux ne répliquent pas bien le systéme imnmenitamain, ni la complexité et
OTLQVWDELOLWpP JpQpWLTXH GHV FDQFHUV KXPDibQt%o DORUYV
négligent en pluge caractere tridimensionnel (30 tissu. Les sphéroidesies amas cellulaires
tridimensionnels synthétis&n laboratoiretsont un modele diéssu simple eprometteur, mais
ceuxformés a partide lignées cellulaires établies ne reproduisent pas bien la complexité et les
particularités des cancers de patients.

IfREMHFWLI G HeRpkopSserRivehbcGIXMIMH SHUPHWWDQW GIHIIHFV
réponses aux chimiothérapies directement sur le tissu tumoral de patients, extrait par biopsie ou
par chirurgie En préservantdrchitecture 30et la composition cellulaire du tissu primaire, cette
technique a lgpotentiel de mieux prédire la réponse du patenparativementux autres
méthodes de culture des celluld§ DSSURFKH UHWHQXH FRQVLVWH j PLQLDW
gue ledispositifdans lequel ils sont gardés en culfue quilui conféredesavantages importants
relatfsauFRQWH[WH FOLQLTXH G D Q \Prémi¢ExehD e@dduabk RetHiVéstY 1L Q V
SRVVLEOH GI{REWHQLU SOXVLHXUV pFKDQWLOORQV j SDUwWLU
ensuite étre exposeés éférentesoptionsdetraitements. Deuxiemement, en employant un systeme
PLFURIOXLGLTXH FRPPH GLVSRVLWLI GYLQFXhinsahtpgleOH YRO
fait méme les codlts en réactifs (par exemple, les chimiothérapies ou les mafigoeessents)

Enfin, la petite taille des systemes réduit les temps de diffusion, ce qui facilite le transport
dTR[\JqgQritrirGeHtsHW G{DXWUMXPROIMFXEGHQYPWUH GX WLVVX
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QXDWUH GLIITpUHQWY W\SHV GH WXP HKXdéelmlds eRrahdersy |RUF
GH OD SURVWDWH HW G idar®@ §&kpfdjetdohhhe rRoQalé de\isgu XuiidraD o V
PHWWUH DX SRLQW WRXWHV O H \hgiathDi§uele décdupe Du SssuRakpG X U H
tailles souamillimétriques a étééveloppée afin de produire de nombreux échantillons de tumeurs
micro-disséquéesTMD), a partir de faibles quantités de tigstimaire. En forme de disque
G {1 H Q BQOWR @e haut paB80 um de diametre, leIMD ont été produites en utilisant un
vioratomH SRXU FRXSHU GH ILQHVY WUDQFKHYVY GH WLVVX DLQVL T
dimensions au diametre désiré. Ensuiees TMD ont été chargées danme plateforme
microfluidique congue sur mesure, composée de cing canaux indépendants, chacale king
puits ou lesTMD sontpiégées pasédimentationPourévaluer & viabilité desTMD au sein de
cette plateformetrois techniques de mesure ont été adaptées a la procédure dévelbplaee
microscopie confocale de®llules viables et mortemaquées avec des fluorophes de viabilité
faite directement a travers tkessousle la plateforme2) la cytométrie en flux des échantillons
fragmentés en cellules individuelles marquées aveflmephoresG 1 D S R SAVIRdétdctidiV
G T1XQ ELR R®raortxité ¥dns le milieu extrait des systemes.

Les trois techniquess 1 D Q bné@ntrerit que les quatre g9 deTMD restent viables tout
DX ORQJ GH OD SpULRGH GYLQFXEDWLRQ VXU KXLW MRXUV [/}
la premiereMRXUQpH GITLQFXEDWLRQ | F D Xduie GeXcovpdy slHIESSY FD XV p S
PDLV XQ UHJDLQ GH YLDELOLWp VXUYLHQW GqV OH WURLVLQg
GIDQDO\VH /H PrPH SURWARBCsRAd dD tipsw/ ge EaBIS O LAK PO TRYDLUH F
Qufhe patiente pantervention dirurgicale HW O fHIITHW G { X Qélcarddpldiber sMikgpp UD SL H
VXUYLH GX WLVVX D pWp pYDOXp /H WLVVX VHPEOH DYRLU U,
viabilité significativement plubasse a été mesurée poufltD traitées comparativement a celles

non traitées.

Lesrésultats montrerquedes échantillons primaires de tumeeuvent étre maintenus en
vie au sein de la plateforrmicrofluidique suffisamment longtemps pour mesules effets de
différentstraitemens sur plusieurs jourd.a technologie développée a le potentietepositionner
les patens DX FHQWUH GX GpYHORSSHPHQW GH PpGle&wBdEiH QW YV H(
cancérewet toutes les possibilités de traitemwrlV T XL V JFKIDEF X Q. \MEdoxtfa aussi

servir pour certaines étapeles ce la recherche fondamentale ou des tests sur du tissu humain
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SRXUUDLHQW SHUPHWWUH GH UpSRQGUH | FlEUMNMDLQ@HY TXH
O 1D E V H Q FddleGigsMl&reRporoprié

Mots clés: modéles de culture cellulair culture organotypique, tisguimaire, microflidique,
SKPQRPgQHV G pkdeDofydmeRirpuce, cancer, médecine personnaligésts de

réponse aux medicaments.
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Cancer is a complex disease and very difficutredicatemainly becauséhere are many
different subtypes of cancer aadchindividual responds differently to the increasing number of
available treatments. Associating the best treatmezddb ane\very patient is one of the greatest
challenges of personalized mediciioelay. Personalizing treatmentill enable doctors to avoid
the side effects and costs related to inefficient treatments. At the same time, therapy success rates
will increaseby applyng an efficient treatmengarlier wherthe diseaséas not yehad time to
develop resistance mechanismskingit more difficult to treat. However, currently available
cancer cell culture models dot perfectly rereateall the characteristics of patievitf WXPRUV WKL
will ultimately be treated by the tested therapeutics. Animal modet®tdeplicate the human
immune system, nor the complexity and instability of human cancers, whilarmagb models
also neglect the three dimensionality of tissuegph&oids * laboratorysynthesized three
dimensional(3D) clusters of cellstconstitute a simple and promising tissue model, but those
grown from established cell lines do not reproduce the complexitgladcteristicef specific
SDWLHQWVY FDQFHUV

Theaim of the current researthto propose a new procedure whmrdifferent drugs ould
be tested directly on tumor tissue extracted from patients through biopsy or surgery. By preserving
the 3D architecture and cellular composition of primary tissue, this technique could potentially
offer betterprediction R1 S D W L HQ WeahfpakkH wodher@#IHtulture models. The chosen
approach which consists inminiaturizing the tissue samples atiee device in whiclthey are
cultured, has many important advantages relative to the clinical application of the project. First, by
cutting the tissue o small pieces, many samples are obtained from al smahtity of tissue
which can thee exposed to different treatment options. Sdctimough the use ofraicrofluidic
system as an incubation device, the volume is redtioeeby minimizing the co®f reagentsfor
example,chemotherapyagentsor fluorescentmarker$. Finally, the small size of the systems
reducediffusiontimes, which facilitates the transport of oxygen, nutrients and other molecules to

the center of théssue.

Four different typesof mousetumor xenograftstgrown fromhuman prostate and ovarian
cancer cell linestwere usedo establishall the steps of the procedur€irst, a cuttingechnique

wasdeveloped to produce masybmillimetersizedmicro-dissected tumor sampl@dDTs) from



small amounts of primary tissugisk-like MDTs of approximately 38Qm in diameter by 30Qm

high were produced using a vibratome to cut thin sliceagairembeddedissuefollowed by a
biopsy punch to reduce their size to the desired diamdet, theMDTs were loaded into a
customdesigned microfluidic platforrcomposed of five independent channels, eamttaining

five wells where theMDTs were trapped by sedimentation. To ass®BT viability in this
platform, three measurement technigues/e been adapted to the procedure: 1) confocal
microscopylive and dead cedllabeled withviability dyesperformeddirectly through tle baseof

the platform, 2¥low cytometryof sampledisruptedinto individual cells labeled withpoptosis
fluorophores, and 3)the detecton of a biomarkeifor mortality measured the mediumextraced
from thesystems.

All three analytical techniques show that the four typ@4®fs remain viable throughout
the incubation perioaver eight days. Their viability is generally lower aftére firstday of
incubation because of stresgerted on thdissueduring the cutting procedure, butiability
recovers bythe third day and is maintained until the last day of analysis. The samegbnots
successfully applied to ovarian cancer tissaraovedrom a patientluringsurgery and the effect
of achemotherapggent(carboplatinjonthe survival of the tissue was assessed.CBineer tissue
seems to have responded positively to the treattrace significantly lower viabilgs were
measured fotreatedMDTs compared tdhe untreated group.

Theseresults show that primary tumor samples can be kept aitven the microfluidic
platform long enough to measutke effects of different treatemts over several days. The
technologydevelopedas the potential to reposition pateat the center ahedrug development
pipelineby serving as an interface betweerirtpemarycancerous tissue atitetreatment options
available toeach ofthem It may also be useid certainkey basic researchteps where tests on
human tissue could hetp addresguestionghat remain unanswered up to now due to the absence

of an appropriate tissue model.

Keywords: cell culture models, orgatiypic culture, pimary tissue, microfluidics, transport

phenomena on chjprganson-chip, cancer, personalized medicine, dtesting.
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CHAPITRE 1 ,1752'8&7,21

Le cancerla maladie la plus meurtriere au Canadstresponsable de 30% de tous les
déced1], et ce, malgré la multitude de traitements disponibles. Si les techniques destitiagno
desoinne sont pas significativement amélioréelgut VIDWWHQGUH j FH TXH SOXV Gl
VXU FLQT VRLHQW DWWHLQWHY GX FDQFHU DX FRXUV GH OH)>
de cette maladid.a variabilité de la réponsies patientaux médicament®] et O fus&ment des
patiens et des prochef3] face DX IDUGHDX GH OD P DO BeGhérapiddNpajfoBTDS SO
inefficacesSRLQWHQW YHUV OD Q pl$personidlseefrditerhent SSpydeF K H
a pour but de développer une nouvelle technique de culttissdéumoral qui pourrait étre utilisée
a la fois comme un modéle précliniquus représentatif des tumeurs humainesr deu
développemente nouveaux médicaments et éventuellement comme wlitégtie pour préae

la réponsendividuelle de patientaux traitementanti-cancer existants.

Au cours des 3@lernieres années, la découverte céataines degenes et mutations
LPSOLTXpV GDQV OfpYROXWLRQ 5 H & L IFpUAHRVHQ W \BKINM QA pl ©
traitement de la malad[d], [5]. Certaines prédispositions génétiques au cancer ont été identifiées
etVIDYqQUHQW H[WUrBHPH QWLXWICOHSDSRRHQWY j ULVTXH 3DU
desdeux genes suppresseurs de tumeur BRCA1 ou BRCA2 augmente drastiqubeenes
femmede risquede développeun cancer du seiou GH O R Y D L teHelvi¢ [6]RGtade/a
une compréhensiocamélioréedes voies de signalisatianenant a un comportement néoplasique
des cellulesde nombreusesibles thérapeiquespotentiellesont aussiété identifieeg4]. Or, a
OTH[FHSWL R tr@itdmantsHGi Dt eu un impatinique significatif sur la survie de
groupes de patients bien spécifiques, par exerapliahibiteurs de PARBourles personnes ayant
des cancers BRCAnutés [7], la plupart des patients ne peuvent toujours pas bénétleier

traitements ciblés.

Pour orienter le choix d#hérapies antcancer, il existeloncdeux grandes visions de la
médecine personnalisée. La premiére, basée sur les statistiques, cherche a trouver un marqueur
biologique(ou biomarqueurghez les patients a traiter qui se@it LQGLFDWH X Wili@fXQH SLU
augmentée de réponsee@rtairs medicamers Actuellement, malgré une recherche intensive en
ce sens, un trés faible nombre ces biomarqueurs a été répertora® est utilisé en milieu
clinique[4]. /HV RQFRORJXHV GLVSRVHQW GRQF GH SHX GYfRXWLO"



chimiothérapie pour chaque patiefar exeme, BRCA1 et BRCA2 sont des biomarqueurs
LQGLFDWHXUV GlightgtéeeUdpanBecauOinhildifeurs de PARFRpendant, a cause

du caractere spécifigue de chaque individu, tous les patients BR@I&s ne répondent pas
nécessairement a la thérapregoséd7]. Pour compenser ces limites, deuxiemevision de la

médecine personnaliséensisteplutdt atester empiriquement différentes chimiothérapies sur du
matériel biologique provenant de chaque individu attefiri dancer. Cetteptionestgénéralisable

a plusieurs types de cancers et elle poumditUH WHQWpH GDQV OD PDMRULWpPp G
les biomarqueurs se serait avérpeu concluante Elle pourrait méme étre utilisée en

complémentarité avec les biomarqueurs pour valider un choix de traitement basé gir ceux

Ce projet de maitris& fLQVFULW GDQV FHWWH GHX[LqPH Y&VLRQ G
matériel tumoral primaire peut étre collecté sous plusieurs formes chez les atmints de
cancer notamment par lesellules tumorales circulanteles ascites OTDFFXPXODWLRQ GH
GDQV OYDEGRPHQ SRXYDQW FRQ#Vies@uinbursglle¥méEneOBREA QUEIY FDQF
les deux premiers types soient les plus simples a extraire soit par une prise de sang ou par une
paracentese, ils ne sont présents gans une faible proportion des patients et apparaissent
généralement a un stade avancé de la malafig9]. En revanche, les cancers a tumeur solide
composent environ 90% deuwles cancefd 0]. Des échantillons de tumeur peuvent étre obtenus
par bhopsie oua lasuite Qufieprocédure chirurgicalet ce projetise adémontrer quees tumeurs
solidespeuvent étreultivées dans un microsystéme congu sur mestuére utilisées commen

nouveau modéele de culture cellulgiles représentatif de lamplexité biologique du cancer

Comme le témoignée faible taux de succestseulemat 6,7% +des médicaments anti
canceren phase cliniqu¢ll], les modeles précliniquestaels VRQW GpIDLOO®RQWYV SX
permettent pas derédire correctement quels médicaments devraient réjedésdes étapes
subséquentes de développemente déterminer pour quel segupe de patients les nouveaux
traitements ont le plus de chances de produire un effet Ja&iti§14]. En biologie du canceral
lignée cellulaire établie est le modéle le plus coménuent étudiéen raison de sa simplicité
G 1 X W L @¢ sabapidit® &@yproduire des résultdésla reproductibilité des résultadnéresinsi
que de la disponibilité de plusieurs types de cellbles caractérisédd4], [15]. - O RU&sJILQH
lignées cellulaires humaines otutesété dérivées de cellules extraites de patients, faais
conditions de propagation de ces cellules dans déssbde pétri sont trés différentes du

microenvironnement préseintvivo [15]. En effet,les cellules se reproduisent en monocouche sur



un substrat de plastique, sans étre exposées aux composantes de la matrice extracellulaire normale.
&HWWH FRQILJXUDWLRQ ELGLPHQVLRQQHOO et QdlétQairé&X UD JH
(sécréibn de facteurs de croissanc& KR U P RGJH QY W H @xpiassiNrl QeHrxolécules

G 1D G K pt¢)Ldruisont caracteéristiques des tissus [3B], [17]. Aprés plusieurs passages,
seulementun sousURXSH GH FHOOXOHYV D\DQW UpXVVL j VIDGDSWHL

est représenté dans la lignée cellulaire résultante.

Le modéle animahurin est aussi largement utilisé en étude préclindjueancetant pour
OD IRUPDWLRQ GH [pQRJteHd tuhdrigerasgrade X desGdupis\g¥rétiquement
modifiées Les xénogreffes sont des masses cancéreuses produites en injectant des cellules
tumorales humaines dans le flanc (soutané)ou dans ue région du corppertinentau cancer
étudié (orthotopique) de souris immulédicienteg14], [15]. La formation dexénogreffese fait
relativement rapidement et de maniere reproductible pour plusieurs types de lignées cellulaires, ce
TXL SHUPHW G 9YpWXG L Htbérapfessut d dompdite@ent des) thinge\fidiiation,
croissance, métastasB) X V Hihexolofite delpsieuss sourispresque identique&llesajoutent
des dimensions intéressanie®  p W X G H : @Gidimfeis@rinblité des tumeurs, vascularisation,
interactions avec la matrice extracellulaire et le stroma des souris, puis exposition aux hormones et
aux autresfacteurs sécrétés par les souris localement ou de maniére systgigu5], [18].
Cependant,en plus des questions éthiques soulevées par ce type de cldwrepuris
immunoddicientes ne reproduisent pas le réle important du systeme immunitaire dans la
progression d cancer[12], [14] £16]. Des cellules primairesde patients peuvent aussi étre
transplantéeglans ce modéle, mais ellpsuvent prendre beaucoup de tempEeeloppernne
masse cancéreusede surcroit, ne formemrtucunexénogreffedans une proportion importante de
cas[14], [15]. Quant aux souris génétiguement modifiées, méme si elles sont utiles pour étudier
des voies de signalisations particulieriespliquées dans lecancer, elles sont coiitses a
développer[14]. Enfin, autant les souris génétiguement modifiées que les xénogreffes
représentent pas tous les types de careters refletenpassuffisammenbienla complexité et
OYLQVWDELOLWpP JpQpWL TXH [BH[V5]HR plds 63 Fsuliats sbderub avecy
ces deux catégories de modéles murins resteront togffecsespar les différences inteaspeces
HQWUH OD VRX15],M8HW OTKXPDLQ

La tridimensionnalité des tissus est de plus en plus reconnue comme un aspect important

des modéles cellulair¢$6] £18]. Méme si des défis subsistent concernant les modeéles cellulaires



3D, en patrticulier Igpossibilité de les cultiven vitro pendante longues périodes et de les imager

en profondeufl17], ils sont de plus en plus utilisés comme maslaleernatis SRXU OfpWXGH (

cancer.Les sphéroides, soit des amas de cellules cancéreuses farmits, sontactuellement

largementetudiéspour mieuxreprésentela tridimensionnalité des tumeurs solides humaibes.

cellulescultivéesdans des sphéroidest été associces 8HY QLYHDX[ GIH[PUHVVLRQ

SUqV GHV QLYHDX[ GYH[SUHVVLRSE, |20V BaXtNdimensSonr@iédesHV W X P

sphéroides et de d'autres types de tissuiiBide le transport massiqudiffusif de toutes les

molécules consommas ou produites par les cellules comme les nutriments, les déchets cellulaires,

RX GIDXWUHV PROpPFXOHV ®es yadietd @eLdifBriviteR Qolacplésttglidgp H V

O 71 Rgneke formentdonc DX VHLQ GX WLVVX HQWUDvQII§enBeR [SUHV V

fonction de la position des cellules dans le tissu, ceeguoduitPLH X[ OD VLWXDWLRQ G K,

retrouvéean vivo[16], [18]. Des modélesGH VSKpURWGHY GH SOXV HQ SOXV FRF

mélange de cellulesancéreusest decellulesstromales sont également en développement pour

UHIOpWHU O fekljulire 0eR dymigprs Wumaing46]. Toutefois, la complexité et les

particularités des tissus humains demeurent inégalées par toutes les techniques de génie tissulaire

actuellement disponiblesy D L O Ofrpokkibilit®©de reproduire fidelement toutes les spécificités
PXWDWLRQV JpQpWLTXHV S uiRtoer®ircBriehéStidtdrogéndrédtc.) p@Q L T X H

FDQFHU GTXQ SDW Lrhit® @andepnesttlitd/ er-déddciié) personnalisde ces

modeles de culture 3[21].

Au lieu de tenter de recréer la complexité des tissus tumoraux a partir de lignées cellulaires
cultivées en 3D, une approche alternat@H ODTXHOOH VYLQVSL OdAsiftéilaSURMH'
cultiver directement le tissu extrait des pati¢d8. Ce type de culture organotypique fadaf &V
TXL SUpVHUYH OfYDUFKLWHFWerdét addiffégefittsy songpplula®fR ULIL Q!
cellulairesde continuer a se développet vivoau sein de leur matrice 3D originaMalgré les
GLIILFXOWpV O Ixptidsus de Pffienisbd.\Q \DL Vidljlité limitée des échantillons
produits,ce type de culturprésentde meilleur potentiel de refléten vitro la complexité et les
spécificités des cancers humaifl], [22]. II est généralemenadmis TXTHQ OYDEVHQFH
vascularisation fonctionnelle, ces tissus doivent étre coupés a des taillesilimétriques, au
moins dans une dimension, pour favoriser la diffusith Q XWULPHQWYV MXVEX{DX FH

assurer une viabilité globale acceptaflel est le cas, par exemple, pour les minces tranches de



tissu organotypiqug?22], [23] SURGXLWHY j OTDLGH G1TX QréciggshtmUIX PH QW

hauteur de coupepmmeun vibratome.

En plus de faciliter le transpt diffusif [18], la miniaturisation ds procédecomporte de
nombreux avantagesHV TXDQWLWpV PLQLPHY GIpFKDQWLOORQ HW G
[24]. Ceci constitue un avantageP SRUWDQW SRXU OYDSSOLFDWLRQ HQYLVD
puisque seulement de petits volum@&&hantillons biologiques primaires sont disponilpk&g et
les composantes médicamenteuses tesiéas souventcolteuseg26]. Les petits volumes
permettent aussi de concentrer les composantes sécrétées par les échantillons, ce qui est bénéfique
a la fois pour préserver les processus de signalisation entellldes[18] et pour maintenir des
concentration détectables de certaines molécw@emalyser[24]. De plus, une caractéristique
importante des microsystemes est que les fluides qui y circulent suivent un flux laritaire
sans turbulencse tet la plupart du temps sans effets inésti@coulements dits de Stokg¢a}],
[27]. Le comportement du fluide et des particules y circulant est donc totaldétermninste et
SHXW rWUH GpFULW VRXV OD IRUPH GTXQH pTXDWLR& GLIIpUL
des techniques analytiques classiquesfin, la miniaturisation permet de tester plusieurs
conditions en parallelsur de petites surfaces, ce qipGXLW OH QRPEUH GYLQVWUXP
OTDQDO\WVH HW IDFLOLWH OYDXWRROWLVDWLRQ GHV SURFpGp

Il estpossible de créer des structures tridimensionnstiasmillimétriquespour la culture
de cellulesou de tissusen amployant différentes techniques de microfabricatioba
photolithographie mise au point pour la microélectronigeemetde graver avec précisiatans
un substrat de siliciuman réseauminiaturede tranchées et de trooa les cellules peuvent étre
cultivées PFlus communément, des techniquesiilaires sontemployéespour créer des motifs
surélevés sur des plaques de silicium servant ensuite de moule négafirquhire plusieurs
répliques du méme dispositif @olydiméthylsiloxane (PDMS)un polymeére flexiblg18], [28].
Aprésle démoulage du morceau de PDMS comportant des motifs assemblage avec une lame
de verre ou un morceau de PDMS lisse, un réseau de canaux microfluidiques €sy ErééW U H V
techniques de microfabrication F R P P Hpr&§ianP3D[29] et le micro-usinage contrdlé par
ordinateuf30], peuvent aussi étemployéegpourproduiredesmoules awmotifs plus larged.e
PDMS estiocompatiblefransparent et perméable aux gaz, ce qui en fait un matériau idéal pour

la culture damatériel biologiqug31].



Tous les modéles cellulaires décritsdessus ont déja été cultivési sein depuces
microfluidiques faites sur mesure pour répondux besoins dealifférentes applications. Par
exemple, des chercheursat concu différentes configurations microfluidiques pour la culture de
cellules en perfusion dynamique, imitant mieux la circulation sanguine autour des t{B2¢urs
[33]. Pour en plus tenir compte de la tridimensionnalité des tissus, plusieurs techniques ont été
proposées pour produire des sphéroides directement suepwcede les exposer a différentes
chimiothérapieg34] £436] ' D X WiJdtuibt B¢ pour la formation de sphéroides par des
techniques plus traditionnelles, puis ont employé des microsystémes pour pigffecteer des
tests de réponse xamédicaments sur pugd0], [37]. En ce qui concerne les cellules primaires,
plusieurs systemes emploient des effgtdrodynamiques particulield W GHV SURSULpWpPV G
spécifigues aux cellules cancéreuses pour isoler les cellulesrales circulantes des autres
cellules sanguinel88] #41]. Une étude récentgar Petersoretal. [42]a YpULILp OTH[SUHVVL
ELRPDUTXHXUV GDQV GHV FHOOXOHV FDQFpUHXVHV GYDVI
Parallelement, certaingroupesont démontré la faisabilité de cultiver directement sur puce de
minces tranches dessuvivant S U p O H Y gnima 43X (34]. Toutefoisméme sia plupart des
cancers se forment des leur initiation en masses splidsspeu de groupes de recherohe
GpYHORSSp GHV V\VWgPHV PLFURI QeXfta@rhdnXde\lissu&bedeeOH V G L
primaire.Hattersleyet al [45], [46] ont développé un systéme simpledasbiopsies de patients
G 1 H Q ¥ mbP étéincubée avec une perfusion lentk milieudans une chambre @anm
de diametrepuis étéexposés a des chimiothérapies. Des résultats intéresdaniabilitésur sept
a neufjours et de réponse aux traitements ont été obtenus, eraisci sonttrés variablest
difficiles a interpréterDe plus, KDTXH SODWHIRUPH QH SHXW DFFRPPRGHU
a une seule condition, ce qui risque eledre la procédure ardue lorsque de nombreux échantillons
doivent étre traités simultanément et perfusés individuellement. Ghahd47] ont quant a eux
développé ummicrosystéme élégant basé XU OH GHVLJQ G PMi® HudsferénieX H |
U p J L Ru@e\seddtranche de tissu Qufie biopsigeuventttre exposésa plusieursconditions
différentesa la fois. Cela a le potentiel de simplifier la procéd8® U O XWLOLVDWLRQ G XC
pour la perfusionmais il reste & démontrer que les interactions croisées de cellules de différentes
régionsWUDLWPHY QTRQW SDV Gindd tbiWswW LIJQLILFDWLI VXU OD Up

Une approche différente a etdoptéalans le cadre de ce projet de maitrise D E Be G

méthode de découpe du tissu cancéreux en de nombreux échantillonsilbmdétriques



individuels que nous avonsiommés tumeurs micidisséquées TMD) et micro-dissected
tumors(MDTs) en anglaisa été développéélne plateforme microfluidiquesimplea été congue

au sein de laquellles TMD peuvent étre pie@8 par sédimentation et includsésans perfusion
SHQGDQW XQH SpULRGH Da@tGoDrQ V& ndria¥cessifte db Kerfadeieigve

possible grace a la petite taille des échantillons, simgliiadementO X W L @ lcdsBysterRe®

qui peuvent étreconservés dans un incubateur a cellules normalement trouvé dans tous les
laboratoires de iblogie cellulaire /H GLVSRVLWLI GTLQFXEDWLRQ UHSURG.
certainesfonctions dela vasculature des tissus permet de controler préciséimgmsition des

TMD HW OH PLOLHX OHV HQWRXUDQW DLQVL TX¢dbOGiBUkH&® SOR\HU
FDSDFLWp GH FRXSHU OH WLVVX HQ GH QRPEUHX[ IUDJPHQ\
tests ten paralléleet sans interaction croisée entre les différentes conditisnslevolumelimité

de tissu tumorgbrimairetypiguemenbbtenudes patientgFigure 1.1).

)

Chimiotherapies

*n

Rapport U -_ﬁ

- & TMD
! "l!t" \
\_J

Figurel.l: 'LDJUDPPH GH O 1D S Bdurrbfdftdr I8 thBSdRe Wapteiment aicancer
en meédecine personnalisdg Le tissu tumoral est extrait du patient et coupé en tumeurs-n
disséquées (TMD). 2) Les TMD spriégées etultivees dans un systeme microfluidique.ey
chimiothérapies a tester sont appliquées dans des candégandants en gardant un contr¢
QRQ WUDLWp $SUqV XQH SpULRGH GTLQFXEDWLRQ

pour identifier le traitement le plus efficacel 6HORQ OHV UpVXOWDWYV

meédicale adopte une stratégle traitement adaptée au patient.



Objectifs de recherche

/I YNREMHFWLI SULQFLSDO GH FH SURMHW GH UHFKHUFKH |
FXOWXUH GYpFKDQWLOORQV SULPDLUHV GH Wd&paken® XPRUDO
différents traitements, dont &himiothérapie. Cet objectif principal peut étre traduitiei sous

objectifs énumérés-adessous.

Objectif 1: Développer une méthode de découpe des tumeutssatailles sous

millimétriques.

Objectif 2:  Concevoirune phateforme microfluidique pouvant piéger desID et les

exposer a différentes conditions de culture.

Objectif3: &DOFXOHU OfHIIHW GH OD WDLOOH GX WLVVX VX
GYR[\JgQH GDQV XQ PRGQgOH VLPSOLILp GH FRQVR

Objecif 4 :  Evaluer la viabilité de¥MD formées a partir de différents types de tumeurs

de sours sur une période de huit jours.

Objectif 5:  Effectuer des tests préliminairde réponse aux chimiothérapies avec du

tissu extrait de patients atteints du cancer.
Organisation générale du mémoire

Le mémoire est organisé aix chapitres, incluant cekdi dans lequel une revue de la
littératureestfaite pour positionner le projet dans le contexte actuel de la recterphéciser les
GRPDLQHV G bsSis0 IGAFDWI RS UR F Kdd aSdntBdge®R &t pridonvénients des
différentes méthodes de culture de cellules cancéreuses sont décrits dans le contexte de la médecine
personnaliséeHQ PHWWDQW OYDFFHQW VXU OfLPSRUWDGénkerGH OD \
la réalité des tumeurs solidé3es H{HPSOHV GH V\VWgPHV PLFURIOXLGLTXH\
cancermonttd FRPPHQW OfDSSURFKH S OR$ R\DP dYifHASSEHMYE B X H G H
le domaine du génie tissulaire sur puce. Enés,dljectifs du projet snt exposés la fin de ce

premier chapitre.

Le Chapitre 2présente les aspects théoriques ainsi que les détails expérimentaux des
différentes méthodes utilisées pour répondre aux objectifs de rech& e VW GDQV FH FKDSL

sont décrits en détails la méthode de découpe de-fnagments de tissus ainsigjle design final



UHWHQX GH OD SODWHIRUPH PLFURIOXLGLTXH /HVIBDLQFLSD

étudiées dans ce projet sont aussi présentées.

LeChapitre3 DX F°XU GX PpPRLUH SUpVHQWH OHV UpVXOWDW
sur puce derMD. La reproductibilité de laméthode dedécoupe des tumeurs HVW G{DERUC
présentéeEnsuite, le mécanisme de piégeagelddb estdécrit, incluante calcul des contraintes
PD[LPDOHV GH FLVDLOOHPHQW V[ DY 85 Q WPXRE:4 0V RRY BEXDIF KD
des conditions assurant la stabilité d@dD dans les puits microfludiqueSuivent es calculs de
OD GLVWULEXWL BRpu@RIfodGQKHQ PRUGHDX VSK péihattirtid& H W XP |
trouver une apximation deayon critique du tissu tumorairdessusiuquel les cellulegu centre
GH OTpFKDQWLOORQ G 1 Rghd HeWapiGeHsgboDrQuiiavétline étude da
YLDELOLWp DX FRXUV GTXQHMDmpHREs A parkir deXuave gexXdevV GH'
[PQRIJUHIIHV GH VRXULV GH FDQFH UBAfirG HneGeides pfdtididéicew H H W
effectuéesur leWLVVX WXPRUDO H[WUDGW BN R ®WHisdmicaEeWH DWWHL

Le Chapitre 4décrit OH GpYHORSSHPHQW GHV WHFKQLTXHV GH SLp
fluorescencele processus itératif ayant mené au design final de la plateforme microfluidique est
GYDHRthIB (QVXLWH OfTDOJRULWK Rridges Huovekdceémes @QMsDaelL 9e) G HV

limites sontdécrits

Une discussion critique de tous les résultats essgshuChapitre 5 En particulier, une
comparaison est faite des multiples techniques de mesure de viabilité explesgksites des
techniques développées sdétaillées et deSLVWHY GIDPpOLRUDWLRQ VRQW SU!

Au Chapitre 6 le mémoire se conclut par dmef résumédes principaux résultatbes

impacts sociawéconaniques potentiels du projet sont finalement exploreés.

/IT$QQH[H $ SUpVHQWH OHV SULQFLSDX[ UpVXOWDWYV JpQp
j O18QLYHUVLWpP GH *URQLQJXH GDQV OH ODBrIe ¥dge UH G H
a été effectugraceausupplément Michaebmith offert a certains étudiants détenteurs de la bourse
Alexander GrahanrBell du CRSNG./D SURFpGXUH GH FRXSH HW GITLQFXEDW
microfluidiques a été adaptée a du tissu de foie de rat, puis la viabit§ @gW DW PpWDEROLT Xt
RQW pWp pWXGLpV j OIDLGH GH SOXVLHXUV WHFKQLTXHV TXL

cancer.
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Contributions détaillées

/IH SURMHW PXOWLGLVFLSOLQDLUH SUpVHQWp GDQV FF
QRPEUHXVHY pWDSHV TXL QYfDXUDLHQW SDV SX rWUH UpDOLYV
fragile des échantillons biologiques, cetixdevaient étreraités et utilisésrapidement. Pour
PD[LPLVHU OH QRPEUH G116 DR0® WHX\O | P R W HNvDpxEdaid SRt X U
GYrWUH IDLWH HQ pTXLSH

LIDXWHXUH D EpQplLFLp GHV LQVWDOODWLRQ¥séhW H[SHL
directeur et de sa e GLUHFWULFH OfYeFROH 3RO\WHFKQLTXH GH ORC
fabrication et la caractérisation des plateformes microfluidiqagsi quele CRCHUM pour
OYDFFqgqV DX[ ODERUDWR L é&f buy instHinte btie @ Bsiite ldrdeéiaDxouéibsu U H

cancérewa pu étre étudié.

Au départ, I DXWHXUH D SRXUVXLYL OH WUDYDLO LQLWLp SDU
travaillé asurle projet par le passé. La technique de coupe avait été exmor€&RCHUMen
utilisantdes échantillonde reinsde souris PDLV QIDYDLW MDPDLYV pWp DSSOLTX
dans ce laboratoire/D YLDELOLWpPp GH FHV WLVVXV SULPDLUHV QDY
optimisée./ f{DXWHXUH D WUDYDLOOp HQ GraEiifieGés cOndidvide/ j VWD
coupe pour améliorer la reproductibilité de la taille et de la viabilité des échantillons proHuits.
SDUWLFXOLHU OD WHFKQLTXH D pWp JUDQGHPHQW DPpOLRL
réduire le diamétre des trahes de tisset obtenir des échantillons aux dimensions similaires a
cellesdes sphéroides maturesSf D XWHXUH D DLGp j OD SUpSDUDWLRQ GHV
former les xénogreffes de souris, mais la plupart du temps, cela a été accompli pagrJennif
KendallDupont aidée des techniciennes de laboratoire. Les souris ont été suivies par Kim Leclerc
'pVDXOQLHUV HW GYDXWUHYV PHPE Wt URGIINALIDMBEQUD H@® GH O I
IRLV OD [pQRJUHIIH UpFROWpH O feDe$sWIE & @ tds SHagdF gamdlesw V H X (
microsystemes. Au fil du temps, Dr Benjamin Péant, Jennifer Kebdpdnt et Dr Abdul Lateef,
HQWUH DXWUHV VH VRQW MRLQWYV jra@idaemnt|8 HhomBrel U P HW W
GTpFKDQWL O GR®Oalys8\DRaBt XauXVaystemes microfluidiguSURG XLWYV j OfeFl
Polytechnique de Montréal OYDXWHXUH D FRPPHQFp SDU HPSOR\HU OF
avaient fabriqués par le passé pour ensadacevoirson propre dispositif qui est encore utilisé a

ce jour. Laprocédure de microscopie confocale a été mise au goidiD 3ODWHIRUPH GYLP
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cellulaire du CRCHUMSDU OfDXWHXUH DYHF O Duperii EHds seHsQMLIHU
SDUWDJp OD WKFKH GH PDUTXHU HW G¢YLPBnEnMédéeppe pFKDQV
OYDOJRULWKPH GH VHIJPHQWDWLRQ GHV VpTXHQFHV GYLPDJ
confocale. Le Dr Abdul Lateef a mis au point et exécuté la technique de cytométrie en flux.
/I TIDXWHXUH D RSWLPLVp OD WHFKQLTXHlité HDIG gtévild EXplr& Q G X E

les limites.

$X FRXUV GX VWDJHO i 8pYWHWD/Q WHU @ DXWRIDX QI XB REW F
PFKDQWLOORQV GH IRLH G pkGetyuddtRsp KleGahe-roéfingaceomplH G H
le UHVWH GH OD SURFpGXUH GH FRXSH GH FKDUJHPBEQW HW ¢
familiariser avec certains instruments et procédures alors\gkieriia Starokozhko lui a montré
la techniquede détectiomlu marqueur de mortaliteDH. Le systemde chromatographie en phase
OLTXLGH j KDXWH SUpFLVLRQ D pWp SUpSDUp SDU 0DULQD GH
VXUWRXW RFFXSpH GH UHFXHLOOLU OHV pFKDQWLOORQV SR
SKRWRQV RQW pW pteDrE EtlRd BrivladiejSkolim@vEk, aidés de Klaas Sjollema du
Centre de microscopidu centre médical universitaire de Groning(lgMCG Microscopy and
Imaging Center) /D PLFURVFRSLH FRQIRFDOH D pWp IDLWH SDU OfD

Dr Maciej Skolimowski.

Tous les résultats présentés dans ce mémoire ont été organisés, mis en figure et interprétés
SDU OfYDXWHXUH
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CHAPITRE 2 Oe7+2'2/2*,(

Ce chapitre présente toutes les technigeleScutées en labatoire ayant permis de
UpSRQGUH DX[ REMHFW L k¥t geederitdd mEthbde-de Ebupd] duEs3lWedployant
un vibratome et un poingcon a biopsie pour générer Td®. Ensuite, les plateformes
microfluidiques utilisées pour incuber [EMD sont décrites et leur mode de fonctionnement est
expliqué. Enfin,les principes générauxde fonctionnement des trois différentes techniques
GIDQDO\VH GWR@W YH[BBRMpMMHPW OHV GpWDLOV H[SpULPHQWD X]|
Les conditionsSDUWLFXOLqQUHV GHV H[SpULHQFHV PHQpHV HW OH
explorées pendant le stage a Groningue sont plutot décrits a la gedtiGhHArD&xe A

2.1 Découpe de tissus a des tailles semsllimétriques

2.1.1 Prétraitement du tissu

2.1.1.1 Production de xénogreffes de souris

Des xénogreffes de souris ont été utilisées comme AddeGH WLVVX WXPRUDO D
la méthode de coupe, la méthode de chargement ainsi que la viabilité des échaptidsiesir
incubation dans les microsysteme@xiatre différentes lignées de cellules cancérensemines
ont été utilisées podormer les xénogreffes deux lignéeglérivées de tumeurs de cancer de la
prostate (22Rv1 et PCAmerican Type Culture Collection (ATCCManassasyA, E.-U.) ainsi
gue deux lignéedérivéed T X QWX PH XU 729 une &cfte@P GH FDQWtd) GH OF
provenant du laboratoire de la Dre Mdassorn[48]. Pour former les xénogreffegd suspensi@n
cellulaires obtenuegpres OfDPSOLILFDWLRQ GHV FHOQM@bU¢chedm@ QV GHYV
mélangées solume égal avedu Matrige® liquide (BD Biosciences, Franklin LakelsJ, E.-U.)
DYDQW G TrWU H leLfland HdsdunskinmuGadéfidientes (Charles River Development,
Burlington,MA, E-U. PkOHV SRXU OHV FHOOXOHV GH SURVIWDWH RX
tumeurs solides dermentetsont récoltées@es une période de croissance variartlda 7Gours

dépendammd de la lignée cellulairenjectee.
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2.1.1.2 Réceptionde tissu tumoral humain

A travers une étroite collabation avec des chirurgiens duei@re hospitalier de
Of8QLYHUVLW(EHYM), het@rimienp®r @iane ProvencheGH OTXQLWp GH J\QpF
oncologiquegt grace au consentement des patgerdertains spécimens de tissu tumoral humain
GH FDQFHU @tretéoohenudr Buiede chirurgies de cytoréduction. Les spéciments o
été transportés sur la gladd X VT XD X OWDI&E RratE&WeRde ddlipeété entamée aussitdt

gue possible

2.1.2 Procédure de découpelu tissu cancéreux

Les tumeurs ont di étre coupées a des tailles POUO OLPpWULTXHYV DILQ GfrwWu

les microsystémes. Pour produire de tels échantillons, nomm#émeurs micredisséquées

70" OD [pQRJUHIIH GH VRXULV RX OH Whékex indeX fPagredt® K X P D
(~1mm de large par Bam de long), tel que montré aH#&ure 2.1A. Ceuxci sont ensuite coulés
GDQV GH OYDJDURVH |(da nglaBRawQriéltiyHoint{MPRR &garose 3,7%
masse/volumeThermo Fisher Scientific, WaltharlA, E -U.) supplémetée avec 10% de sérum
G H Y H D ¥BS,\BDRosciences, Franklin Lakés), E.-U.) et gardée liquide entre 40 et 45°C
(Figure 2.1B). Les échantillons sont ensuitesrsur la glace pendant au moinsrihutes pour
SHUPHWWUH j OY{DJDURVH GH VH VROLGLILHU HW GH IRUPHU
tissu Figure21C) 30XVLHXUV EORFV GYDJDURVH FRQWHQDQW GX W
FROOpV VXU OH VXSSRUW GYfXQ YLEUDWRPH WUDGLWLRQQHO
E.-U.) et placés dans une solution saline équilibréélaiek (en anglais + D GN4lanced salt
solution (HBSS#311-516-CL, Wisent Inc., SBruno-de-Montarville, QC, Canada) gardée a 15°C
et supplémentée avec 10% de FBSyisL de gentamicine (idem) et666-J /| GIDPSKBRRWpULFL
(idem). Des minces tranches de 360P G { p S RhsUite/dRoQuUites avec un vibratonkéglre
2.1D etFigure 2.1E). Les tranchesGH WLVVX HQWRXUp GYDJDURVH DLQVL RE
PrPH VROXWLRQ MXVTXYTj FH TXH OHV 70" VRLHQW Jp@®pUpHV H:
de diamétre (Zivic Instruments, Pittsburgh, PALE), tel que montré & leigure 2.1F. Ces TMD

de forme discoidale sont alors prétes a étre chargées dans les sysigune2.1.G).
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B
Agarose LMP e S Fragment
’ de tissu

T=404a45°C "‘

Figure 2.1: Procédure de découpe du tissancéreux SRXU OYLQVHUWLRQ
microfluidigues A) & RXSH DX VFDOSHO G s8/@QH e prnBes Utddrhient
B) &4RXODJH GYXQ IUDJPHQW GH WLVVX GD @nie @HedBYD
C) &UpDWLRQ GTXQH VWUXFWXUH GH VXSSRUW DXWRX
D) SRVLWLRQQHPHQW j OD YHUWLFDOH GHV 1UDJPsdrQev
support du vibratome. Bjroduction de minces tranches de tissu au vibratép€oupe finale
GIXQH WUDQFKH GH WLVVX | O %Dlu® He Gi#h&t@ pSUR hradaife Qn
TMD. G)Insertion deTMD GDQV OfHQWUpPH GYXQ V\VWgPH PLFU

2.2 Plateformesmicrofluidiques a piégeage par sédimentation

2.2.1 Conception

La configuration de la plateforme microfluidique congue est montré&igliae 2.2A. La
plateforme est composée de deux niveaux fluidigleesiveau supérieur montré en contours noirs
ou lesTMD et le milieu circulentetle niveau inférieur montré en rouge lesTMD sédimentent
/ID YXH GH F{Wp GYXQH 70' FLUFXODQW GDQV XQ FRQ®OO MXVT
2.2B. Chaque plateforme comporte cinqg canaux indépendants sur une surface de s@.fiement
par7,5 FP pTXLYDOHQWH j FHOOH GTXQH ODPH GH PLFURVFRSH
comportecing pieges, ce qui permatune plateformele contenir M XV T XTMD et de tester
MXVTXYj] FLQT FRQGLWLR Q VL.aGdhgvew (¥ 8&im-arRetdoDdigieoln tpellésQ W H V
échantillons puissent étre contrélés en utilisant une micropipette gde.2&s cing piéges sont
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égalementépartis toute long du canalce quimaximise la quantité de nutriments auxquels les

TMD ontaccéglans des conditions sans perfusi@KDTXH FDQDO HVW GLVSRVp HQ \
puisse étre observé en entier saustaréomicroscopee faible magnification. Les canaux ont une

section transverse carrée@f®um par600um alors que les pieges a fond carré ont des dimensions

de 600 um de large pab00pum de profondChaque canal a donc un volume total@auL. Ces
dimensionspeuventaccueillir desTMD GH IRUPH GLVFRWBW&POde diafnete YarU R Q
300um de haut.

Tel que montré laFigure22C OYfYHQWUpH GH FKDTXH V\VWqgqPH FRPSH
qui facilite le chargement d@$viD dans le systeme. Le bas du microréservoir est au méme niveau
que le canal microfluidique avec lequletonnecte, soit légérement plus enfoncé que le reste de
OfHQWUPpPH

A( & ; % ; % ; % ; o B o
C = C C C C - 500
6_ [F—J F—D CF—D 6_ < 600> v

C microréservoir

/

entrée

e —-—
-
—— -

Figure 2.2: Conception de la plateforme microfluidiqud) Vue de haut de la plateforn
comportant cing canaux indépendants (contomars), chacun contenant cingq pieg
microfluidigues URXJH % 9 XHed@MD kEftMant@gns (@anal M X V TiX{fi¢ge
LQFOXDQW OHV GLPHQVLRQV SULQFLSDOHYVY HQ PLFU
une sortie, et un microréservoirdiXp DX IRQG GH OTHQWUPpPH



16

2.2.2 Fabrication

Deux moule®nt étéutilisés pour &briquer leplateformes le premier comporte les motifs
pour formeides deux niveaux fluidiques, soit les canaux et les pi@tagsre 2.3A), et le deuxiéme
comporte des pilierde 3 mm et de2 mm de diamétrgour produiredes trousdans la couche
moulée VHUYDQW G {H Q WWixJgahbUXHFigwe &3B).\CBsohwlilesievi polyméthacrylate
de méthyle (PMMA)Bontmicro-usinés en utilisant defsaises de surfacage denm et de3,57 mm
de diametre respectivemerdpérées par unenachineoutii a commande numérique€CNC,

Laboratoire de nanorobotique du professeur Sylvain Martel)

A B

Figure 2.3: Moules utilisés pour fabriquer les plateformes microfluidiguél.Modéle du
premier moule en PMMA avec des motifs pour former les canaux et les pieges de la cc
PDMS du bas de la plateforme. B) Modéle du deuxieme moule en PMMA avec des pilie
IRUPHU OHV WURXV GTHQWUpH HW Haw d¥ R platéfoHneG H OL

Du PDMS liquide (Sylgard® 184 silicone elastomer kit, Dow Corning, Midlahd,
E.-U.), préparé un ratiomassiquelemonanéresde base pour agent durcissdat10:1 estversé
dans chaque moule, dégazé, puis c80°& pendantl,5heures. Uamasse précise de PDMS, soit
3,3 g, estutilisée dans le premier moule pour assurer upaigseur reproductible du bas de la
plateforme Apres démoulageebs deux couches de PDM8ntactivées en utilisant un générateur
de plasmatmosphérige («Dyne-a-mite », Enercon, Menomonee Falls, Vl;U.), alignées, puis
collées ensembleDes cylindres creux en nylon (#91145A138, McMast&arr, Elmhurst,IL,
E.-U.) sont finalemeninséré dans les entrées des systémes pour fateseéservois plushauts
Ceuxci facilitent la procédure de changement de miliempéchent les débordements et peuvent
contenir un petit volume de milieu supplémentaire (généralemen8@6—/ SHQGDQW OYLQFX
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SRXU pYLWHU TXIXQH pYHQW XHOLGH pM D-BR UDLW IDROQV Bh Q XWQ H
systemesLa Figure 2.4 montre comment les différentes partiksla plateformsontassemlges

entreelles.

A

Figure 2.4: Assemblage de la plateforme microfluidigdg Vue éclatée des parties du syster
1- la couche de PDMS inférieure comprenant les canaux et les piedass@iche de PDM¢
supérieure comprenant lesQIT WURXV GTHQWUpH HW Qds ¥ing tegeiivoind
GIHQWUpPH % 6FKpPD GdiXidde SoonpeteHatiehBlét) PHotographie
GIXQH SODWHIRUPH IDEULTXpH HW DVVHPEOpPH

223 ORGH GTRSpUDWLRQ

Une fois fabriqués, lamicrosystémssonttraités pourecevoirlesSTMD 'fDERU&t OfDLU
UHWLUp GHV V\VWqgPHV HmQr OMH GalvabtQowr I€gtel @ POWK & @i O
mouillabilité élevée. Sans vider les cana®,J p W K De@tRrSuitenérdplacé paun mélange

ethanoleau(70%/30%) pendant 10ninutes afin de stériliser les systemes.

Avant de recevoir l@ssu cancéreuxes surfaces des canaont traitées avec une solution
stérile de10 mg/mL de copolymere triblocPluroni® F-108 (SigmaAldrich, St. Louis,MO,
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E.-U.), laissée pour incuber dans une chambre humi@&@ pendant au moins urieureou
MXVTXIDX OHQGHPDLQ /HV® FRE X Odiygosees d8 etk Ruples

K\ G U R S K L CeHétehidvdpladbfieXdi se lie au PDMS a travers des interactions pityalves.

&H WUDLWHPHQW YLVH j SUpY HJQIDWG DROEEnESIQRI&suEdte i O O X O
3'06 JUKFH j OfTHQFRPEUHPHQW VWPpPULTXH SURYRTX® SDU OF
F-108[49]. En cas de formation de bulles dans les systemes, les étapaiseinentD YHF O pWKDQF
sont répétées. Les systensest finalement rincés et remplis #B8SS puissont placés dans en
FKDPEUH KXPLGH jifdatewapdiiles| §rétsacrfoe@ir deIMD.

Une fois lesTMD produites, les plateformefR QW UHWLUpHY GH OYLQFXEDWH
stéréomicroscopE RXU SURFpGHU j OfpWDSRR&EH BpXDW Bl PO & HRXVW LG/
GDQV OTHQWU petkpedttétreéidd 6D @issHEntEimilieu GDQV OfHQMDUspi & LQT
collectées en utilisant une micropipette dgiROpuissont déposées dans le microréservoir au fond
GH O T HQu\el.pC). En aspirant a la sortie du canal en utilisant la méme micropipette, un
débit estinduit et lesTMD sRQW HPSRUWPHV j OfLQWpULHXU GX FDQDO
microréservoir, le§MD sont soumises a un débit plus élevé que si élaentplacées ailleurs
GDQV OTHQWUpH 6RLW HQ DVSLUDQW RX VRLW WD HftSXOVDQ
FRQGXLWHYV MXVT XY Bsxgrr&d_mpadant uridda GeppEdedndRrUIVT X X @4 70
positionnée auGHVV XV GIXQ SLgJH YLGH DILQAprésTéeichadgemsK dedVH \ V.
cingTMD GDQV XQ V\VWgPH OdstrEin€etéQpais) el HB J8st @mplagétavec du
milieu de culture soit du milieu OSE (#31631-CL, Wisent Inc., SBruno, Canada) poues
TMD GH FDQFHU d@uBoitQlff miYidd IRBMI 1640#4350-045-CL, Wisent Inc., SBruno,
Canada) pouresTMD de cancer de la prostates milieux OSE et RPM1640sonttous deux
supplémentés avec 10% de FBS,ug/mL de gentamicine €0,6 pg/mL GafnphotéricineB, et
préchauffés 87°C. Avec environ20 pL de milieu dans les entrées, les plateformes chasyigs
UHSODFpHY GDQV XQH FKDPEUH kMR Lcaites370,pheianibbiamt, X U GH C
5% COy).

B3RXU SURFpGHU DX FKDQJHPHQW @stvidel Quis HeXmilieuHleUpVHU Y
remplacemeneéstajouté GD QV QO fleimilMuUgstant dans les canaestaspiré de la sortie a
OTDLGH G§ de0iL e SaisamtWemouveaunilieu pénétre graduellemedans le systeme.

Tel que montré a laigure 2.5, un volume dé0 L estretiré de la sortie pour assurer que la totalité

du systeme (volume total de AR) soit rempli de nouveau milieu.
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Le milieude cultureestchangé a plusieursreprise DX FR XUV G § Xg@ndrateh&ptU LHQ F I
apres untrois, six et huitjours G § L Q F X Bab3NerRiQes expériences, le milkemtienten plus
GHV DIJHQWYV FKLPLTXHV GRQW O TH I teiv@tre/e¢aluédans\ceriaiBd O LW p (
cas, ks factions de milieu ainsi collectées a différgmiénts dans le tempont conservées pour
OYDQDO\WH GH PRaplEsTMH 8 VPG D QWpBE N S p UalRpGud céah§drn@r= X ED W L
les cellules mortes qui auraient pu se détacheT ME3 et sortir depieges

)

6"-’I-"- Jour1 Jour3 Jour6 Jour8

VUV

Figure 2.5: Apercu de la procédure pour changer le milieveatcollecter des fractionde
VFKpPD QYfHVW SDV j OfpFKHOOH

2.3 Analyse de viabilitedes TMD

Trois techniques ont été employéesecsucces poumesurer la survie deBMD sur une
période de huit jours la microscopie confocalsur des TMD marquées pour différencier les
cellules viables des cellules mortescytométrie en flux pour catégoriser les cellulesTddb en
trois groupes seh leur stade de mortalité (viablen apoptose précoce, en apoptose tardive ou
mortes), et la détection du marqueur de mortalité (lactate déshydrogénase, LDH) dans les fractions

de milieu retirées des systéemes.

2.3.1 Microscopie confocale

La microscopie cdiocalea étéemployée pouévaluer la distribution spatiale de la viabilité
a différentes profondeurs au sein du tissu SBBDFKDQW TXH OD VHVVLRQ GYLPDJI
la viabilité desTMD | FDXVH GH OYH[SRVLWLRQ DX[ FRQbGteuNdtBReQV DPE
OfHIIHW GHV ODVHUWD/R 9 DO WM LIVADA pHK D3aIDEHQUIAle S MXd@H IRLV

tissu humain a la secti@4disponibles en plus petites quantitBe multiples systemes différents
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RQW GRQF pWp LPDJpV j GLIIpUHQWYV WHPSV GUNEQROD\VH SF
échantillons.Pour discrimner les cellules viables des cellules mortes, deux fluorophores de

viabilité peuvent étremployeés, tel que détaillé a la sectibB.1.1

A B
Microsysteme et TMD A

- D - PE— Plan focal

“. Objectif

axe z

: ; Sténopé
Miroir dichroique “{==--.
...... : .'.':::--.=_;-_'] )Détecteur

$10pm

Source laser

Figure 2.6: Principe de sectionnement optique en microscopie confoda®chéma simplifie
G 1 Xni)croscope confocalinversé qui image un échantillon piégé dans un systé
microfluidique (vue de co6té)montrant letrajet de la lumiére a travers ses principal
composantes optiqueSchéma adapté deDiagram of confocal principle par Danhlicensé
sousCC BY¥SA 3.0[50]. B) 7TUDQFKHYV RSWLTXd8utanGApeX@HD F DXLV
microscope confocaHQ PRGLILDQW OD SRVLWLRQ GQX Repé&entat
2D (nommée projection maximale) des tranches optiques montréedaars Baquelldes zones

les plus intenses du spécimen sur toute sa profondeur sont visualisées

Ce type de microscopie rend possible le sectionnement optiqgue des échantillons grace au
stéropé placé devant les détecteurs qui élimine toute la lumiere fluorescente qui ne provient pas du
plan focal. Tel que montré afagure 2.6A, la lumiere de la sourcégnes bleues) est focalisée par
Of{REMHFWLI HW WUDYHUVH OD PLQFH FRXFKH GH 3'06 IRUPD

IOXRURSKRUHV GH OfpFKDQWLOORQ WDQGLV TXH OD OXPLqU
OTREMHFWLI Hea/iroit gidioicad dt idasSdpar le sténopé pour atteindre le détecteur.

La lumiere fluorescente ne provenant pas du plan focal (lignes grises pointillées) est bloquée au


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Confocalprinciple_in_English.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/User:Danh
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/legalcode
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sténopé et ne parvient pas au détecteur. Cependant, la majorité de la fluoréstesdeepar le
WLVVX QYfHVW SDV FDSWpH SDU OH GpWHFWHXU PrPH VL HOC

limite la profondeur de pénétration de ce type de microscopie.

2.3.1.1 Marquage des échantillons avec des fluorophores de viabilied de mortalité

Pour évaluer la viabilité desMD, les échantillonssont marqués en utilisant deux
fluorophores: le CellTracker Greendiacétate deés-chloromethylfluoreséine (CTG CMFDA,
#C2925,Thermo Fisher Scientific, WaltharMA, E-U. HW O9YLR G XU HerGadgl§&¥) RSLGL X
propidium iodide (P1)#P4864, SigmaAldrich, St. Louis,MO, E.-U.). Tel que schématisé a la
Figure 2.7, le CTG est une molécule qui devient fluoresceamte foisles groupemert acétate
clivéspar des enzymepl|us particulieremenOHV HVWpUDVHV DFWLYHV j OfLQWp
[51]. La membrane cellulaire est imperméable a la forme clivée de la molécule, et donc le signal
IOXRUHVFHQW HVW UHWH Q Xe jPIOdan® &VipiUdett XéuleGiént PéDétFeHaD O X O |
O TLQW p LeluiteX én dapdpidséEtardive oesdcellules morte une fois la membrane cellulaire
HQGRPPDJpH &H PDUT X H Xhhs¥sfdeQaside s riublénHestt @provbaueQuReV
intensification de sosignal fluorescende 20 a 30ois [52]. En combinant les deux marqueurs, il
est possile declasserles cellules en deux groupeses cellules viables dont le cytoplasme est
marqué par le CTG et les cellules mortes dont le ndyad O §chEdarqué par le PI.

OCCH, k <>v;/\(‘~\ T

K/U\ /L /J

° ( oL > Cellule viable
. (signal fluorescent vert)

Estérases
actives

CH.CI

—
w5, I:> Cellule morte

P| (signal fluorescentrouge)

Figure 2.7: MécanismesGIDFWLRQ GHV GHX[ IOXRURSKRUHV >

viables des cellules mortes
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La 7-aminoactinomycia D (7-AAD) est une molécule qui marque aussi sélectivement
01%$'1 GHY FHOOXOHV PRUWHV 6RQ P p&del@tHyvmEetegEmEWE. RQ HV

utilisé dans quelques expériences en remplacement du PI.

Leséchantillonssontmarqués séquentiellement avec des solutions de HBSS contenant soit
du CTG b pM), soit une combinaison de CTG et de PBM). Ces solutionsont simplement
ajoutées aux systemes en suivant le protocole de changement de milieu débauplisection
2.2.3. Les TMD incubkent ainsiavec &€ CTG pendant au moins 4Binutes, puis 30ninutes
additionnellesavec les deux marqueurs. Ensuite, les systéomgincés deux fois avec du HBSS
afin de minimiser le signal de fond pouvant provenir de la fluorescence moins intense des
moléculesde PInQ OLpHV [Le®@Mm&édules de CTG en excés et non clivees par les estérases
des cellules viables ne devraient pas fluorescer, maisetietout de méme évacuées des systemes

lors des ringcages.

23.1.2 $FTXLVLWLR Qu cfitteRI® tidryscopie dACRCHUM

Toutes les imagede TMD ont été acquises en utilisant un microscope cohfogarsé de
type Leica TCS SP8 (Leica MicrosystemsWetzlar,Allemagne) PXQL GIXQ REMHFWLI )
OLTXLGH GYLPPHUVLRQ 3RXU PLQLPLVHUWCcO @s@ghantllbns/L RQ Gt
desseuils supérieursontdéterminégpour lesSDUDP qWUH V , SofeBt O IQW. MQ RIQN p G X
et le gain dedétecteursCes seuilsontchoisisD X GpEXW GH FKDTXH H[SpULHQFH H
desTMD non marquéseten V | D V \g¥d sBulginent unésfaible signal soit détectéesTMD
marquées, toujours positionnées dans lguuits sont ensuite imagées en tranches optiques
espacées de0 um et ce, directement a travers la mince couche de PDMS formant le bas de la
plateforme. Le CTG et le Pdont excitésséquentiellemergn utilisant des lasers d88nm et de
561 nm, et leur signaést FROOHFWp DX[ SODJHV5065600R 800HR MY, GTRQG
respectivemen(Figure 2.8). Les projections maximales, soit la superposition de toutes les tranches
RSWLTXHV GT1XQ PrPH pFKDQWLOORQ HQ XQH VHXOH LPDJH L

spécimen sur toute sa profondesontproduites pour chaque TM@igure 2.6B et Figure 2.6C).
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Figure28 6SHFWUHV GIH[FLWDWLRQ HW G fpPLMWedIBnQuddrs
GTRQGH GHVY ODVHUV HW OHV SODJHV GH GpWHFWLF
sont superposées aux gB&KLTXHV *UDSKLTXHV SURGXLWV |
SpectraViewede Thermo Fisher Scientifib3].

2313 $OJRULWKPH GYfDQDO\VH GYLPDJHV

/fDOJRULWKP HesGifily€sDd@TNMH DG pWp UpDOLVpPp j OYDLGH G
(MathWorks" , Natick,MA, E.-U.), un langage de programmation de haut niveau, muni du module
«ImageProcessing dolboxE». 3R XU TXDQWLILHU OD YLDELOLWp OfDOJRI
RFFXSpH SDU OHV FHOOXOHYV YLDEOHV PDUTXpHYVY DYHF OH ¢
cellules détectées (marquées avec le CTG ou le RB. dtapes picipalesexécutéespar
OYDOJRIRXNMNKPKDFXQH GHV \sprit ksL@é&edtlessdus.P D IJH V

1. Réduire le bruit en appliquaan filtre médian.

2. Egaliser le signal dans les canaixCTGetdu PIHQ UpGXLVDQW OfLQWHQVLW
au signal élevé eHQ DXJPHQWDQW OLQWHQVLWpP GDQV OHV ]JRQl

3. Déterminer les contours des signaux rouge etpaarte calcul du Laplacien des images.

4. $SSOLTXHU OD PpWKRGH GH VHXL CGa@spandant 26ovtEurs H X OH Pt
WURXYpV | CHIHPWD SSRXU&HIITHW GYpTXLOLEUHU OD FRQWU
fond avec celle des pixels du signal a segmenter pour la détermination du seuil. La méthode
GI2WVX WURXYH OD YDOHXU GTLQWHQVLWp RSWLPDOH
tout en minimisant la variance intdasse.
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5. %LQDULVHU OD VpTXH Q Ertdoadd del poLv chhcunxivé dedix Sighapxy

a. Appliguer un seuil équivalent a 75% du signal de saturatierséquencebtenue
GH OfpWDSH DILQ GH GpWHFWHU WRXW OH VLJQDO

b. $SSOLTXHU OH VHXLO WURXYp j OfpWDSH | OD VpT

détecter tout le signal plus faible présent.
c. Unir les régions détectées en a) et en b).

6. Siles signaux segmentgsur le CTG et pour le Ble superposent pour un pixel spécifique,
YpULILHU OYLQWHQVLWpP GHV GHX[ VLJQDX[ j FH SL[HO Gf
XQH IUDFWLRQ GH O & QHisMifantGaff@rmldbsujvankeDd F X Q

ComFoodstc oo flx S P12
Co—Teod—ocYoof B <o—Tood—scYoolf 7

" =t Pf e %o P

7. CalculenD YLDELOLWp JOREDOH GH FKDTXH pFKDQWLOORQ H(

CTG-positif sur la somme des aires des signaux oS§itif etPIl-positif.

2.3.2 Cytométrie en flux

Cette technique a été mise au point dariaboratoirede Dre MesMasson au CRCHUM
parle'U $EGXO /DWHHI 7RXWH OfDFTXLVLWLRQ GH G&U®QpHV SI
ct HW | TXHOTXHV RFFDYV bRQoife aOpi Iy Yawtidipet) HesGlBnnéés telles que
SUpVHQWpHY GDQV FH PpPRLUH RQW pWp PLVHV HQ IRUPH HW

La cytométrie en flux est la technique standamdployéepour évaluer la viabilité de
cellules individuelles.Pour ce faire, um suspension cellulaire doit étre incubée avec des
IOXRURSKRUHYV TXL PDUTXHQW SUpIpUHQWLHOOHPHQW GLIIpL
SHUPHW GH PHVXUHU OfLQWHQVLWp IOXRUHVFHQWH GH FKD
liquide,devant les laser&igure2.9A). /H SURILO GH GLIIXVLRQ GH OD OXPLqU|
HW VXU OH F{Wp HVW HQUHJLVWUp FH TXL SHUPHW GfpOLPLC(

telles que des fragmes de cellulesdes poussieres, ainsi que des doublets de cellules.
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Figure29 3ULQFLSH GH IRQFWLRQQHPAQUNe Si§pesion \CallRdm
(échantillon) est hydrofocalisée par lagmidu systéme de sorte que les cellules circulent
XQH j OfLQWpULHXU GH OD JDLQH OLTXLGH /RUVTXH
lumiére diffusée par la cellule est captée par les détecteurs FSC et SSC alors que la
fluorescerVH pPLVH SDU XQH FHOOXOH PDUTXpH HVW PH"
Schéma adapté de-luorescence Assisted Cell Sorting (FACS) showingipesell selectiom

par Sari Sabban, licensé soG€ BYSA 3.054] % ([HPSOH GIDFTXLVLV
GHVY FHOOXOHV PDUT Xfpdi M ADXDH perddtttui@ QeHéd Catdgoriser en tr
JURXSHV UHFWDQJOHV YHUW MDXQH HW URXJH VI

chaque fluorophore.

Cette technique a été adaptée a notre procédure et employée pour valider les résultats d
microscopie confocale. LeBMD sont PDUTXpHV j OfLQWpULHXU GHV V\VWQqF
XWLOLVDQW OHV PDUTXHXU VO @QRAHH V @ ASBM REANBBERE RS W R V H
Apoptosis Detection Kit, [#559763 BD Biosciences, Franklin Lakes,J, E.-U.). Pour extraire les
TMD des systemes, les deux couches de PpM&ent EreGpFROOpHV HW VpSDUpHV O
(grace a notre procédé plasma résultant en une adhésion réversible entre les deux couches de
PDMS) et cesans affecter la position dEMD dans leurs pieges. Toutes lesciidD G XQ VHXO
systtmsRQW UHWLUpHYV GH OHXUV S X L®hvVgrpoupdeb daBHe G&8nxeQ@ude P L F U F
SRXU O9YDQD @st\ehbuittHQW XEYXDYHF GH OD FROODJpQDVH ,9 DILQ
aidéH SDU OfDFWLRQ PpFDQLTXH GX SLSHWDJH UpSpWp GpVDJU
ci sont mélangées a toutes les fractions de milieuméme systemeollectéesau cours de
OTH[S p (Flgr®ZEFH Ceci asswr que les cellules qui auraient été extraites des systemes

pendant les changements de milieu (également marqeéas)t prises en compte pendant


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Fluorescence_Assisted_Cell_Sorting_(FACS)_B.jpg
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/legalcode
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OTDQDO\WH /HV SHWLWYV |U Oblefssbal MHW GbBip ¥ H®HKD XOF B Q@ HOX VAHH V7 K
a laFigure 2.9B, chaque cellulestDVVRFLpH | OgfaXi€s de MabilgdéloR Eov marquage
fluorescent HQ DSRSWRVH SUpFRFH PDUTXpHrestandle @afin2QeénH[LQH
apoptose talive ou morte(doublenent marquée par laa$$' HW O D Q QuHddul@rkrend

marquée par la-AAD Hrectangle rougekt viablelnon marquéetrectangle vert). Certaind$viD

sont VRXPLVHY DX PrPH SURWRFROH P DL VsovitDu@isee) et &S H GH

contrdles positifs, pour ajuster le gain des détecteurs et les seuils de détection.

2.3.3 Sécrétion du marqueur de mortalité lactate déshydrogénag&DH)

&HWWH SURFpGXUH D pWp pWDEOLH SRXU PHVXUHU OD
cellulairedans le milieu entourant |[@8MD. Le biomarqueur choisi est une enzyme cytoplasmique,
laLDH TXL VY{pFKDSSH GHV FHO O X OdtlenPIRroili&uvlledt®Vva B doxtd/ rw U H
GIXQ V\uawgtediniqua étéemployée parG I D Xgvélpes\etudnt des échantillons de
tissuex vivo[45], [55] SXLVTXfHOOH SHUPHW XQ VXLYL GH OD PRUW
présenterons ici des résultats permettdat comparer cette méthode aux deux introduites
précédemment (microscopie confocale et cytométrie en flux).

A

Cellule endommagée

Pyruvate<: iNADH INT ou résazurine
— | DH Diaphorase

Lactate NAD*(: ;Formazan ou resorufine
Figure 2.10: Principe de fonctionnement du test de détection du marqueur de mortalité
A)LaLDHestrelachée GHY FHOOXOHV PRUWHYV G De(attat® &laBsal@idrt
la LDH provoque la transformation dsel de téazolium (INT)ou la résazurinen une forme
détectableSDU PHV XUH G ffdnazdRbE]DoQ Eé¢d fluorescence (résorufinfy7] .

B) 3KRW R JU D Skértidh defdjai@B 96 puitsou des fractions de milieu ont éieubées

avec le mélange de réaction du #é détectiorde LDH par absorbangemontrant différente:

=

absorbances desolutionsassociées a des quantités différentes de LDH reésdans le milieu

par lesTMD en fonction dgour de prélevemendans lesystéme microfluidique
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2.3.3.1 Particularités du test LDH effectué auCRCHUM

7THO TX1LORyX&28,degs frattibns de milie®( L) sontcollectées aux différents
WHPSV GIDQDO\WH HQ FKDQJHDQW OH PLOLHX GT1XQ PrPH V\V\
du marqueur de mortalité dates temps. Tous les échantillons de milieu ainsi récaltég
conservéesdf & MXVTXYIDX GHUQLHU 44Res dindgMD QuBtevhesuivksantM R X U
collectées et digéréesen suivant la méme procédui@ecrite a la sectio2.3.2 que pour les
échantillons passés en cytométtpuis sont lyséespour libérer tout la LDH restangé dans les
cellules jusqueOj) YLDEOHYV GH OYfpFKDQWLOORAQ

120

100

o]
(=]

I\ Décroissance exponentielle
(ty» =5 jours)
Résultats expérimentaux

Quantité de LDH (% du jour Q)
8 &ul
A
[

o

0 2 4726 8 10 12 14
Temps de conservation (jours)

Figure 2.11: Justification du temps de dewie utilisé pour corriger les mesures de LD
Courbe bleue moyenne de la quantité de LDH mesurée pour quatre différents échantillc
cellules lysées en fonction du temps de conservat#siC acourbe orange courbe théorique
GIXQH GpFURLVVDQFH H[SRQH QW teHch@jtK LB\R X/UH X & DNH
UHSUpVHQW-H@wr TONWRIHURHVXUHY GH /'+ GIpFKDQWI

La LDH préseng¢ dans chaque fraction de milieu et dans le tissudgsguantifie ] OYDLGH
GT1XQ NLW GHa@prdakbEWdidRiGty Detedbn Kit""VS(LDH), #04744926001Roche
Diagnostics,Base| Suissg en utilisant50 —/ G { p F K DLQOWLLd2 nBlahge de réaction et
50 —/ GH VROXWLRQ GIpPULREH IHQ@®B QMDARMEBIZ37°C avec le
mélange de réactiorla LDH présen¢ dans la solution induita conversion ¢ X @ndlécule
incolore le sel dedtrazolium(INT), en une composante rouge, le sel de formagéiectable a
OTDLGH GYXQ OH FaM% Kn(Hg3gr&ZELUAR [BaL. Tkagud mesurestassociée a une
quantité de LDH grace a une courbe stand&rd.général, les échantillons lysésntiennent

beaucoup plus de LDH que les fractions deeuilDans ces circonstancds,sontdilués afin que
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OYDEVRUEDQFH PHVXUpH GHPHXUH GDQV Ol tSips)d¥ Q) OLQpLC
vie de la LDHconservé a 4°C estestimé acing jours (Figure 2.11). Pour tenir compte d&
dégradatior(supposée exponentiell@ H O THIRYg PAHV X UHV G 1 BoBtuiRsgdsinQd H
facteur de correctiom& y, ol JestOH QRPEUH GH MRRRPV MOPWUHQ @V BIFW UDF W
du systemeet le jour de la quantificatiode la LDH Chaque mesurest de plusiormalisée par
UDSSRUW j OD VRPPH GHV TXDQWLWpPV GH /'+ PHVXUpHYVY GDQV
Puisque la quantité de LDH reldée est proportionnét a lamortalité cellulaire, les données sont

présentées comme un taux de mortdptgurcentage deortpar joul.
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CHAPITRE 3 &8/785( 685 38&(780(856 0,&52
',66e48e(6

Ce chapitre met en lumiére tous les résultats générés pour répaxdobjectifs de ce
SURMHW GH P D vaMdistiibutibon d§ 2 EaBReJJSBEMID est montrée pour différents types
de xénogreffe. Ensuite, la plateforme microfluidique est caractérisémécanisme de piégeage
est décrit en détails, la contrainte de cisaillement maximale exercée sur le tissu est calculée, les
conditions de stabilitdesTMD dans leur piege sont discutées et le transport de nutriments dans le
VI\IVWqgqPH PLFURIOXLGLTXH HVW pW HexdiffusipnCefdelcGnsonBrfao@ PR G q
GYR[\JgQH 'H SOXV OYDQDO\VH GH YLDEMD éstfate @ar vois XDW UH
techniquesG 1 D Q BompMidentaires. Enfiv RQW P R Q W U p VurQdst\prélipiar©ded DW YV G
réeponse duWLVV X FDQFpUHX[ SULPDLUH GTXQH SDWLHQWH j XQ W

sein de la plateforme

3.1 Découpe de tumeurs a dewilles sousmillimétriques

Toute la procédure impliquant le sectionnement, le chargement dans les plateformes
PLFURIOXLGLTXHV HW OYfLQFXEDWLRQ VXU SOXVLHXUV MRXU\
de xénogreffes de souris formées de ceMuls H FDQFHUV GH OD SURVWDWH 5Y
(OV90 et TOV112D). Comparé au modele de sphéroides utilisé précédef@@jeoe modele de
WXPHXU DMRXWH GHX[ QLYHDX[ GH FRPSOH[LW plisattohdeDFLOLW
tissu humain de patients. Premierement, les xénogreffes doivent étre extraites de la souris et étre
maintenues en vie dans un environnemeliftérent in vitro, au sein des plateformes
microfluidiques. Deuxiémement, les tumeurs de souris do@ta sectionnées en de multiples

échantillons soumillimétriques pouvant étre insérés dans plusieurs systémes microfluidiques.

DesTMD de tailles reproductibles ont été obtenues en découpant des minces tranches de
WLVVX GIBQPLORIBEDLEXQIPLEBDWRPH SXLV HQ FRXSDQW G|
SHWLWV GLVTXHV j OYDL G HO0GhXde daRét@leRi@metre taR@ié pgeurG H
chaque TMD correspond a la moyenne de deux mesures perpendiculaires de la largeur prises sur
la proegFWLRQ PD[LPDOH GH OD VpTXHQFH GILPDJHV DFTXLVH DX

La Figure 3.1A montre la médiane des mesures de diamétre, groupées par fyptde
Une légereYDULDWLRQ GX GLDPgWUH HQ IRQFWLRQ GX W\SH GH
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importante variabilité pour un méme type de tissu. Ces différences peuvent éaaxquespriétés
mécaniquesariablesdes tissus tumoraux, en particulier leur élastj{&8. 2Q VIDWWHQG j FH T
tissu plus élastique/ § p Balddtiege lors du sectionnement a cause de la force de compression
appliguée par le pocon a biopsie sucelui-ci. Apres avoir été sectionné, le tiggprendraitsa
configuration initialerelaxée ce qui aurait pour effet de produiree TMD plus petite quelans le

FDV GsgXXrmbins élastiguéJne autreausepossible ddluctuations di diametreprovient dea

réduction graduelle du diametre du poinganisée pasonusure

A , ' ' , B
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=381 um
o=47 uym ]
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50t
€ 400l
5 400 40
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300} 20F
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Type de TMD Diamétre (um)

Figure 3.1: Diamétres deIMD mesurés sur les projectisP D[LPDOHYV GHV VpT
acquises par microscopie confocakd Superposition des mesures individuelles pour che
70' FHUFOHYVY EOHXV OfYpSDUSLOOHPHQW HQ [ HVW

donné) et du diagramnuequartiles médiane ligne noire épaisse et quartilebords inférieur
et supérieur de la bofte noire) pour chaque type de tissu analysé. B) Histogramme (barres
de tous les diametres mesuperir un nombre total (n) de 5TMD, indépendamment du tyf

de tissl etajustement gaussieate la distribution (courbe rouge).

LaFigure3.1B PRQWUH OYKLVWRJUDPPH GH WRXV OHV GLDPqQW
type de tissu. La digbution semble suivre une loi gaussienne de moyerpédale a 38um et
G 1 pBpd)Wegal a 44um. 90% desTMD avaient donc un diamétre entre 308 et 458um.
La hauteur deSMD QD WRXWHIRLY SDV pWp PHVXUpH PDav OH Gp
vibratome a toujours été fixé a 3. La hauteur deSMD devrait donc étre pres de cette valeur,
faisantde§MD GHV pFKDQWLOORQV F\OLQGULTXHYV GH UDSSRUW GT
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taille desTMD V D S S D U H Q WWHie GgR€)didgs #H&3 apres sefurs de formation en
gouttelettes suspendues (vbableau3.1).

(Q UpSRQVH j OTREMHFWLI a p@ced@ée)deMddpe aGlbncHobrmi&/ del VH
produire desTMD de forme discoidale aux dimensioreproductiblesG TH Q Y L U Qle
diamétre par @0 um de hautLa tailleassez uniformdesTMD facilite leur manipulation et permet
GH FRQFHYRLU GHV V\VWqPHV Ge§lditnEnsiBrd Yel\RQ &Rd tilé§ ppuB D S W
effectuer des simulations numériques nécessaires a la caractérisation eampliéiode de
piégeage et de la stabilité dEID dans leurs puits, entre autréa. prochaine section caractérise
le systeme dans lequel sont cultivéesT®8D S OXV SDUWLFXOLqQUHPHQW FH TX

piégées de maniere stable et de survivre audsemicrosysteme cgao dans le cadre de ce projet.
3.2 Caractérisation de la plateforme microfluidique

3.2.1 Mécanisme de piégeageesTMD

Une fois positionnéear GHVV XV B9 Xrqrrofleidique il a été observé
H[SpULPHQWIMOHDSEIWENEM K V T X I @eXeluki@Bune a deux secondBgux
conditions doivent étre respectées pguele piégeage par sédimentation se produiss TMD
GRLYHQW rWUH GTXQH GHQVLWpP VXSpULHXUH j FHOOH GX PL
doit éte inférieur au temps d@wvection atdessus des pieges.

3.2.1.1 Critére 1 : densité desTMD

Premierementgs cellules sont sensiblement plus denses que le milieu dans lequel on les
cultive, ce qui remplit la premiére conditiones organellget les protéines ¥ THOOHYV FRQWLH(
sont simplement SOXV GHQ& NRONMWWXRQ LVRWRQLTXH 'fDLOOHXUV
exploitée dans les cultures en boites de Pétri ou les cellules doivent sédimenter au fond de la boite

afin deformerun tapis cellulairen adhérant a la surface.

I fpTXDWLRQ GpFULYDQW OD YLWHVVH HQ UpJLPH SHUPDC
compartiment infini de fluidééquation3-1) peut étre dérivée de lawaeme loi de Newtontel
que montré edessous,en considérant la force de frictioypgadg MTRSSRVDQW j OD |

gravtationnelle( (¢, tJ/@xercée sur ungarticulesprérique
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i F: force
Il (LI @& m: masse
Mes: Masse effective de la particule
a: acceélération
(dpgargEmGep_tgerl cd(@z - Hi 2 ; Ari

d: diametre de la particule sphérique
: viscosité du fluide

Fué R@RE | .4GL | Cd(@@ R V. vitesse de la particule
@P t: temps
" I: densité effective, lharticule- 'milieu
@
(,e G é x/
L— X Fsp A’ *¢FT g
R] cb B @
En régime permanent
e @ (3-1)

Rl 5 s

&HWWH pTXDWLRQ PRQWUH TXY|j GrahGegéditheitent b&aOcdly GHV
plus mpidement, proportionnellement a lediamétreau carré. Cela expligue pourquoétte

approche de piégeage est applicable pegifMD (d ~380um) et parait bien moins intéressante

pour les cellules individuellggl ~10 um), qui sédimentent environ 1530is moins vitedans un

milieu infini. La techniqgue de piégeage par sédimentation est donc plus attrayante pour des

morceaux de tissde diameétre supérieurs a quelques centaines de microntélsegue leIMD.

Cependatydans le cas doicroV\VW g P H | @ WKEGAHIt Bt@ corrigée pour les
dimensios finies du milieu entourant leIMD. En effet, puisque la largeur des puits
microfluidiques de500 um est seulement Iégerement plus grandelgukameétre de3MD, les
cOtés des puits ralentissent significativement le processus de sédimentation en ajoutant une
composante de friction au mouvement des particulganmoins, il a été observé
expérimentalement que 188D sédimentent typiqguement jTsXTDX IRQG B WIN&S XLWV
distance totale d800pum xen moinsde deuxsecondes. Leur vitesse de sédimentation vaut donc
plus de0,25 mm/s, ce qui esau plus7,5 fois plus lentque la vitessenoyennede 1,86 mm/s

mesurée en milieu infiniT@bleau3.1).

Le temps de sédimentation de quelqlié4D, dont le diamétre avait préalablement été
mesuréa étéchronométréur une distance decm, dans un tubde 1,1 cm de large. Le ratio du
diamétre de la particule sur le diamétre du tube @B5, alors OTHITHW GX ERUG GX WXE
négligé La vitesse de sédimentation calculée correspond donc a celle dans un milieu infini. De ces

mesures de vitesse, la déa du tissu a été approxim¢eO D L@Hatéh3-1 en supposant une



33

particule sphériqués { Higdnetre correspondant a celui trouvé pour chague TMDabéau3.1
regroupeles moyennesle vitesse de sédimentatignde diametrest les approximations des

densités correspondantes pour différents typeissie

Tableau3.1: Vitesses de sedimentation dans un milieu infR)i.(g )}y approximation de densites

relatives( ¢8 par rapport au HBS$t de densités absolugd pour différents types de tissus

Type detissu ® 4 S ¢E E n
(mm/s) (um) (kg/m3) | (kg/m?3)
TMD 22Rv1 (jour 1) 1,92 +0,67 385+ 31 21+6 | 1027+ 6| 14
TMD PC3 (jour 1) 0,77 £0,18 350 + 15 10+2 | 1016 +2| 5
TMD OV9O0 (jour 1) 2,08 +0,48 392 + 26 22+6 | 1028+6| 7
MoyenneTMD 1,59+0,71 376+ 22 18+ 7 | 1024+ 7
Sphéroide OV90 (jour 7) 2,77 £0,3 412 + 43 27+6 | 1033+6| 20
Sphéroide TOV112D (jour 7) 1,78 +0,54 366 + 79 22+6 | 1028+ 6| 29
Moyenne sphéroides 2,271 £ 0,70 389+ 33 25+ 4 | 1031+ 4
MoyenneTMD et sphéroides 1,86+ 0,72 381+ 24 21+6 | 1027+ 6

&KDTXH PHVXUH HVW H[SULPpH SDU OD PR\HQ@HREBMW XQ QRF
moyennes et écatypesdestrois mesures d&MD, desdeuxmesures de sphéroidetsdu total des

cing mesures de tissusist aussi montrées.

Il est intéressande noter que la densité tnade pour lesSTMD de xénogreffedOVO0 au
premierjour apres la récolte est trés similaire & la densité trouvée pour les sphéroides formés du
méme type de cellule apréeptjours de culture en gouttelettes suspendues. On peut donc
VIDWWHQGUH |j FH TXH FH ¥édi@eheht de\ gEniereGdimilaie. danX les
microsystémes~ O T H [ F H STWID Ré€xéaobrgffePC3, toutes les densités relatives trouvées
pour les différents types de tissus, autant poufB que pour les s@roides, se situent autour
dela moyenne d@1kg/m®. Cettedensité relativa été calculépar rapport au HBSS, soit le milieu
de chargement dG8viD dans la plateformén trouvedoncune densité absoluoyennedu tissu
autour de1027 kg/m® étant donné une densité approximative du HBSS10@6 kg/nr.
/ITH[SPULHQFH D pWp UpSpW pMDjdexandfreffel22 Rl VeHdés EeRukdts ekl V
similaires ont été obten2 + 8 kg/m® & la premiére expérience 2t + 5 kg/m? a la deuxiéme)

,O SRXUUDLW rWUH LQW pU pauvdesDND d& HendgrSffe \WEaIh de YéifiS§p ULHQF
sila densitéelativeplus de deux fois plus faible est une caractéristique intrinséque de ce type de
tissuet VL WHO HVW OH FDW laGalisé\dd QetteHlfférerte. &HeQALEd possible

pourrait étre une plus faible densité cellulaire du tissu. Dans tous les cas, cette différence de densité
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pourrait étre exploitée pour valider expérimentalemebltY HF S O XV cGthiKQéSIRats@&V
simulation, telsqueledébRLQLPDO GI{pMHFWLRQ GHV SDUWLFXOHV GHV !

du tissu.

3.2.1.2 Critere 2 : temps de convection de$MD au-dessus du puits

Pour remplir le deuxiéme critére, soit geetempsde convectiorau-dessus du pts soit
supérieurau tempsde sédimentation, IEEMD RQW pWp PDQLSXOpHV j OTDLGH C
FRQWU{OpH SDU GCfi&p ¢hoisiMaDdvkeEtidrude sabL@kent désD dans le canal
en aspirant ou en expulsant du liquide a la sortie de thRV\VWgPH HW D SX OHV DUU
étaient positionnéesaG HVV XV GXQ SXLWV SRXU OHXU ODLVVHU OH W
&HWWH PpW KR @Gpid&/dt Efficide DOMGNID dht généralementu étre piégéesans un
systetmeen moin& T XQH PLQXWH

Si une approche automatisaéeait plutét été adoptémi lesTMD avaien étécontrélées a
débit constant par une pompe connectée albbdan OfpWDSH GH F Kb ldhyReetQW D X U
le taux de succes aurait probablement été plutefail§ D E R b @bitassez leraturait été fixé
DILQ GH VIDVVXUHU TXH OH WHPSVY GH FRQYHFWLRQ GHPHXL
pour la majorité de§MD malgré des variations de taille et de dendté supposantT X 1 X Q H
particuleayant sédime® surune distance correspondant a son deiamnetre(190 um) avant
GIDYRLU WUt ¥eHttd \wepieQdd, le temps de sédimentation moyen a respecter serait
d T H Q Y1,85&qndepour une particulenoins dense {& L 10 kg/m®) ou de0,6 secondes pau
une particule plus densg € L 27 kg/m®). Ces temps de sédimentation ont été troewnégilisant
lesvitessas de sédimentatioen milieu infini(équation3-1) divisées par ufacteur?7,5 pour tenir
compte des dimensions finies du systeriéL Q GIDVVXUHU OD FDSWRUH GIXQH
temps de sédimentation pour les particules de densité plus fétdaitlisé pour calculeeldébit
de 8,1 uL/min qui devrait étre appliqguédars le systemelLe volume total du canal étant égal
29 L, le processus de chargement automatisé prendrait ef3yiamnutes pour faire avancer les
TMD GH OTHQW U pHXE R X OO D QriiEMS rentlke plus de temps que la méthode
PDQXHOOH FHWWH PpWKRGH DXWRPDWLVpH ULVTXHUDLW G¥Y
dans un méme puits. Aussi, certains types de tumeurs ont plus tendance a adhérercasxsarfa

canaux, ce qui poserait davantage probleme a faible débit par la méthode automatisée.
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Pour étre piégées par sédimentation,TigD doivent donc étre plus denses que le milieu
de chargement et avoir suffisamment de temps, soit une a deux secondss, gposer au fond
des pieges. La premiere condition est respectée par la nature ménvddent ladensité a été
approximée a 102kg/m? en se basant sur des résultats expérimentaux de sédimentation en milieu
infini. La deuxiémecondition est aussi facilementespectéeS D U O fIxry Bu ¢chakgement
manuel de§MD GDQV OHV PLFURV\VWgqPHV /HV IRUFHV GH FLVDLOC

soumises le$MD une fois piégées sont traitées dans les prochaines sections.

3.2.2 Contraintes de cisailleanent

Le microsysteme congu prévieoontre des forces de cisaillement trop élevées autour du
tissu qui pourraienetndommager les cellules a sa surfacéavoriser sa fragmentation. En effet,
les TMD ont étésoumises a de trés petitesntraintesde cisallement, méme a des débits
relativement élevé®ourtrouverune valeur limite supérieure a cette contraielie,a été calculée
sur la paroinférieuredu canal, au poir(p) indiquéa laFigure 3.2 ou la dérivée du profil de vitesse
dans la section transverse est a son maximumD XVH G{XQ pFRX-OdikPHI€®® W GH +DJH

A Zone : Zone Zone B .

canal i puits canal 4

H H W——
1

: : hy=W

(O Von,
s z
o L. N B
< w-> | 0 hed

e W W

Figure 3.2: Définition des variables et deimensions du systeme pour le calcul de la contre

de cisaillement maximale $ 9XH GH F{Wp GX FDQDO HW GTXQ

B)6HFWLRQ WUDQVYHUVH GX FDQDO SULVH GDQV OD |
S L Q G Ldreittbu@afebh@ainte de cisaillement est calculée.

Le profil de vitesseR : UdV, dans un canal a section carrée de largewast représenté par
O TpTXPAEREE des équatiome NavierStokes en posant des vitesses nulles aux parois
FRPPH FRQGLWLRQV DX[ IURQWLQqUHV Y Figuwe@2)[V]p P WLRQ C
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OD YDULDWLRQ GH SUHVVLRQ H Qdtlddiscofité Qqaigle dd\wiilieuD VR UW

et . est la longueur totale du canal.

‘ e
R:UAV, [ YOTe2 S .ég_%o» A (3-2)
TR 77 @ 9 i
| gkn_gpq @ A
Le cisaillemenimaximaldans tout le systéme se troatecentre deparois du canalF 1HV W
adire aix coordonnéesy( 2 = (0, 0), (2, WI2), (W2, W2) et (0,W). La contrainte de
cisaillement sur une surface se calcule comme la viscosité multipliée gradient de laitesse
GX IOXLGH GDQV OD GLUHFWLRQ SHUSHQGLFX380a80Uka j OD VX

contrainteaupointp = (0, O)peut éte calculéecomme suit.

VR

éXV:Ué\/,Ll(l—N (3-3)
‘ éé
soan L0 €2 1 &\ "0 le S A
v &7 J69 e
l'gkn_gpg é'[_A
éx'rér'ng%Z i © N F * 0 (3-4)
v m T J59 cod e )
' gkn_gpq ét_A

Supposonsund DULDWLRQ GH SUHVVLRQ HQWU%6RaGssq@& UpH HW
a un débit de fiL/s, représentatif du débit maximal imposé lors de la procédure de changement de
milieu. Pourla largeur de canalg) égale a 60Qum, la contraite de cisaillemensur la paroi
FDOFXOpH j O 1D LIAHaG 6|20k pli2RiyMetRQ Cette valeur est prise dans la
région du dispositif ou la vitesse est maximéla effet,le changement de hauteur du canahgde
aho au niveau des puitgigure 3.2) provoque un ralentissement de la vitesse du fluidgessus
GH O 1 pF K2 @Wwur Calouke® alessus peut donc étre considérée comme une valeur plafond
pour la contrainte de cisaillement surTédD. Elle esten-dessous des valeurs critiquesfHQYLUR Q
10 dynetm? causanta mortde certainescellules de mammifésg61] et bien @-deca de valeurs
G HQ Y L Udpr@/cnt causant le détachement de monocouches de cellules de fibrof82ites
Pendant le chargement dENID, les contraintes de cisaillement exexéur les surfaces du tissu
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sont aussi considéréegdrfaibles puisque |IEBMD circulent avec le courant et ainsi, la vitesse
relativedesTMD par rapport adiuide entre la surface du tissu et la paroi du canal tend vers zéro.

En somme, autant au momeiu chargement déBMD TXYDX PRPHQW Re OH PL(
renouvelé dans les systemes, T80 QH VRQW VRXPLVHYV TXYj GH IDLEOHV FR¢
Ceci est une conséquence diredte mode de piégeage choisi ou les échantillons se trouvent
protégés afLQWpULHXU GH OHXU SXLWV PLFURIOXLGLTXH PrPH C
dans le canal. Une autre caractéristique intéressante des systemes résultant de ce mode de piégeage

est la stabilité deSMD dans les systemes, tel que détaillé a la @ioehsection.

3.2.3 Stabilité desTMD dans les puits microfluidiques

La position de§MD au fond des puits est tres stable, & moins que des hautadhiisnt
appliqués. $YHF OfYDXJPHQWDWLRQ GH OD YLWdldy &ffeits @Gettidl© X LG H
SRXUUDLHQW HQWUMN.QHU OfpMHFWLRQ GHYV

Le nombre de Reynoldéquatior3-5) représente le ratio des forces inertielles sur les forces
visqueuses et il peut étuilisé pour déterminer quelles forces dominent dans le systeme a
différents débits'DQV OHV V\VWgPHV j OfpWXGH LO HVW GLIILFLOH G
autour des échantillons. On peut tout de méme trouvesygfeximationglesbornes apérieure
et inférieure a la valeur du nombre de Reynolds en constatant que la vitesse dans la zone du puits
ne peut pas dépasser la viteagesein dicanalde hauteuh: = W= 0,6 mm, ni étre inférieure a la
vitessequi serait trouvée dans un canal datbarh, = 1,1 mm (définitions deh; eth, a laFigure
3.2). La longueur caractéristigye 3 utilisée est la hautetm de la zone du piegeRest la vitesse
moyenne, 3 est le débit, puisget Ksont respectivement la densité et la viscosittadyque du
milieu.

éRy
K

4 AL (3-5)

©3 5anolR
9 K 96K
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$LQVL RQ WURXYH TXH OH UpJLPH HVW ODPLQDLUH HW C
GpELW G1HEQ&LMNOQ 4 AO r& tandis quele régime reste laminaire &s forces

inertiellesdominentiorsque le débit dépasse environ 260uL/min (4 AP s ).

/ITXQ GHV HIITHWV LQHUWLHOV SRXYDQW SURYRTXHU OfpN

TXL VH GpYHO Radt8leh ét 1@ vdaHn@YiymAthe principe de Bernoulli. Ce gradient peut
FUpHU VXIILVDPPHQW GH SRUWDQFH VXU OTpFKDQWLOORQ SR
effets hydrodynamiques agissant a maintenirTMD au fond du puits.La libéraion des
échantillongle leurs puita été observéexpérimentalemerit des débits supérieurs a §a0min.
/H GPELW PD[LPDO LQGXLMG B I3\ @HH \P IFFDURIBA[S BOQyRDHN.H VW G H
- FH UpJLPH GYRSpUDWLRQ OsHi& muiRKmMame/ &iQed Bffety indrdalsW H Q W
GRPLQHQW /D JpRPpWULH GHV SXLWV FRQILQH GRQE VXIILVI
sontpasOLEpUpV j GHV GpELWY QRUPDX[ GTRSpUDWLRQ

Cette stabilité dépendante du débit pourrait étre utilisée, au bgsmin extraire les
pPFKDQWLOORQV GX PLFURV\VWgPH SRXU ILQV GYDQDO\VH HJ[
module microfluidiquea condition que les surfaces du dispositif soient suffisamment bien traitées
SRXU SUpYHQLU OTDGKplWesfuisH GHV 0'7 DX IRQG G

La résistancéydrauliquetotale des microsystémes congus est,@g&x 10'° Pas/n?. Pour
induire un débit de 80@L/min pouvant éjecter les particules, il faudrait générer une différence de
pression ¢2 de 0,2 kPa. Cette différence de pression est difficile a produire par simple
perturbation de la plateformBar exemple,| ifaudraitajouterdu liquide MXVTX{j] XQH KDXWH
2cmdansOTHQWUpPH GX VI\VWgPH SRXQ FUOpsHGiSEQtsysmemeieud SUHVV
HITHWYV VH FRPELQHQW SRXU IDYRULVHU OYfpMHFWLRQ GHV S
FDXVH GH OD GLIIpUHQFH GH KDXWHXU GH OD eBlRcE&Q@OH GH
17 mm. Deuxiemement, la composante de la force gpWLRQQHOOH VIRSSRVDQW j O
est réduite. Par exemple, pour un angle de 45°, une différence de pressi@kéa serait indite,
insuffisane ] HOOH VHXOH SRXU HQW UdDceQuhgléla@pidddiande R @rce’r R X W H
gravitDWLRQQHOOH VYRSSRYV DraitWs¢ulerfigniv7d% ¢ LaRoxergRdtatibivigli®R Q G
WRWDOH V{DSS O CéXéeugaffetsdditiorddsSW XVUVOLHQW HQWUDVQHU Of

plateforme devrait étre inclinéeuln angle df H Q Y30U&hQ@upposant une relatiairecte de
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proportionnaltét HQWUH OH G praibivval & TOMHPROILRVXGH GH OD FRPSRVD
JUDYLWDWLRQQHOOH VIRSSRVDQW j OfpPMHFWLRQ

Enfin, il peut étre conclu que piégeage des échantillons est stable damsitgsesystemes
les échantillons peuvendsister aux débits normaux induits lors de la procédure de changement de
PLOLHX DLQVL TXfj GHV SHUWXUEDWLRQV OpDgMdEbisttuR UV GH
une amélioration importanteomparativemet aux systemes a piégeage résistif précédemment

utilisés au laboratoire, tel que discuté a la secti@n

(Q UpSRQVH j OTREMHFWLI X €QaHétS BpUptl ReirPettraleL FU R | O X
piéger les TMD de maniére stablen minimisant les contraintes de cisaillement. Chaque
SODWHIRUPH GH SDU VD FRQHAMBMEpdrEE dfetdntedcdndEdNd §aceVHU O
DX[ FLQT FDQDX][ L Q G prSpdr@ G/birQeVgactidiepeldudéiddscription détaillée
du design).

324 7TUDQVSRUW GTR[\JgQH HW GH QXWULPHQWYV VDQ

Au sein de la plateforme, la diffusiolr@WUH OH FDQDO GX KDXW HW OfLQ\
auxTMD GEEWHQLU GHV QXWU L &k evitg chidfguds diimHétB&dispds &t
de leurs déchets cellulairespres OfDMRXW GH PLOLHX l¢erdtriMer@sii@ san@lHV F D C
diffusentgraduellemenjusque dans les puits poétre consommés par gD alors que les
GpFKHWY SURGXLWYV GLIIXVHQW GDQV OD @uistiHaNdnRSUeR SS R V|
GLIIXVLRQ GTXQH PRRg@agieds GHtaillgd8Hp@tltes molécules comme des ions
diffusent rapidement dans les puits alors que des molécules plus larges comme le glucose prennent
SOXV GH WHPSV j GIMD X Y@ W/ XDXNOTXW DX §idtéEngps dree [diffa iow/ dERrigg
| Oyligion3-6 [59], une molécule de glucose ayant une constante de diffi§o DQV OTHDX Gl
600 um?/s prendrait approximativemest5 minutesa diffuser sur une distance totald (de
500 —P MXVTXY{DX I|RI@SpaBtGXdiInehidng/dd systéeme facilitentcdientransport
par diffusion des nutriments qui se fait dans des délais raisonnables.

TG
_ (3-6)
PNTe
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3241 &DOFXO GX UD\RQ FULWLTXH G9123RXWLK¥V¥XWM X P®RIUDMER VISK

/[HV SUHPLqQUHV DQDO\VHV GH OfHIIHW GH OYK\SR[LH VXU C
UHPRQWHQW | S Gskde. &fi X1955,G HBralinson et Grajg3] ont étudié
expérimentalement la distribution de mort cellulaaasdes échantillons de tumeurs de poumons
prélevés par chirurgie. lls ont constaté que le pourtour de leurs échantillons cylindriques était
PDMRULWDLUHPHQW YLYDQW DORUV TXH OHXU F°XU PRQWUD
un modele de diffusn simple, ils ont fait le calcul théorique approximatif de la distribution
GIR[\JgQH j OfLQWpPULHXU GHV WLVVXV pWXGLpV HQ VXSSRVD
GDQV OH WLVVX FRUUHVSRQGDQW j FHOOH GX GLR[\JgQH GDQ

En considérantuAl UpDFWLRQ GTRUGUH Re OH U\WKPH GH FRQVF
pas de sa concentration, ils ont trouvé une relation entre le rayon critique calculé pour éviter
OYDQR[LH GpSOpWLRQ FRPSOgWH GTR[\JgQH D Xndfig@sW UH G X
de tumeurs mesuré expérimentalement a partir de coupe histologiques. Un raisonnement similaire,
présenté edessous, peut étre suivi pour calculer de maniere approximative le rayon critique
GIfpFKDQWLOORQV GH WXPHXU GH IRUPH VSKpULTXH

Pour résouk ce probléme, deux sSsBRPDLQHYV GpOLPLWpPpV SDU OD VXUI
sphérique doivent étre considérés. Dans le premierdammusine du tissu, il y a diffusion et
FRQVRPPDWLRQ GYR[\JqQHG RIPO@V @HH & H PR QGHXRMK @iffise RQQDQ\

seulement. Les variables utilisées pour la résolution du probléme sont décritesTddnesda3.2.
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Tableaud2 'HVFULSWLRQ GHV YDULDEOHV SRXU OH FDOFXO GH

échantillon de tissu tumoral et dans le milieu environnant

Variable Description Valeur Source
Concentration maximale de dissolution d Loi de
%_v 0,20mol/m?
- OYR[\JgQH GDQ\kt@g,2htnX Henry[64]
3LM 'PELW PD[LPDO GH FRQVR 25 puLOJg/min = (65]
> pour une masse humide tigsu cancéreux| 1,70 x 10° mol/kg/s
é Densité noyenne du tissu cancéreux 1027kg/m? §3.21.1

&RQVWDQWH GH GLIIXVLY,

Ex _ ) . 1,75x 10°m?/s [66]
tissu cancéreux a 37°C

&RQVWDQWH GH G ehéXahs

& _ #2,6x 10°m?s [67]
OYHDX | f&

'PELW PD[LPDO GH FRQV

pour un volume de tissu

42pgr | Rayoncritiquedu tissu de forme spheriqu

&RQFHQWUDWLRQ GTR[\J

rayon NO 4,54+

&RQFHQWUDWLRQ GYR[\

environnant a un rayc NP 4,54,

04 Concentration a la surface du tissu
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3.2.4.1.1 Sousdomaine du tissu

Considéronan échantillon sphérique dans un milieu infaigjueuxVDW XUp GE§&rR$\JgQH
SHUIXVLRQ OfpTXDaffusoQ sésiniifie @ 3ed teimesRi®diffusiorais un terme
(NlestsoustralSRXU WHQLU FRPSWH GH OD FRQVRPPDWLR&SFRQWLQ
FH PRGgQOH VLPSOLILp Owstunmeléndtdnie QuiGd depe@d.hiHdu temps, ni de la
FRQFHQWUDWLRQ GTR[\JgQH SUpVHQWHEN @dgmes pern@amentSRYV LW L
(YA YFL r; et apres avoir éveloppé OTH[SUHVVLRQ GH OYRSpUDWHXU OD S
sphériques ou les termes relatifs aux angles AMe sont pas retenus puisque la concentration
varie seulement suivant le rayor) ( O I p T X DsivhpliReQet Wedit étre résolue pod(r) en

intégrant deux fois.

Y%
76 -
SpL 8I°%F M (3-7)

s 0. 1%

e . 10 MV
18" intégration: MR

E#
YN L&y

2°intégration: %N LI\—N; E—# ES$
»& N
AetBVRQW GHV FRQVWDQWHV G fLQWepd toDwaelsRuGli@RIBSW OHV Y
conditions aux frontieredremierementS XLVT X TR Q Y HXW cvitigue duMissl 4, ), UD\RQ
telqueOTR[\JgQH FR Q@&kRd sopt@uste pJDO j] OTR[\JgQH GLVSRQLEOH
la concentration 'N'L r en régime permanent vaut 0. Deuxiemement, on pose une concentration
quelconque °4: 4, ,4.L %a la surface du tissu. Pour respecter la premiere condition, il faut que

#L$LrApatiuU GH OD VHFRQGH FRQGLW&RQ RQ WURXYH OfpTXI

Map e

04 L
2 h, 8‘)(

(3-9)

/ID FRQFHQWUDWLRQ G fderhaihe @QuHtisGuDsQitvdoBcHa Yo Xd€crite a
OfpTXEWLRQ
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Sousdomaine tissul N
%N L— (3-9)

(NO 44, » &

3.2.4.1.2 Sousdomaine du milieu environnant

Dansle sousdomaineGX PLOLHX HQYLUR QuQ@$&qQ W tgrn@ MG H WPITLLTHOOW L R
37 WRPEH j ]JpUR SXLVTXTLO QTM\ D DXFXQH FHOOXOH GDQV FHYV
IRLY GpYHORSSpH OpBtt ESAdre &vds&U@ pdu %6 Noed Hhegrant deux fois.

0 1%
r L gQﬁl_/l\ll I\? 1/1\|p
1ére' 1'%) I
intégration: L—
J N C 16
2¢intégration: 4N L ( F—
g BN L ( N

EetF VRQW GHV FRQVWDQWHYV GIfLQWpJUDWLRQ GRQW OHV Y
FRQGLWLRQV DX[ IURQW L gRIHVP | dOUNHHR W@ WL HXIJ FERXQ WHLQ WXJ D W L
FROQFHQWUDWLRQ PD[LPdaB IGTR{\j% | & peisioN &biante partielle
GIR[\JgQH GDQV XQ L Q B,2BEin\\dt deUxigmEmedigDoddinlié du profil de
concentration exige quOD FRQFHQWUDWLRQ j C%:4,,HallleleRddreDay HF OH
concentration arbitraire% /D FRQFHQWUDWLRQ G Rpha@ Hu Gilépy OH \
HQYLURQQDQW VXLW GRQF OPIWUHODWLRQ GpFULWH j OfpTXD\
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1°"¢ condition: (L%,
2° condition: "L 459% vF %;
Sousdomaine milieu _ 2ang% v F %;
| % NL% ,F N (3-10
(NP 250}

Pourrespecter un bilan massique (conservation des especes en prdssruejcentrations
ainsi queles fluxde moléculesles deux sOllGRPDLQHYV GRLYHQW rVNL 4,,),dDX[ j O

Condition de 104 104

continuitédes flux:

|~4a|[,gL &% F %;
u dapgr
ilisant 07 N, 8
En utilisant %5 de ' 8q Fo%_, F—3RIG
_ »
OfpTXEBWLRQ 2R9f
u Aapgr
0,
4 *ExEo R v (3-11)

/IH SURILO GH OD FRQFHQWUDWLRQ GTR[\JqQH VXLYDQW O
OTMpFKDQWL O ORdure83.WoW whDalyen jnfldiPa conceation vaut la concentration
PD[LPDOH GH GLVVROXWLR % yH (MR{\D§QHRFKQ@Q W G WLVVX
décroit suivant une relation proportionnell ¢ Néquation3-10). Puis a la surface avec le tissu, a

NL 4,,4le regime change & concentratiolevient plutot proportionrtke a N (équation3-9).
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Cy ==

Concentration O,

i ——Sous-domaine milieu
E —Sous-domaine tissu
Ririt
Rayon
Figure 33 3URILO GH OD FRQFHQWUDWLRQ GYR[\JgQH
sphérique de tissu en fonction du rayon tel que dééins les deux sotdomaines du probleme

Les unités des axes sont arbitraires.

EnappliguantGD QV O {3 TINHd3 Male®numériques compiléesTableau3.2, un
rayon critique de4,,,l ttx Je est trouve.Ainsi, selon ce modele, il serait impossible de
maintenir en vie un échantillon sphérique de tumeur ayant un diamétre supérieur a
t4,p,Nvwide. Par ailleurs, la sphere est la géometrie qui permet le transport diffusif le plus
UDSLGH FRPSDUDWLYHPHQW j GIDXWUHV Jt4,,3paNedentpé, GH GLF
le temps caractéristique de diffusion dans une traptarede WLV 'V X G Tt 4, ,dstquatieX U
fois plus grand que pour une sphére de méme diamétre. Ce calcul théorique constitue donc la
MXVWLILFDWLRQ IRQGDPHQWDOH GX FRQFHSW GH GpFRXSH
inférieuresauV H XL O F U ¢ pduXrbx@fisBr@a viabilité du tissu. Elle justifie aussi le choix
de ne pas perfuser le tissu sachant que cela simplifie grandement le protocole expéEmental.
HITHW OfDMRXW GH SHUIXVLRQ QpFHVVLWtHIE BareaddsD SUpVEH
IOXLGLTXHVY HQFRPEUDQWHY j OfLQWpPpULHXU GH OTLQFXEDWF

'H SOXV OfHIIHW GH OD SHUIXVLRQ SHXW rWUH pYDOXp J
SHUIXVLRQ OH WUDQVSRUW GLIIXVLI VH WU RpacekCPDIFPFHRQUMp
convectif de nutriments vers celbe A la limite, lorsquda convection est trés rapide, la diffusivité
HIILFDFH GHV QXWULPHQWY GDQV OH PLOLHX HQYLURQQDQW
XQH FRXFKH OLPLWH GQIp3IWLYHDE R D LY @&uXEABAL VS ¢HréduitW X D W L F
a O fp T XIALi-dre€sous.
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L g'xq/IQ_v

A0 L
T U3

JETUNE (3-12)

4+ est le rayon critique perfusé 4, €st le rayon critique sans perfusion. Ainsi, selon ce
modele, la perfusion rapide des échantillons aurait pour effet de perraettieviesans anoxie
G 1 p F K D @&wia@&@redQr¥ois plus grands Nos échantillons étant inférieurs en taill 4y 7

nous justifions ainda décisiorde ne pas perfuser les échantillons dans les expériences présentées.

En réalité, lesSTMD sont piégées dans un microsysteme en PDMS et non dans un milieu
infini de fluide. Toutefois, puisqu@© H 3'06 D XQH FRQVWDQWH GH GLIIXVLYL
VLPLODLUH j FHOOH GH OfHDX HW SXLVTXH OD FRQFHQWUDW|
PDMS es plus grande 0,9 mol/m? [68] OD SUpVHQFH GY{XQ PLFURV\VWqgPH
tissu ne devrait pagiminuer la valeur duayon critique trouvé. Aussi, il est connu que les cellules
SHXYHQW PRGXOHU OHXU FRQVRPPDWLRQ GTR[\Jq@H], HQ IRQF
leur permettant ainsi de survivre dans des environnements pauvres en o¥y¢en€ XL QD SDV p
WHQX HQ FRPSWH GDQV FH FDOFXO édrdayom ofitipDdl\& mBdeEU HIIHV
développé dans les équatid@ig a 3-11 constitue donaine approximation permettant de calculer
OH UD\RQ PLQLPXP j S D tewdnthpoSsHIERXEsVariaDIfDe3 RI(E iHcertaines du
modeéle théorique so 3et UT XL SHXYHQW YDULHU G{IXQ W\SH GH WXPHXL

En réponse au quatrieme objectif de recheréhdgétermination du profil de concentration
GIR[\JgQH GDQV OH W LcvVapErniisde BoOVeRIX ldyd dritieguie@esdus duquel
le tissu tumoral risqués H P D Q T Xdehk. G4 Ryon critique de 2@6 est supérieur au rayon
moyen deg§MD de 190um, ce qui permet de conclure daséchantillongroduitsont tout juste
OD ERQQH WDL®OSR BRX P pFrH W IQUO@ D E Dés Qiftdaterisd muitdddiduey L R Q
SRXUUDLHQW SHUPHWWUH GH YDOLGHU pléide ld poviso@imaiiow vV j O |
GYR[\JgQH

3.2.4.2 Autres considérationssur la consommation denutriments par lesTMD

3XLVTXH OH 3'06 HVW SHUPpDEOH DX[ JD] XQ DIIOX[ GTR]
GDQV OHV PLFURV\VWqPHV P D Oeperpat: idaEresd-hQinten Hu Biked | X VLR C
sont consomméM XVTXTj OHXU pSXLVHPHQW RX MXVDan§feFcbs, 8XH OH
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FDXVH GH OD JpRPpWULH SDUWLFXOLqQUH GX PLFURV\VWgPH
QTH[LVWH sBinMtidthdMunGeHigyes devraient étre produites pour étudier la consommation

dH JOXFRVH HW G¢YDxViesHD. QRWWU LIPHQWWHW OfpSXLVHPHQW G
OYDFFXPXODWLRQ GHV GpFKHWY OH PLOLHX D pWp FKDQJr
généralementn, trois, six et huit jours apres le chargement deeD dans les systémeSachant

que des sphéroides pleis de4000cellulespeuvent survivre pendant au mogeptjours dans une

gouttelette de 1AL ( &,3 uL/sphéroide/jour])30], une fréquence de changement de milieu allant
deunatroisjours semblait raisonnabp®ur nos microsystemes contenanu23de milieu et cing

TMD (5,8a1,9uL/TMD/jour).

En raison de la tridimensionnalité du tissu et de la consommation continuatletdesnts
par les cellules, des gradients de nutriments existent au sein de la TMD de la surface externe
MXVTXI{DX FHQWUH &HV JUDGLHQWYVY VRQW GpVLUDEOHV GDQ
aux gradients naturels existant au sein du tissuvo [18]. Ces différentes concentrations des
molécules peuvent entrainer des variations du comportement physiologique des cellules dans
différentes régions du tisgi8], [63]. Les équations développées dans cette section montrent que
la petite taille deSMD OHXU SHUPHW GYIDYRLU DFFqV j VXIILVDPPHQW G
non perfusé. Toefois,le milieu doit tout de méme étre changé fréquemment pour assurer que les
DXWUHV QXWULPHQWYV QH V{pSXL VidiQeta/d&bets trlxird3 praduits X HW Sk
SHQGDQW OYLQFXEDWLRQ

3.3 Viabilité sur pucedes tumeurs micredisséquées

Apres avoir montré que les tumeurs peuvent étre coupées de maniere reproductible et validé
TXY{HOOHYV SHXYHQW rWUH SLpJpHV DX VHLQ GTXQ V\VWqgF
expérimentalement que [&MD peuvent étre maintenues en vie suffisamment longtemps pour que
OfHIITHW GH FKLPLRWKpUDSLHYV SXLVVH rWUH pYDOXp GDQV G
FOLQLTXH OYfYpYDOXDWLRQ GH OfYHIILFD rapiteémer@afn uclePLRWKp!
résultat du test puisseder a choisir ldhérapie la plus appropriée, et ce dans leBWLQLWLHU O
traitementdu patient dés que possibleest aussi important que le tissu primaire culiivévitro
VRLW WUDLWpPp GDQV GHV TXgXQL ¥ URFHHIWY B M. @ HG 5ol LWJHHWDQ W L D
produiseen réponsaux nouvelles conditions de culture. Ces critéres ont permis de fixer la limite
GH OfpWXGH GH YLDELOLWp j KXLW MRXUV
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Une fois le protocole établi et le systeme microfluidique optirfus& section4.l), trois
techniquexomplémentairelGIDQDO\VH GH YLDELOLWp RQW pWp DGDSWp
pour mesurer la survie d@$/D au seinde la plateforme la microscopie confocale des cellules
viables et mortes, la cytométrie en flux pour sépke® cellules composanés TMD selon leur
stade de mortalité (viable, apoptose précoce, apoptose tardive) et la détection du marqueur de
mortalitt LDH dans les fractions de milieu extraites des syste@esstrois techniques présentent

des avantages et inconvénients qui leur sont propres, téétpiké a la section de discussmi.3

Tel queprésenté) @Arfhexe A OD SURFpGXUH GH FRXSH HW GILQFXED
microfluidiques a été adaptée a du tissu de foieatldors du stage dans le laboratoire de Dre
Verpoorte, aux Pay8%o DV &HOD D SHUPLYV GYfH[SORUHU SOXVLHXUV WtE
DXVVL VIDYpUHU XWLOHV SRXU OfpWXGH GX FDQFHU (Q SOX
de la LDH sérétée dans le milieu et par microscopie confocale des échantillons marqués, les tissus
micro-disséqués de foieTMDF) ont été imagés par microscopie a deux photons et leur
métabolisme a été évalué grace a la séparation et a la détection de moléculesrzdogtaphie

en phase liquide a haute performance (CLHP).

3.3.1 Analyse de viabilité par microscopie confocale

La viabilité des échantillons a été évaluée en mesurant la fluorescence des cellules marquées
avec des fluorophores de viabilité et de mortalité (EBI®I, respectivement) par micrope®
FRQIRFDOH /YfLPDJHULH GHV pFKDQWLOORQV VYHVW IDLWH G
de la plateforme faite de PDMS transpar@i@l que détaillé a la sectioh2 du Chapitre 4 les
pourcentagesle viabilité et de mort cellulairent été trouvd/ SDU XQ DOJRULWKPH G¢YI
V p T X H Qrirdges, p@grammé pour trouver automatiqguement le seuil a appliquer dareubes d
canaux de fluorescence afin de distinguer le signal (provenant des cellules marquées) du bruit de
fondet SRXU FDOFXOHU OH UDWLR GH OYDLUH GH FKDFXQ GHV G

LaFigure3.4présenteOfpYROXWLRQ GH OD YLDELOLWpP GHV pFKDQ\
dans les plateforme€&es résultats montrent que [EBID de xénogreffe demeurent trés viables
WRXW DX ORQJ GH ded\ibp8itesmdyehirad ald3sUside 60% pour tous les types
de tissus analysésH SOXV DXFXQH EDLVVH VLIJQLILFDWLYH GH YLDEL!
GIDQEDO\WH FH TXL VHPEOH LQGLTXHU TXH OHV PauelkfV\VWqP

conditions de culture sont suffisanfgsur maintenir le tissu en vie.
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E Viable mApoptose tardive / morte

—

2 NWAOON®OOO
COO0COOCOO0OO0OOOO0O

1 3 81 3 8|1 3 8|1 3 8

22Rv1 PC3 Oovao TOV112D
Type de xénogreffe / Temps (jours)

Fraction de la population (%)

n |30 30 18|22 28 36(58 56 28[(64 48 29
E|3 3 2|3 3 4|7 7 6|7 6 4

Figure 3.4: Compilation des résultats de viabilitkesTMD de quatre types de xénogreffes
souris,mesurés par microscopie confocal& une période de huit jours suivant la récolta
fraction viablede la population a été mesuréeRPPH OH UDWLR GH OYDLU
viables (marquéeavec [eCTG) VXU OTDLUH WRW D O sicéHds hamieeS tard
TXH OD IUDFWLRQ PRUWH D pWp PHVXUpH FRPPH OH

mortes (marquéeavec le3, V XU O §DUrUtbtalVild4V DMIDHbnt été analysées pot
produirecegD SKLTXH &KDT X ittguet) @ 6 WHIUHKH O\D FPHR\HQ QI
deux expériences indépendantesur chaque barre représentée,représente le nombre ¢
70' DQDO\WpHV HW ( OH Q RdépeddantesTeff¢Sycbgedd@$ xENogreffe
provenant de souris difféntes Les images ont été acquises conjointement par Jennifer Kei
'XSRQW HW OIDXWHXUH SXLV RQW pWp WUDLWPHV H

3.3.2 Analyse de viabilité par cytométrie en flux

Toutes les données présentées dans cettessotisn ont été acquises par Dr Abdul Lateef.
3RXU YDOLGHU OHV UpVXOWDWY GH PLFURVFRSLH FRQIRFDO
cytométrie en flux aprés avoir marqué TedD DY HF O § /Q@IQaHAAAD Houis dissocié le
tissu en cellules individuelles. Les cellules non marquiFgsété considérées viables, celles
PDUTXpHV DYHF, 6D hpoicsel plecpee @lles marquées seulement a {&AD ou

doublement marquégsn apoptose tane ou mortes. Tel que montré aHmure 3.5, la viabilité
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mesurée apremierjour était plus bass8 XD X[ MRXUV VXEVpTXHQWpous fDQDO\
lesTMD de PC3 et de OV90EN raison deOYLPSRUWDQWH YDULDELOLWpP GHV
QIHVW WRXWHIRLY SDV VLJQLILRD pvdmyeH joDraphés X k€0oltD,deS KD pJ
pPFKDQWLOORQV SHXYHQW SDUDVWUH P Rp&émentrétdsde/la SXLVT
procédure de découpe du jour précédent. Au fil du temps, les cellules viables proliferent alors que
OHV FHOOXOHVY PRUWHYV GLVSDUDLVVHQW VRLW SDUFH TXY
GPpWHFWDEOHYV RX YR telch8ds dirtissI KOO RHYVV FHWWH WHFKQL®
montre que leIMD regagnent en viabilité des le jo@ra partir duguetous les types de tumeurs

analysé ont une viabilité moyenne supérieure a 57%.

m Viable Apoptose précoce m Apoptose tardive / morte

100 - - -
< 90 I - ] - I
_5 80

w /0

g 60

g 50

Q 40

& 30

© 20

©

c 10

S 0

‘g 1 3 8|1 3 8|1 3 8|1 3 8
I 22Rv1 PC3 OV90 TOV112D

Type de xénogreffe / Temps (jours)

E|3 3 2|4 4 3|4 3 3|4 4 3

Figure 3.5: Compilation des résultats de viabilité des TMD de quatre types de xénogrei
souris, mesurés par cytométrie en flux sur une période de huit jours suivant la.réesl
cellules analysées ont été séparées en troigpgs:. les cellules viables (non marquées),

FHOOXOHV HQ DSRSWRVH SUpFRFH PDUTXpHV DYHF

RX PRUWHY PDUTXpHV DYHARD DY) RV@QIH-PNAD Heudentéit). OnaqgL
EDUUH GITHUUHRXIURY ¥XUBDOHEOHJBH OD SRSXODWLRQ UH
GYIDX PRLQV GHX[ H[SPULHQFHV LQGpPpSHQGDQWHYV
indépendantes avec des xénogreffes de souris différentes effectuées pour chaqt
représentée. Toutdss données ont été acquises par le Dr Abdul Lateef, puis ont été con
HW LQWHUSUpWpHYVY SDU OfDXWHXUH
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De maniére générale, les résultats de microscopie confocale concordent bieauavae
cytométrie, sauf au jour pour lesTMD de PC3 et de OV9Motons que la cytométrie catégorise
les cellules en trois groupes, tandis que la microscopie sépare la population en seulement deux
groupes.La différence la plus margquée entre les résultats de cytométrie et ceux de microscopie
FRQIRFDOH V1 HM& tywesRIGVOL ydit 3R plus grande proportion de cellules en
apoptose précocé&n détectant les cellules en apoptose précoce en plus de celles en apoptose
tardive,la méthode de cytométreut détecter les cellules processus de matir un intevalle
GH WHPSV SOXV ORQJ GqV OYLQLWLDWLRQ GH OTDE&ERSWRVH
revanche, 0 HVW SRVVLEOH TXH OHV FHOOXOHYV HQ VWDGH SUpFR
le CTG et produire un signal de viabilité dans éebkantillons de microscopie. Cette différence
importantede marquage des échantillons peut expliquer en partie les différences entre les résultats
GHV GHX[ PRG D Oune/ginde®@lfifeshBustivé He |a corrélation entre les deux techniques
est présetée a la sectiof.1.3.1

3.3.3 Analyse de sécrétion du marqueur de mortalité LDH

La LDH sécétée par lesTMD est proportionnée au nombreale cellules morteslle a éé
mesuré dans les fractions de milieu collectées a la sortie des sysedmesmalisé a la quantité
WRWDOH PHVXUpH SRXU XQ PrPH V\VWqPH DMsikIR auk\deGH WRX
PRUWDOLWpP GHV PrPHV pFKDQWLOORQV D SX rWUH VeXLYL GDQC
gue montré a I&igure 3.6, lesprofils de sécrétion @ marqueur de mortalité LDH sont similaires
pour les quatréypes de xénogreffes, avec un phait taux de mortalité au jolr puis des taux
beaucoup plus faibles aux jours subséquémsiindique T X XQH LPSRUWDQIWIes SURSRU
est morte peraht les 24oremiéres heures suivant la coupe, en particulier podiNes de PC3
ce qui concorde bien avec les résultats plusdailde viabilité mesurés au jalipar cytométrie.
Les échantillons ont vraisemblablement été affectés par la procéduremeetomont continué a
mourir pendantOH SUHPLHU MR XuX j@fslsGbBexEeDtisLi&Ri@s taux de mortalité
FRUURERUHQW OHV UpVXOWDWY GHV GHX[TRX gutitedt W HFKQL
OTLQWPULHXU GH OD S Qmamé saht perfusividAUtBUt® finLds laTpétibde
G 1L QF X E DIWD B étéCrbllgctées et intentionnellement lysées pour libéres lowDH

restang. De trés hautes concentrations de LDH ont été mesdddes ces échantillons fingux
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L Q G L T X h&gdrandexgioportion ddMD était encore viable au terme de la période de huit
jours.

22Rv1 PC3 OoVva0 TOV112D

Taux de mortalité
(% cellules/jour)
= = NN W W B
o g O O O g O U O
. ——

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Jour

Figure 3.6: Taux de mortalitélesTMD formées des quatre typesxdmogreffe, mesuré comme
destaux de sécrétion du biomarqueur de mortalité LDH sur une période de huit jours sui\
récolte Les résultats sont corrigés pour la dégradati@H O  Hp@rjdahtHla période d
conservation a 4°C et sont normalisés a la quantité totale de LDH neepoté un mémi
VIVWgPH WRXW DX ORQJ GHVYRYHXKYDXL GO B LG MRRXA
GIfHUUHXU UHGUPVINRAW HMRW OD PR\HQQH GH WURLV V'

expérience.

Cette technique offre e résultats intéressantmais a nécessité plusieurs étapes

G TR SW L RiLeoDMWIteRQrore des limitesn effet,le sérum présent dans les échantillons
contenait une quantité basale de LDH, produisant un signal denidésirablepouvantcacher la
présence de faibles concentrations de LDH sézpateélesTMD. En retirant un plus petit volume
de milieu des microsystémes (B0), des concentrations détectables de LE&&drété par lesTMD
ont été obtenuedans ledractions de milieumalgréle bruit de fond causé par le sérum. De plus,
certaines composantes du milieu de culttedes que le pyruvaténhibaient la réaction de
conversion qui produit le forman rouge. Pour contrertoeffet, certains parameétres du test ont dd
étre modifiés parapport a ce qui était suggéré par le manufacturemgmentation du ratio
volumique de réactif pour échantill@haussedu temps et de la température de réactionfin,
apres avoir réalisé que LDH se dégradit significativement pendant la période conservatioa

f& OH WDX[ GH G pJU Bb&anmeduik expériinadtfleinizitretatteur de correction
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a été appliqué aux mesur@sgure 2.11). Une soltion alternative a ce probléme de dégradation
SRXUUDLW rWUH GTDMRXW Haux X&ztidn® #elrailiew thX fbisGetire8UdeW pD V
systemespuis de conserver les échantillobsX UplULJpUDWHXU RX DX FRQJpODW
GH OYDQDO\VH

Un autre élément important a considérer est la dégrad&ibh O { H Q ] \s&kroduisant
j OTLQWpULHXU GHV V\VWqgPHV DYDQW PrprélevéesMu qudV IUDFV
OYDFWLYLWp HQ]J\PDWLTXH HVW SOXYV, defeSIBdibdADOR IVITest WHP S p U
probablement plus importante encore que celle se produisant lors de la conservatiobrze4°C.
étudede ladégradationGH O fH Q] \&aHs dutsag d D J Qribbtde quesontemps de demi
vie se situe entre 7 et 48 heyrdépeadamment de la forme de LDH (isoenzyme) étudirég.
Pour minimiserOfLQIOXHQFH GH FHWWH Gdladdlds @XpétidnBe fullxes, I€SHYV U p
fractions de milieu devraient étre collectées a intervalles trés réguliers et suffisamment rapprochés
pourlimiter la dégradationdut enVI{DVVXUDQW TXH OHV |Ueb EokRgUNF ROOH |
détectables de LDHeécrété.

3RXU UpSRQGUH j O TR E MuafeitférentsQypesydENIEd @4 avaués H
SDU WURLV PpWKRGHV GIDQDO\VH FIRiPjSUBsITBUES MEDréttddas VX U X
indiquent que leSMD pWDLHQW PDMRULWDLUHPHQW YLDEOWWY GqV OF
FRPSDUDLVRQ FRPSOQWH GHV WURLV PpWKRGHYV GSICBQDO\VH

incluant une corrélation des résultats de cytométrie en flux avec ceux de microscopie confocale.

3.4 Effets de chimiothérapies sur desTMD de tissu primaire de

patients

Grace a une étroite collaboratientrela Dre MesMassoret certainschirurgiens du centre
KRVSLWDOLHU XQLYHUVLWDLUH GH, enfgagitutiéd UaVIrgV PpiaieH OR Q\
Provencher et le Dr Fred Sadd,procédure a pu étre testée a quelqupdses avec du tissu
primaireextrait de patientsonsentantd es différentsnorceaux de tissu tumoraht été sectionnés
en échantillons souwmillimétriques en suivant la méme procédure précédemment optimisée. Les
propriétés mécaniques (élasticité etedéy du tissu paraissaient plus hétérogenes que pour le tissu

de xémgreffe de souris, ce qui aréduftH I | L FdB R lpMcgdure de coupe. NéanmoinsT®
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produites ont été chargées sans difficulté dans les systemes microfluidiques ou elles ont été
cultivées pendant quelques jours.

3RXU OfH[SpULHQRHeBR I© Wil @aldt§ pdaré avec succes le méme jour
que la chirurgie d lapatient atteinte f XQ FDUFLQRPH VpUHX[ GHAWAIR YDLUH C
25 TMD ont été produiés et chargées dans cing systeriesis de ces systémes ont été utilisés
comme contrdles alors que les deux autres systemesgountin traitement deartoplatine a une
concenrationde 336uM, correspondant a 2Bis la concentration inhibitrice médiane (CI50) de
la lignée cellulaire OV90 cultivée vitro enun tapis cellulaire 20Le traitement a été initié apres
une journée de culture, renouvelé la journée suivantes¢ting a la troisieme journée de culture
(Figure 3.7A). Une période de récupération de cing jours sans traitement eéSmuilé.la technique
G 1 D Q BeQyviaWilitépar microscopie confocale a été employée pour ces échanétimmisdonné
le petit nombre d@MD obtenuesLes mémes éclndllons ont été imagés au jo@ret au jour8,

tant pour les échantillons traités que pour les échantillons contréles.

Le tissu sembleDYRLU UpSRQGX SRVLWLYHPHQW DX WUDLW
significativement plus faible (valeyr égale a 0,03 obtenue en effectuant un test de Student non
pairé) a été calculée pour les TMD traitées comparativement a celles non traitéeS dbignue
3.7B). Ces résultats sont prometteurs, puisque la patiente de qui provenait le tissu a recu un
traitement adjuvant de trois cycles de carboplatixel etétaiten rémission sephois apres sa
chirurgie cytoréductive. Toutefois, apres la période de récupération de cing jours, les TMD
cultivéesin vitro avaient une proportion de cellules viables comparable a celle des échantillons du
groupe controle. Au cours ddeWWH SpULRGH OHV FHOOXOHV PRUWHV RQ\
relachées des TMD et de se fragmenter, de sorte que la plupart des cellules mortes présentes dans
les puits au jouB (Figure 3.7C) sont absentes des puits au jBFigure 3.7D). Les cellules ayant
survécu au court traitement de carboplatine appliqgué dans les microsystemes ont quant a elles

proliféré et occupent une proportion importante des puits au huitiemegaudture.
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Figure3.7. e YDOXDWLRQ GH OYHIIHW TV GB WLV K R S/DXOR\RL
patientH DWWHLQWH G X .RDAPdF¢d de & HroCefiirerde ltralteiment d&4D avec
de la carboplatine, incluant unpériode de traitement du jol@rau jour VXLYLH G X
de récuggration sans traitement du jo@rau jour8. B) Scores de viabilité calculés a partir d
VPTXHQFHY GTLPDJHV DFTXLVHV DeX éPHaRtilloRs/ tFaRéS Hvde F
carboplatineet pour lesFRQWU{OHYV QRQ WUDLWpV /[/HY¥ &PRIWUHHN
GH OD PR\HQQH GTDNR IRRGAIOM GXROOHV G 1 XQ) Rrofectivht
PD[LPDOHYVY UHSUpVHQWDWLYHV GH VpTXHQFH VdesT\NDP
du groupecontréleet du groupe traitéjmmeédiatement apres la période de traitenmerdc £
carboplatine au jour 3. *différence significative @teur-p = 0,03). D) Projections maximale:
pour les mémeEMD des deux groupes (contrble et traiggres les cingours de récupération

au jour8.
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Il faut toutefois nuancer ces résultats en notant que des résultats significatifs ont été obtenus
au jour3 en irtluant les résultats deeuf TMD par condition (certaineEMD ont été retirées de
OTDQDO\WH j FDXVH GH SUREOgPHYVY GH VHIJPHQWDWLRQ SDU
GH OfLPSRUWDQWH YDULDKED GW® HH © NPWHF Griendte\plusRa@/ oW V G |
deTMD QYDXUDLW SDV GRQQp GH UpVXOWDW VLJQLILFDWLI DX |
les situations ou les mémes échantillons sont marqués et imagés a deux reprises, il serait préférable
GYHPSOR\HU GHV |0 X RaRS KWWY VialBds ldfin d it (e\siytalla deuxiéme

lecture ne soipas influencé par le signal résiduel de la premiere lecture.

En réponse au cinquieme objectif de ce projet de maitrispramier test de traitement

appliqué directement sur dW LVVX FDQFpUHX[ SULPDLUH GYfXQH SDWLHQV
plateformemicrofluidique. Ce testembleWUqV SURPHWWHXU SXLVTXTLO D PRC
peut étre coupé en suivalat procéduredécrite dans ce mémoirelW FXOWLY pde I©® TLQWpL
plateforme microfluidiqueléveloppéeDe plus, le tissu est demeuré viable dans le groupe contréle
WRXW DX ORQJ GH OD SpULRGH GYLQFXEDW Ldu@arboglating XLW MR
dans cette expérience préliminairesdraitementpeuvent aussi étre appliqués dans les canaux et

leur effet sur la viabilité du tissu peut étre mesuré par une analyserescopie confocal@d outes

FHY pWDSHV UHVWHQW WRXW GH PrPH j YDOLGHU DYHF XQ Q
etenutiOLVDQW OHV GHX[ DXWUHV WHFKQLTXHYV GTDQDO\VH PLV
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CHAPITRE4 'e9(/233(0(17'(6 7(&+1,48(6 '( 8*($*(
(7 'M1$/<6( 10$*(6 (1 )/825(6&(&(

Deux étapes importantes de développ¢@W HW GTRSWLPLVDWLRQ TXL QTR
les chapitres précédents sont détailléed_mipremerea trait auprocessus itératif ayant mené au
design final de la plateforme microfluidique a piégeage par sédimentation décrite a laz@ection
et caractérisée a la secti@2 La secondeoncerneOTfDOJRULWRREGWDHW VRIQ GYLPI
IOXRUHVFHQWHY GpYHORSSp SRXU D Q Dpar\niittdscapid vorosdleX H Q F H \

tout au long du projet.

4.1 Processus itératif de design de la plateforme microfluidique

/ID SODWHIRUPH PLFURIOXLGL BXceméntply it@jeX pebplatef@ridesyV G H
congues prle passRQW GIDERUG pWp WHVWpPHV SXLV XQ QRXYHDX P
les meilleurs aspects des designs précédents révélés a chaque étape du processus itératif.

4.1.1 Piégeage reésistif

Dans un premier temps, les systemes a piégeage rdeibti<et al.[30] ont été testég.el
que montré a l&igure 4.1, ces systemes sont composés] X Q F D Q Dvert) aveQdaktdme®
GipWUDQIRXWP FEQWIHU OHV pFKDQWLOORQMblais) GRIKN\QT X PQD O
VSKpURwWGH RX XQH 70' DUULYH j OTLQWHUVHFWLRQ HQWUH O
suit préférentiellerant la voie delus faible résistance hydrauliqusit vers le piege si celai est
vide, soit vers la voie de contournemeRUVTXTIXQ VSKpURwGHIERMXNEGEQH 70
(ITHFWLYHPHQW OD SU p dadsaF]HR GH X3 pW KDIQhAiida PeRagance
hydraulique du canal centré®,) et le canal de contournement devient alors la voie de plus faible
résistancele ratio de résistanseentre le piege et le canal de contournemBpR:, doit étre
inférieur & un et suffisamment faible pour maintenir un taux de piégeage intéressant, mais aussi
suffisamment élevéD | L @vitérfue plusieurs échantillons se retrouvent dans le méme pPiege.
SOXV OHV GLPHQVLRQV GH OD ]JRQ$tz @iy hobr@ihpdditaH QW GR
déformation etOH SDVVDJH G i tQVesRKIRQDALSTOtR® de systeme, les pieges

sont au méme niveau que le canal de chargement.
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Figure 4.1: Mécanisme d@iégeage resistifA) Schéema § XQ V\VWgPH | SlLavéd
vue agrandie sur un piége et une voie de contournetesgieges résistifsontmontréde long
du canal centraén vert eta voie de contournemeestmontrée en blanc. Bx8émaélectique
équivalent montré pour une succession de deux piedes correspond a la résistanc

hydraulique du piege etdrorrespond a la résistance hydraulique du canal de contourner

Dans le cadre de ce projet, une version multiplexée du systeme morfigurdsd.1 a été
employée Essentiellementa largeurdu canal central et la longueur daéges ont été réded
GDQV OD YHUVLRQ PXOWLSOH[pH DILQ GYDXJPHQWHU OH QR
de micoscope. Au totahuit canaux comportant chacun huiiges se trouvent sur une lame. Cette
haute densité de canaux et de piegewhit toutefois les systemes difficiled manipuler et
charger avec des échantillom®s exemples de problémes rencontrés sont répertori€sguta
4.2 incluanW OH FKDUJHPHQW GH SOXVLHXUV VSKpURwWGHY GDQV .
par plusieurs sphéroides, le déplacement du sphéroide lors de la manipulation de la plateforme, la
difficulté a piéger des sphéroides légerement plus larges etla défoRM@@t GTXQ VSKpURWGH W
]JRQH GTpWUBDTXIQ K esypigimémes les plus incommodants ont été le déplacement des
echantillons lors du transport des plateformes a cause du flux de refoulement de la sortie vers
OfHQWUpH VH SURGKQ¥DQ@WD|L OMQPEBHY GWMWqPHV DLQVL TXH
travers D JRQH GIpWUDQJOHPHQW GX SLqJH HQ SDW\WRéEXOLHU (
OYDSSOIluR DattmBn) G 1
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Figure 4.2: Problémes de chargement et de manipulation des échantillons dans la plat
multiplexée a piégeage résis#f) phéroide chargé correctement, B) deux sphéroides ch:
dans le méme piége, C) plusieurs sphéroidbssruant le cangprincipal, D) sphéroide déplac
dd au flux de refoulement lors de la manipulation de la plateforme, E) sphéroide trop larg
occuper le piége et F) sphéroide défopagésantparD JRQH G Y p Wdu Pi€ygd.OHP H

4.1.2 Piégeage par sédimeiation

Pour contrer plusieurs des difficultés rencontrées avec la plateforme a piégeage résistif, une
nouvelle technique de piégeage a été étudiée. Les principales itérations de fabrication des systémes

a piégeage par sédimentation sont montrée$-alae 4.3.

'Y{DERUG OH PpFDQLVPH GH SLpJHDJH D pWp YDOLGpP HQ X
de Sina Fartoumkigure 4.3A), mais les pieges rectangulaires étaient trop larges, ce qui nuisait a
OD VWDELOLWp GHV pFKDQWLOORQV HW IDYRULVDLW OD IRUF
des étapes de préparation g®aussi ardue en raison des coins a angle droit ainsi que la rugosité
canaux et des puits. De plus, les puits et les canaux étaient moulés dans des couches différentes de
3'06 FH TXL DMRXWDLW XQH pWDSH GIDOLJQHPHQW SRX®
UHSURGXFWLELOLW FigBrel4.0NPR Q@ WREHOXQH [HPSOH GIXQ SXLWV
aligné avec le canal du dessus (représenté par les lignes vertichleX& KH GH OfLPDJH (C
KDXWHXU GHV FDQDX[ QfpWDLW SDV XQLIRUPH /D UXJRVLW
provoguées par la méthode de fabrication du moule par photolithographie, mal adaptée a la
fabrication de structures ayant des digiens de plusieurs centaines de micrometres. La
photolithographie est généralement utilisée pour fabriquer des structures beaucoup plus petites. Le
micro-usinage assisté par ordinateur, employé par la suite pour la fabrication des moules, est mieux
adaptétDYHF XQ FRQWU{OH SUpFLVY GHVY GLPHQVLRQV DXWDQW VX
D[HV /H ILQL GH VXUIDFH SHXW DXVVL rWUH UDIILQp MXVT
SDUDPqQWUHYV G 1 X-vdin@de &limintHloRcLIESWHBUX ingénients rencontrés avec la
photolithographie pour des structures aux dimensions pres du millimétre.
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Figure 4.3: Evolution du design des microsystémes a piégeage par sédimenfgtigne de
KDXW GITXQ V\VWgPH XQLTXH DY Hdnt Bsdoxfousssand tehaussis-e
rouge (design de Sina FartoumPp 9 XH GH KDXW @GUiea@ec\2pviwy cymdrigues
dont lescontourssontrehaussés en roudeesign de Sion Bolduc Beaudoin)C) Vue de hau
LQFOLQpH GTXQH SODWHIRUPH PXOW L@&tar §imdd pyits-a kasi
carrée. Des défautde fabricationsont montrés connexions indésirables entre les systél
(ovales bleus) et un trou de sortie forme irréguliére (fleche blanche). D) Vue de haut incli
GIXQH SODWHIRUPH PXOWLSOH[pH j FLQT V\VWgPHYV
GHVLJQ GH OTDXWHXUH

LaFigure44 PRQWUH TXTXQ ILQL EHDXFRXS SOXV OLVVH GHYV
micro-usinagg(B et C) comparativement aux résultats de photolithographieEn plus, lemicro-
usinageQpFHVVLWH XQH PRLQV JUDQGH VSpFLDOLVDWLRQ GX SH

techniques de fabrication en salle blanche.

Ensuite, un systemée 25puits cylindriqgues de 50Am de diametre (design de Simon
Bolduc BeaudoinFigure 4.3B) a été testé. Les échantillons sédimentaient trés lentement au sein
de ce systéme en raison de la distance réduite entre les échantillons et le mur du puits. Tout comme
la veasion précédente de plateforme a piégeage par sédimentationci celeessitait aussi
Of{DOLIJQHPHQW GHV SLqJHV DYHF OH FDQDO SULQFLSDO ORU’
premiers a étre fabriqués par miarsinage, ont tout de méme aidé&alider la pertinence de
poursuivre avec cette méthode de fabrication vu le caractere lisse des canaux et le controle de la

hauteur des structures. Avec une maitrise plus grande de la maatiikecommande numérique,
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il a été possible de superposernastifs des canaux et des pieges dans un méme moule, éliminant
OH EHVRLQ GYDOLJQHU OHV SLqJHV DYHF OHV FDQDX[ GDQV

Figure 4.4. Comparaison du fini de surface des systemes selon la méthode de fabrica
moule $ SKRWRJUDSKLH GfXQ SXLWV UHFWDQJXODL
photolithographie. B et C) Photographies de puits carrés dont le moule a été fabriqué&par
usinage Note: desTMD sont piégées dans les pugaDUUHV GI@®@pK.HOOH

Les tests initiauxavec les deux systemes précédemisntraient bien que les puits
cylindriques ralentissaient trop le processus de sédimentatioMBs alors que les yits
rectangulaires piégeaient les échantillans rythme plus raisonnable. Toutefdés dimensions
optimales des piéges restaient a étre identifiées. Le prochaimey§&@HVLJIQ GHnNGNDXWHX
illustré) était composée cing piéges rectanigires yant une hauteur de 5@®n, ure largeur de
500 um et une longeaur allant de 500 & 7Q@m a intervalles de 5Qm. Le piége de 60Qm de

long offrait le meilleur compromis entre vitesse de sédimentation et stabilifévizs

Dans lesysteme suivant (designHl O {1 D X \lireX.BaY, la section transverse du canal
principal a été augmentée a660P SRXU IDFLOLWHU OD FLUFXODWLRQ GHYV
Lesdimensions finales des piéges étaient donc deué0@e long, 60Qum de large et 50Q0m de
profond. Un microréservoilfgure22 D DXVVL pWp FUppfaGiDeRl¥ clafgemew UpH SR
des échantillons dans le canal. Ce systafimit une bonne performangeour piéger les
échantillons et les mainteren place toutau longde lgpdJ LRGH G{LQFXEDWIlaR®Q PDLV
de fabrication demeuraiertgls que soubnés a laFigure 4.3C. Des connexions indésirableg
produisaiententre les canaux deSLIITpUHQWYV V\VWqgPHV G{YXQH PrPH SODW
OYDVVHPEODYHWBRXVLGOHQOWUpH HW GH VRUWLH DYDLHQW G
SXLVTXJLOV pWDLHQW SHUFpV PDQXHOOHPHQW GDQV XQH FR
plateforme. Ces problemes ont été résolus dans le designHigaig 4.3D) : premierementen
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modifiant le parcours de la fraise de surfacage deachineoutil DILQ GTHRF IH- KM PYHQW X H:
défauts de farication ne compromette®® TpWDQFKpLWp @iéMéenfemt énbabtrigudw/ G H X
XQ PRXOH SRXU OD FRXFKH VXSpULHXUH GH 3'06 DILQ GYIDVV X
OD WDLOOH GHV WURXV GfHQWUpH HW GH VRUWLH &HV GHL
procédure de fabrication tout éacilitant la manipulation des plateformes par les utilisateurs

finaux.

8QH DPpOLRUDWLRQ FRQWLQXH GH OD SODWHIRUPH PLFU
final qui a bien répondu aux besoins de ce projet de maitrise et qui continue a étra ceiljear
SDU OfpTRAHUM. G X

42 $OJRULWKPH GH VHIPHQWDWLRQ GYLPDJHYV

/[ TDOJRULWKPH GH VHJPHQW D WaL&&Qdé@bphpHbul Htalculéd XaR U HV F H
viabilité desTMD. 3DU OH SDVVp SRXU OfDQDO\¥ phrt® tes§quEnEdsO LW p C
GYLPDJHV DFTXLVHV DX, inlLdgdriRhvhE R ¢comipte @utéhiaboOe combiné au
FRPSWH PDQXHO GHV FHOOXOHYV YLDEOHV HW PRUWHY DYDLW
étreemployéeS R XU O 1D QR \\BKX LALTAK §dwvent difficile de distinguer les cellules
individuelles marquéesformant le tissu De plus, une telle approche semmitomatisée aurait
GHPDQGp EHDXFRXS GH WHPSV Y X OH {(DRSFSELRH IGHplfeHcR B Q/X 1D OF
GH FDOFXO HvE dO Sighal pridvan&hOdes/éellules viables par rapport a toutes les cellules
viables et mortes détecté@&el que décrit a la sectigh2.1, cela anécessitéO  H [ p F Xawelgged G H
RSpUDWLRQV VXU OHV LPDJHV SRXU VY{DVVXUHU GH GpWHFW
sursegmenter /f{DOJRULWKPH GpYHORSSp FRPSRUWH WRXW GH F

discutées a la sectigh2.2

421 SHUIRUPDQFH GH OTDOJRULWKPH

/I N DOJRULWKPH GHYDLW rWUH FRQoX GH PDQLqUH j PLQLP
détermination des seuils de segmentation, tout en M@iQW XQH YLWHVVH GYH[pFXYV
/I TDOJRULWKPH HIIHFWXH XQH VHIJPHQWDWLRQ DXWRPDWLTX
OfXVDJHU PDLV XQH YpULILFDWLRQ ILQDOH HVW QpFHVVDL!
survenuEn moyenne, letemp& fH[pFXWLRQ GH OTDOJRULWKPH SRXU XQH
HVW G 1B Rsetoddedexécutéavec XQ RUGLQDWHXU PXQL G&RQHIE RFH)
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i7-4500U al,8 GHz et de 165B de mémoire vive)considérant des séquencesl8dranches
optiques acgjses pour les deux canaux de fluorescenagearésolution de 512 par 5pixels

/I Y DOJRULWKPH HVW FRPSRVp GH TXDWUH PRGXOHV S
OfpJDOLVDWLRQ OD GpWHFWLRQ GHV FRQWRXUV HBNWHXQ VHJF
HVW GpwWDLOOpH HW GHVY H[HPSOHV FRQFUHW-UesSqUBESSOLFDWL

4.2.1.1 Module de débruitage

S3RXU UDFFRXUFLU OH W HBes Unt@f Réquides YapidéemenQipes v L P
par secondeet avec une résolution moyende 512 x 512SL[HOV 3RXU pYLWésU GTHQC
échantillons ou de photoblanchertV IOXRURSKRUHYV O YL @einteQue hadsgoGHY ODV |
que le gain des photomultiplicateurs (PM&tpit généralement élevé/u le faible nombre de
photans atteignant les détecteuen microscopie confocale, phénoméne amplifié par la vitesse
UDSLGH G 9 Dan3ngd axpanenée§) en résulte desnages légerement dégradées par du
bruit de Schottky (en anglaishot noisg Ce type de bruit est di a lanation statistique, suivant
une loi de Poisson, du nombre de photons pouvant étre détecté pemdaetvalle de temps
GRQQp 'TIDXWUHV VRXUFHV GH EUXLW SHXYHQW DYRLU DIIH
OfLQWHQVLWpPp GX POWVRQLRXIG)XGCEQX[AW P @QUWUXPHQWDWLRQ

Ce module @oncpWp FUpp SRXU pYLWHU TXH OHV pWDSHV VXEVp
trop affectées par le bryirésent dans ldmages. Un simple filtre médiade taille 3x 3, a été
employé dans toutes les imagesfLQWHQV LW p G Hab&iksEZEvaer@edla edidme V
GH O L QardohQuidinage ddeuf SLIHOV LQFOXDQW, d® Hui SlppHreff@ TLQWp |
GIWRPQ XHU OHV Y D UdaDséek paDlaruitCs§ris oWefb@ xehdhépes contours des zones
marquéesrop flous Pour minimiser la perte de signal due a cette opération de débrietéities
QYD SDV SX rWUH shther¥ yuke |63 Qrydp Q@ Bl JSL[HOV GH PRLQV GH OD

totale du filtre seraient perdus par cette opérafici]

4212 ORGXOH GTpJDOLVDWLRQ GX VLIQDO

/IHV VPpTXHQFHYVY GILPDJHV DFTXLVHV SUpVHQWDLHQW GH)\
cause des effets énumédans leTableau4d.l TXL VI{DGGLWLRQQHQM HOHWX®N D
GLPLQXWLRQ GH OTLQWHQVLWp VHORQ OD SU&Rs&QGIE XU GX

tridimensionnalité de celwdi, auraitthéoriqguement pu étre cagé en connaissant exactement la
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JpPRPpWULH GHV pFKDQWLOORQV 3DU H[HPSOH HQ FRQVLGpL
GIH[FLWDWLRQ DXUDLW SX rWUH DXJPHQWpH DYHF OD SURIR
de la lumiére par le tissungpratique, cela aurait été difficile a implémenter puisque la forme des
pFKDQWLOORQV YDULH HW VI{DSSDUHQWH VRXYH@Ww BRTIDYDQYV
SOXV FHOD DXUDLW QpFHVVLWpP OH UpJODJH r@Haq@eOMD P qW UH)
LPDJpH 'HV LPSHUIHFWLRQV GYH[pFXWLRQ DXUDLHQW QpF
GILQWHQVLWp DORUV FHWW Hoa $5difikdol Hmikte plds pnaogdedrid & pH G g
travers le tissu 3D ne peut pas étre completementné@amion plus./ fLQWHQVLWp YDULDE
cellule a une autre eattribuablea une cause biologique qui ne peut pas étre corrigée, a moins
GIDGRSWHU XQH DXWUH DSSURFKH GH PDUTXDJH 3DU H[HF
marquées avec le marqueDAPI RX '5%$4 @ui traversat les membranes intactes pour
PDUTXHU OY%$'1 GHV FHOOXOHYV YLDEOHV HW GHV FHOOXOHV F
en plus étre marquées par led®l par un autre marqueur équivalen8 XLVTXH @Q4te@WHQVL)
agentsintercalantG 1 $ ' ie dépendSDV GX PpWDEROLVPH GH OD FHOOXOH
PRLQV YDULDEOH GYfXQH FHOOXOH j XQH DXWUH /H PDUTXDJ
marquer spécifiquement les cellules viabl&sH P D U T X H X Wt plug WiefeSsBrifr&vdasa

nontoxicité et sa disponibilité dans plusieurs couleurs différentes, ce qui pourrait permettre
GIHIIHFWXHU GHX[ OHFW XU HWDXEHie¥ tegs di@dranty. VXU OHV PrPHV

Tableaud.1: CausegossiblesGH YDULDWLRQ GfLQWHQVLWpPp GHV FHOOXO

leurs effes

Causes Effets

X 'LPLQXWLRQ GH OfLQW
la profondeurduSsODQ GYLPDJL | ‘
tissu N7

X 'LPLQXWLRQ G Hn@fjuaQan
selon la distance entre la surfatetissu
et le point imagé

X 'LPLQXWLRQ Gddn@afjuagav
VXU OD IDFH GTXQ pFKIL
a un coté du piege

Variation du métabolismg x Intensitéde marquagey DULDEOH

entre différentes cellulesl  cellule a une autre, grarticulier poute

viables CTG

Absorption et diffusion de
la lumiere par le tissu 3D

Diffusion limitée des
marqueurs a travers le
tissu 3D
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9X OYLPSRVVLELOLWD GIHODWRRQUIBYLOWWHQVLWp REVHUY
PRPHQW GH O febriodueG\HL @/ 1. R QaldECredauPdaduilibrer le signal dans chacun
des canauxafin que tos les pixelsa segmenter senW G (L Q3@ UWIPSSURFKH FKRLYV
consLVWH j PXOWLSOLHU OfYLPDJH SDU -@§rmhgpltenueeH agpiquard YH UV |
un filtre moyenneur a symétrie circulaire ayant six pixels de ra@aha rehausse les zones
GILQWHQVLWe@ dga©Oontré R L&EJDE 4.5. Les zones saturées de signal retombent
toutefois a 0, mais les pixels associés sont tout de méme segmentés grace aux dempseysls

dans le module de segmentat{saction4.2.1.9.

Figure45 ([HPSOH GYH[pFXWLRQ GX PRGXOH Gf{pJDOLVD
A) 6LIJQDO YHUW GTXQH WUR) QRKN LRVIOTR¥WEH HW LC
C)5pVXOWDW GH OD PXOWLSOLFDWLRQ GH OYLPDJH H

4.2.1.3 Module de détection des contours

Ce module a été créé pour augmenter la contribution du gigoaénant des cellules
PDUTXpHV DX[ YDOHXUV SULVHV HQ FEPWWUHPIQW O D H pVKR Gt
segmentationCela esparticulierementmportanten présence de bruit de foatbvé Dans une
telle situation,le nombre de pixels correspondant au signal a segmeetdrdevenir moins
significatif comparativement aux nombreux pixels correspondarttrait de fond, empéchant
OfDOJRULWKPH GH IRQFWLRQQHU FRPPH LOFyute 46HOWUDLW 8
UHPDUTXH GYDERUG TXH OYLPDJH j VHIPHQWHU FRP&ERUWH X
débruitée(Figure 46A /D PpWKRGH GT2WVX DSSOLTXpH GLUHFWHPHQ
résultat largement insatisfaisamratiquement tout le signal de fond a été segmé&igére 4.6B).

Cela est en partiattribuableau fait que le signal de fond se trouve légerement amplifié lors de
OfpWDSH GYpJDOLVDWLRQOENXN WIXK) D@ RpWRKWGHHEHQW X HVW
originale aprés débruitage et sans égalisation du sighal résultat de segmentation est
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sensiblemenineilleur dans ce cad (Figure 4.6C). Malgré tout,le seuil trouvé a été trop has

TXL D FDXVp OD VHIPHQWDWLR Q l&slips€yider8diidunspburteifs Bdd X LW G |
zones marquée{.Q DSSOLTXDQM COMDHOIREEW KIPXL WURXYH GYDERUG
égalisé Figure 4.6D) en appliquant un filtre laplacigi@2], puis effectue le calcul de seuil par la
PPWKRGH Gf2WVX VHXOHPHQW DX[ SL[OaulfaRastbiel SIRQ G D Q W\
représentatif du signal obsergiéigure 4.6E). Les contows ont été bien délimités et trés peu de

bruit de fond a été segmenté.

Figure46 ([HPSOH G TH][pFXWeLdRt€ctiGndeR BoGtou@odliq@é au signal ver
G 1 X QH. K)GSignal vertfiltré et égalisedfXQH WUDQFKH R SWRESuKXaH dd
segmentation suivant la méthod§ @ WV X D Sietterexipdd L Ped AHC)Résultatde
segmentation suivanOD PpWKR GHpliGu @/ IMKXHFWHPHQW | OfLPI
débruitagemaissans égalisation du signal. [Résultat de la étection de contoungaliséeen
appliguant unlLOWUH ODSODFLHQ VXU OYLPDJH H Qa $ale@ st
supérieure au 95percentile deO L Q WEHHW ISLPHOV GH O TE)PR2gutat g
VHIPHQWDWLRQ VXLYDQW OD PpWKRGH Gf2WV )X déhSA
FRUUHVSRQGDQW DX[ FRQWRXUV GpWHFWpPpV HQ ' OF

Bordures ajoutées pour fins de clarté.
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4.2.1.4 Module de segmentation

Dans chacune degquence GILPDJHV G H XgmpldyeghoOr\ehdgRexwleur de
VLIQDO IOXRUHVFHQW /1XQ GHV VHXLOV HVW VLPSOHPHQW |
pouruneimageayant253 LYHD X[ GH JULV /IDXWUH VHXLO HVW WURXYp
seulement aux pixels sur les tamurs des zones marquéés que détaillé a la sectigh2.1.3 La
PPWKRGH \OARIRWH TXH GHX[ JURXSHV GH: &dujH® 8ignalRP SRV H Q
segmergr et celui du signal de fond. La méthaterche la valeur de seuil qui sépare les pixels
en deux classes en fonction de leur intensité anguimise la variance intelasse, ce qui revient
a minimise la variance au sein de chaque classepremier suil est appliqué directement a
OfLPDJH RULJLQDOH DORUV TXH OH GHXJ[LQqPa&indicggMeDt&S OL T Xp
sont XQLHVY SXLV OYDLUH HVW FDOFXOpH SRXU OH VLJQDO YHL

final de viabilité.

Tel que montré a l&igure 47 OJYDOJRULWKPH GpYHORSSp SHUPHW
GILOQWHQVLWp SOXV IDLEOH TXL QH VRQW SDVXGHWHRWPHM F
représente une tranche optique de TMD quégése a une profondeur de 4 dans le tissu, ou
FHUWDLQHYVY JRQHVY DX FHQWUH GH OfpFKDQWLOORQ GHYLHQ
LPDJpHV j FDXVH GH OYDEVRIHS @D RMX AWM GH DU CAY pH\KIDRXQW L C
VXSSRVp SOXV IDLEOH GDQV FHWWH UpJLRQ 'f{DXWUHV JURX!
ont visiblement métabolisé la molécule de CTG davantage et apparaissent beaucoup plus intenses.
Autant leszones tres intenses que les cellules apparaissant moins intenses ont été détectées dans
OHV GHX[ FDQDX[ GH IOXRUHVFHQFH FH TXL PRQWUH TXH Of
FHUWDLQ GHJUp OHV FDXVHV GH YDUWDaslE&RAL.GTLQWHQVLWp
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Figure4.7 ([HPSOH GYH[pFXWLRQ GH OfDOJRULWKPH GH
G 1 XTMBD. A) Superposition des signaux vert et roug§ XIQH WUDQFKH R
B) 5pVXOWDW GH VHIPHQWDWLRQ GX VLJQDO YHUW V
OfLPDJH HQ $ D SUqgsanséualidatianvdibsigialP@dsMtat de segmetion du
VLIQDO YHUW XW L OdlappeQDRéSUTRY Qe sBgtheratoR #u Sigmad rouge suiy
OD PPWKRGH GT2WVX DSSOLTXpH GLUHFWH BahQayaljsaddr
du signal. ERésultat de segmentation du signaldod XWLOLVDQW OYDOJRL

422 /[ LPLWHV GH OYDOJRULWKPH

Malgré une performance acceptable dans une grande majorité (plus de 90%) des images,
OYDOJRULWKPH FRPSRUWH FHUWDLQHY OLPLWHV 'YfDERUG O
ratiode f{DLUH GHVY FHOOXOHYV YLDEOHYV VXU OYDLUH WRWDOH Gp
GIDLUHV TXL SRXUUDLHQW H[LVWHU HQWUH OHV FHOOXOHYV Y
IOXRURSKRUHYV $XVVL OYDOJRUBWKBHFBUMWRDLEMW \E L\HIQ XS3HQH |
JpQpUDOHPHQW HQ UDLVRQ GT1XQ VLIJQDO GH IRQG YHUW WUR
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4.2.2.1 Calcul de viabilité

/IH FDOFXO GH YLDELOLWpP HIIHFWXp SDU OfDOJRULWKPH
viable émett®Q W XQ VLIJQDO IOXRUHVFHQW GYDLUHV VLPLODLUH
expériences ne garantissent pas la satisfaction de cette condition, ce qui constitue une limite a la

procédure développée.

La totalité du cytoplasme des cellules viables devteit @arqué par le CTG tandis que
surtoutle noyau des cellules mortes devrait étre marqué par leeARI pourrait aussi marquier
cytoplasme des cellules ellesFRQWLHQQHQW HRP X6 R fiakisrieéme a ce
TXTHQ PR\HQQH XQH SOXV SHWLWH DLUHTDRUR UG MWKHPFHW [SEX LSV
QH FRUULJH SDV SRXU FHWWH GLIIpUHQFH GYTDLUH GDQV VRQ
échantillonsCependant, lors da comparaison avec les résultats de cytométrie en flux pour des
échantilonsGIXQH PrPH Hia84sUd¢ tagri identique et analysés au méme moment, les
résultats de viabilitéeW UR XY pV S D Uor® §t® SukERtichEBNfEI S sbusestimés20 fois et
estimés correctemert moins de 5% de différence 10is. La moyenne des différences de
pourcentage de viabilité a été seulement Iégerement supéfieureDYHF XQH YDOMKM XU GTHC
Cela laisse croire que la méthode de microscopie confocale comairdaesegmentation
DXWRPDWLTXH SDU OfDOJRULWKPH QH VXUHVWLPH SDV EHDX

3XLVTXH OYDLUH GLIIpUHQWLHOOH GX QR\DX FRPSDUp |
cellule a un autre, la facon la plus directe de corriger egter V H U Brapléy& fes fluorophores
de viabilité et de mortalité qui marquent tous les deux la méme portion des cellules, soit le noyau
ou le cytoplasme /D FRPELQDLVRQ 'SRRO‘@, glivmatq@uent spécifiguement
01%'1 GH WRXWHV OHYV F H®@rEspddtiveant, Gekal inkereSsanke @ téstehiig
ne permettrait de mesurer la viabilitéXifeseulefois sur les échantillonpuisqueT XH '5%$4 &
VILQWHUFDOH GDQV O1%$'1l GHV FHO QuXanetivhnéimm&nEorkha. bind ULV T)
aurH DOWHUQDWLYH VHUDLW GY{XWLOLVHénh @mnbikalsorsaRe Un PD U T X
fluorophore qui marque le cytoplasme des cellules mortes, tel que le matdUEBUWDEAD®
Fixable Far Red Dead Cell Staien pls, cette procédure permettrdt marquer les cellules a
XQH GHX[LgPH UHSULVH XWLOLVDQW XQ PDUTXHXU &HOO7UD

exemple.



choisissant des fluorophores différents qui marquent le méme compartiment cellulaire.
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OH SUREOqPH GH GLIIpUHQFH GYDLUH HQWUH XQl
entraine peuétre une légére surestitiWLRQ GH OD YLDELOLWp SDU OYDOJRU!

4222 &DXVHV GH UHMHW GH VpTXHQFHV GYLPDJHV

Tableaud.2: Raisons derejeGH VPpTXHQFHV G L BRDIH O IVHCGR P RIDIMhEP/H
type de xénogreffe imagé

729

molécules fluorescentegroduites suite au clivage des groupements acétate du CTG. Ceci
provogquerait une dissipation des molécules fluorescentes dans le milieu environnant de la TMD
entrainantX QH GLPLQXWLRQ GX FRQWUDVWH HQWUH OHV FHOOXOH
ces ciU FR Q VW D Q F H \arriv2 fil isOiffi€tlemew Edistihguer le signal des cellules de celui

qui a été relaché dans le milieu, ce peutdonne unelecturede viabilité faussédJn exemple de
sursegmentation du signal vert est montré dafggjare4.8 0DOJUp OD GpIDLOODQFH G
développé, celdiFL SHUIRUPH WRXW GH PrPH PLHX[ TXH OD PpWKRGH

Des809 VPpTXHQFHY VGWDRWDpHHV S D seuerfidhiDloRtLEE VEjKtPad de
OTDQDO\VaHen GIROQEFITXQH VHIPHQWDWLRQ MXJpH LQHIILFDFH
O 1 X W L Qd_tdldx e XcUes deegmentation a donc attei@h,6%. Les principales raisons de

rejet et leur occurrengeour chacun des tgs de xénogreffsont résumées dansTableaud.2.

Catégorie de rejet Occurrence (%)
Globale | 22Rvl | PC3 OVv90 | TOV112D
Segmentation du signa 4,20 0 058 9,12 3,63
de fond vert
Segmentation du signa 0.25 0,63 0 0 0,52
de fond rouge
Signal faible dans les 3,58 0 175 8,07 1,55
deux canaux
SUPVHQFH GHIX g2, | 001 | o 1,05 1,04
fluorescente indésirable
Toutes catégories 8,77 0,64 2,33 18,24 6,74

La principale raison de rejeta été la-sHIJPHQWDWLRQ GX VLJQDO YHUW |
fond élevé.Toutefois, cecine V § HWtwt produit que pour les xénogreffes de type OV90 et

" WRXWHV GHX[ IRUPpHVY GH FHOOXOHV GH FDQFHU GH (

situations, les membranes cellulaires des cellules cancéreesennent perméableaux
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Figure48 ([HPSOH GYLPDJH DYHF EduségrveniGtions Brepi@ey id<uivsnt
A) Projection maximale de toutes les tranches optiquésD U U H G LpHKHB) Tahche
optiquea 20 um de profondeur dansle tisse,DQDO YHUW & 6HJPHQWDW
montrée en BHQ XWLOLVDQW OfDOJBHILRMHKPWDGHNRHO RSB K
PRQWUpPH HQ % HQ XWLOLVDQW BoRiuRep HjbkKtBeS pbuGifna de vat

La sursegmentW LRQ GX VLIQDO URXJH VTHVW Doiteldis, St RG X LW t
suFrVHIPHQWDWLRQ QYD sgbalde fdng tlop etevitdcty@mén I8s précautions
TXL DYDLHQW pWp SULVHV SRXU PLQL P Ltgrie ndiél $abs)iDén@ GH IR
rouge ainsi que le double rincage des systemes suite au marquage des échantillons avec les
solutions de CTG et de PI, se sont avérées tres efficaces.-kagsnentationdans ce cagtait
plutét due aune quasabsence de sighdans le canal rougg WUDYHUV WRXWH OD VpTXlI
/ID PPWKRGH Gf2WVX FKHUFKH WRXW GH PrPH j WURXYHU OH
en fonction de leur intensité. Dans certains rarescoasme celui montré a l&igure 4.9,
O 1D O JRULW KIRtresVaiblERIgmMalWesiduel se trouvant dans les puits microfluidajnsis
T X bt non perceptiblelans les image$our éviter cette situation, une conditi@hfLQWHQV L W |
minimale du 9,99° SH U FH Q W L OpduiGaH éttefajoBtBgladexempleafinde Y pU LI lwA U TX
véritable signasoit SUpVH QW G av@hvdepfdcé&dbr Atk segmentatiinsi, on accepterait

de perdre le signal seulement si calureprésente moins d@,01% de tous les pixels de la
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séquence, ce qui correspond a moingd@Bepixels parséquence de ltfsanches optiquee 512

par 512pixels) /D YDOHXU SUpFLVH GX SHUFHQMW®enSH ninin@é L TXH
pourraert étre eétterminés | OYDLGH GH OD EDQTXH GYLPDJHV GLVSRQL
OYDOJRULWKPH VXLYH VRQ Fpovehant@es\cellue§ Marquést présehtV LIQDC

dans la séquence.

Figure49: ((HPSOH GTLPDJH R OfDEVHQFH GH VLJQDO Ul
$ B3URMHFWLRQ PD[LPDOH GH WRXWHV OHYVuk. BDTeaRdkd
optique a 20um de profondeur dans le tissu, canal rouge. C) Segmentation résufiaar
OYfLPDJH PRQWUpPH HQ % HQ XWLOLVDQW OfYDOJRUL"
OYLPDJH PRQWUpPH HQ % HQ XWLOLVDQW OD PpWKRG

Les deux autres catégories de rejet receredaligstrées a I&igure 4.10 étaient dues a des
problemes expérimentaux HW QRQ j GHV SUREOgQPHV GH VHJPHQWL
Premierement, artainesTMD paraissaient tres faiblement marquées par leg flaorophores.

%LHQ TXH O %6 i RAmpWteEFRHJ UHFWHPHQW SRXU FHV LPDJHV O
conserve vu la faible proportion de cellules marquéesnarquage de faible intensité se produit
souvent lorsque les puits sont completement lisrdp celluleu lorsque 1e§MD ont adhéré au

fond du piege. Dans les deux cas, les cellules au fond du puits ont moins directement acces aux
fluorophores qui doivent diffuser a travers le tissu pour atteindre certaines portions -aé apalui
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se trouent dans la zone imageable par microscopie confocale invetg QPRLQV FHOD QL
probleme que dans environ 4 GHV VpTXHQ F H Deuddhieménd teg particules

IOXRUHVFHQWHY RQW pWp UHSpUpHV GDQV OH VsdieRtllisi V j TXH
GIfHQYLURQ GX VLIQDO OHV LPDJH XCef padituley/mR/enGad€) WHYV |
GHV IUDJPHQWY GH SODVWLTXH SURYHQDQW GHV HPERXWYV C
GDQV OfTHQWUpPH GHV V\VW gPeH teHorR tieVa Botte MidtbXiglieP DQLSXODW L

Figure410 $XWUHV H[HPSOHV GTLPD$H g URIMWHPWILHRWQ GHD 0

ayant une faible proportion de cellules marquées. B) Projection maxi@dleXQH 70
avec une particule fluorescente indésirab¥e.D U U H VleG 1@0piH O

S3RXU OHV GHX|[ [pPQRJUHIIHV GX FDQFHU GH OTRWM®LUH 29
élevés ont été répertoriés. Un bruit de fond vert élevé a été obolsarydsy VPpTXHQFHYV GYLPD
ce qui a affect¢d D SHUIRUPDQFH @a&hs@IFddes)dasEbh WusPadur la xénogreffe
0OV90, le marquage sendil tres faibe pourune proportion importanté8%) Géfhantillons.
1pDQPRLQV OYDOJRULW K Restin®Ha Yiatili dOrhanigrePIuS HudrRitative@t]

HQ WHQDQW FRPSWH GH OTHQVHPE @tHmicrébcpie copfdcxlél QFH G LP I



74

CHAPITRE 5 ',6&866,21 *ele5%/(

Cette discussion vise a mettre les résultats des clafitrapitre 3et Chapitre 4en
SHUVSHFWLYH DL@@Y nodifK4tionS duR nethadés employéespquirraient étre
implémentées pour corriger certaines limites des techniques développées.

5.1 Synthése des principaux résultats

5.1.1 Technigue de découpe desimeurs micro-disséquées

La technique de découpetissu en échantillons sousillimétriques a été mise® fpSUHXYH
en utilisant plusieurs types de tissusdifférents, incluant du tissu cancéreyxrovenant de
xénogreffes de souris ou de tumeurs de patig@stions3.1 et 3.4) et du tissu de foie de rat
(Annexe A. Deux types de xénogreffes de canderprostatd22Rv1 et PC3) et deux types de
[PQRIJUHIIHVY GH FDQFHU GH OYfRYDLUH 29 HWésidasce GRQW
mémoireont été testésn plus dejuatre autres typete xénogreffesitilisésdans le cadrd | D XW U HV
projets qui ont étésubventionnégn partiegrace aux résultats initiaux de la présente étDee
plus, cing échantillons de tumeurs humaines obtenues de pdt@mséchantillons de tissu
ovarien deux de tissu prostatiguent étépréparésavec succesS D Ugupg JuCRCHUM en
suivant la méme procédulees TMD ainsi produites ont toutes été chargées avec succes dans les
plateformes microfluidiques a piégeagar sédimentation. Les pertes d®&D pendant le
chargement étaient négligeabl&smans une expérience 8 LTXH HIIHFWXpH DYHF XQH S
VHXOH [pQRJUHIIH GH VRXUL300@ MEMMFRIBXTMD [2vdr® &tteU R Q
produites et chargées dans &fhauxindépendant&n moins de six heures. CeHlespeuvent
ensuiteétre exposss a des conditiondifférentes ou utilisés pour effectuer des mesures par des
WHFKQLTXHV FRPSOpPHQUWPREWUWYN IGRIPRADWDWVHN GIDQDO\WHV L
rWUH DFFRPSOLHYV j SDUWLU GTXQH VHXOH [pQRJUHIIH GH V
G 1 D Q LurlIBés[en recherche sur le cancer.

1 CANADIAN UROLOGIC ONCOLOGY GROUP + ABBOTT LABORATORIES PROSTATE CANCER

RESEARCH GRANTS37HFKQIPEFDURYHPHQWY LQ ELRSV\ SURFHVVLQJ DQG; PLFURIOX
CCSRI- INNOVATION GRANT Milicrofluidic based empirical testing versus predictive biomarkers to stratify
cancerFDUH LQ RYDULDQ FDQFHU SDWLHQWV’
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'"HSXLV OTRSWLPLVDWLRQ GHV WHFKQLTXHYVY GYDQDO\VH
total de 116Gystemes indée QGDQWYV R X O 1 pkkfomPsGHQMMD GMDLOOH GTXQt
de verrg¢ ont été utiliséesSD U O | p TRAHIM eB6X66 TMD ont été produites pour différentes
expériencesEnviron le tiersde ces échantillona servi directement a produiresl résultats
présentés dans ce mémoDQGLYVY TXH OH UHVWH D VHUYL DXt&8tpYHORS S
BRXU OpWXGH H[KDXVWLYH GH YLDfed @dninée dens de mEOe) H W\ S
24 xénogreffes de souris ont été disséquaesotalet analysées selon la méthode préser@ée.
grand nombreGH UpSpWLWLRQV SHU P &l ¥gnfafcb W Xjluaht @ [Xrgbu@ésged D X G
G Happrfiche

La technique de découpe a permis de produireTt#é® de WDLOOHYV UHSWRGXFW I
GLDPqWUH PR\HQ pu@.jceeYdille BsQsimilaire a celle de sphéroides matures apres
quatrea septjours e formationen gouttelettes suspendy@$], [30], ce quidevraitfaciliter la
transition etre les deux méthodes de culture. Ce diameétre est trés pokandetremaximalde
400 um de la portion viablgle tumeurs cylindriqueson vascularisées mesuténs des coupes
histologiques de cancers du pounfi@d]. Ce diamee est aussi sensiblement inférieur au diamétre
FULWLTXHADFHR YWLWRXQYp JUKFH DX FDOFXO WKpRULTXH VLPSQO
dans un échantillon de tissancéreussphériqugsection3.2.4.). Ces observations nous menent
a croire quée choix de taille deSMD produitesest tout juste le bon polaurpermettrede survivre
au sein des microsystemdd Q O | D E WhlsQuRaHsati®hl internelu tissuet de perfusion
$XWUHPHQW GLW OYpFKDQWLOORQ HVW VXIILVDPPHQW PDV\
possédant une organisation tissulatepour imiter les gradients de nutriments se produisant
naturellement dans les tissnsvivo, tout en éant assepetit pour survivre dans des conditions de

transport passif de nutriments.

5.1.2 Comparaison des méthodes de piégeage dedD

Deux types de piégeage dedD ont été étudiés au cours du projet de maitls@iégeage
résistif et le piégeage par sédimentati®ar la premiere méthode, les échantillons se positionnent
automatiqguement dans des rétrécissements du canal central graedia judicieusement clig
de résistances entre les pieges et le canal de contourn@aietd Figure 4.1). Par la deuxieme
méthode,les échantillons doivent étre manuellemeé®R VLWLRQQpPYV |j OTDLGH G{XC
servant a controler le débit,-a8 HVV XV GHV SXLWYV SRWiUlaHFiQuekRwild V I\ SLp
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piégeage par sédimentatjoqui demande plus de manipulaio H O T X Wpait tgud weH X U

mémesupérieur au piégeage résistif pour deux raisons principales.

X Stabilité de piégeage les échantillons piégés dafess puits microfluidiguegestent
généralemenen place tout au loh GH OYH[SpULHQFH SHX LPSRUWH G
circule le milieu."HV GpELWYV pOHY plVm fiéiv@nt étte Rduits dans le canal
pourque ks échantillons sortent de leur piegee Iégere inclinaison de la plateforme dans
unsenscommed@aV ODXWUH QH SHXW GRQF SDV SURYRTXHU O
constitue une amélioration majeure comparativement aux systémes résistifs pour lesquels
un simple flux de refoulement provoqué par une Iégére perturbation de la plateforme
pendant sananipulation peut provoquer le déplacenmara pertales échantillons. Aussi,
une plus grande certitude sur le positionnement des échantillons découle de cette
caractéristique, ce qui facilite le suivi des mémes échantillons dans le temps.

x Forces de callement faibles une fois piégés dans un puits, |EBMD sont soumiesa de
trés petites forces de cisailleme@tH O TR U G U HiyGefcHfQuvniadiRu@nLesrisques
gue les échantillons se déforment ou se fragmentent sous ces forces soéatdiEn®es
PFKDQWLOORQV VWUXFWXUHOOHPHQW IUDJLOLVpPV VRXV
FKDQFHV GYfrWUH SHUGXV HQ UDLVRQ GH OfHIIHW FRPELC
forces de cisaillement.

Le désavantage principal du piéegeageyatGLPHQWDWLRQ HVW OH PDQTXH
la procédure de chargemebine approche différentet intéressante a investiguer est le piégeage
inertiel réalisépar Chunget al.[74] SRXU OfRULHQWDWLRQ HW OH SLpJHDJH
dont la taille est simdire auxTMD. Le chargement se fait a haut débit et permet de charger des
FHQWDLQHYV GYHPEU\RQV GDQV miguteg HNMOO K\D\X/ Wi PSHUHQVTRIQOG ¢
DSSOLTXpH ORUV GX FKDUJHPHQW SURYRTXH XQH &pdRUPDWL
Lorsque la pression est réduite, le PDMS reprend sa forme originale et les embryons se trouvent
piégés. @ mécanisme de verrouillage des échantillons pourrait étre exploité dans une version
améliorée des systémes a piégeage résistif, par exemplefdiguméme si la méthode de
piégeage développée par Chagl.semble tres attrayandecause de la haute densité de piégeage
TXY{HOOH DFFRPSOLWOOHOHSHX G5 VI S\DV ELHQ DX[ EHVRLQV

visée ici pour laquelle geéchantillons de tumeur doivent étre chargés dans des systemes différents
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qui pourront étre traités de maniere indépendante dgschimiothérapies.” f{HPSOR\HU FHWW
PPWKRGH GH FKDUJHPHQW DYHF GH QRPEUHX[ V\VWoagP HV GDQ
serait injecté est envisageable, mais semble cddttktR G XFW LI SXLV T XévkaéteHU WD L Q
investi a faire pénétrer les échantillons déess canauxet a branchechaguemicrosysteme au
générateur de pression. Batre lors de laséanceG fagerie, il y aurait des pertes de temps a
identifier dans quels pieges les échantill@saientété capturésen plus de nécessiter des
instruments spécialisés pour générer une pression importante dans les systemes, cette approche ne

serait pas nécessainent plus rapide que celie piégeage par sédimentatretenue.

Etant donné la grande simplicité du desipoisidans le cadre de ce projet, les plateformes
sont extrémement faciles a manufacturer et restent simples a epéneployantdes instruments
(une micropipette et ustéréomicroscope TXH OHV ELRORJLVWHYV RQMlaGpMj Of
explique en partie pourquoi elles ont déja été adoptées dans plusieypsggetss|ui occugent, a
O 1 K H X U HqaEF&\EXertbeOdd CRCHUM.

5.1.3 MéthodesGIDQDO\VH GH YLDELOLWp

7TURLY PpWKRGHY GTDQDO\VH GH eleBtrldas etdgntiogs\We pWp W
xénogreffe de souris. L&ableau5.1 résume les avaages et désavantages des différentes

méthodes relativement & notre application.
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Tableau5.1 : Avantages et désavantages des trois méthodes étudiées pour mesurer la viabilité
desTMD

Microscopie confocale Cytomeétrie en flux Marqueu[cli)?-lmortallte

+ Analyse quantitative cellule

+ Information sur : par cellule

1) La distribution spatiale + Détection de deux stades .
n . \ + Plusieurs lectures du
Q 2) La morphologie d’apoptose - R
o P méme systéme
® + 1 mesure par TMD + Possibilité d'évaluer le stade
= . . + Analyse des cellules
S+ |magerie sur puce du cycle cellulaire et la . X
c Ny . o détachées
2 + Possibilité de ré-imager prolifération + Analvse quantitative

les mémes échantillons + Possibilité d'identifier yse q

+ Automatisation possible différentes populations
cellulaires

m - . . . B r
©  _ Profondeur d'imagerie I?lgestlon des tissus avant Mesure moyennée sur
© Lo . lanalyse tout un systeme
- limitée a environ 40 pym . i 4
c . . - Mesure moyennée sur tout - Dégradation de LDH
© - Cellule détachées non R o ;
> imagées un systéme - Sensibilité du test a
N g - Haute concentration certaines substances du
‘@ - Autofluorescence . ] : o
(=] cellulaire nécessaire milieu

La microscopie conftale permetGIREWHQLU GH OYLQIRUPDWLRQ YLVX
analysés, comme la distribution spatiale de la viabilité et la morphologie des échantilldidlLes
VRQW LQGLYLGXHOOHPHQW LPDJpHV SDU FHWWuedqpaftik RGH Fl
GIXQ VHXO PLRUiBHiidAMAtigidentre les régions de tumeur représentées par les
différentesTMD se trouve donc mieux caractérisééfLPDJHULH SHXW rWUH IDLWH Gl
la plateforme microfluidique sans extraire ou perturber les échantillons, a@lgaistandardiser
la procéduret pourrait éventuellement faciliter son automatisatiddHS HQGDQW OfJDXWRIO
pouraiW HQWUDYHU OfYXWLOLYVDWLRWQI B Brafvheportan@ddnsoddtalWVsH FK QL T .
PFKDQWLOORQV KXPDLQV $XV Vdgeri§ ¥st WiiitéeHa Enliro8 YR FRQ G H X U (
cette méthode et puisque les cellules détachées et relachéds damal ne sont pas considérées,
OD WHFKQLTXH FDSWXUH VHXOHPHQW OD YLDELOLWpP GYXQH S
inversée, cette portion correspond a la surface inférieureMBsqui est la moins affectée par les
chimiothérapies efui a le moins acces aux fluorophores. Il en résulte parfois des échantillons
faiblement marqués ou il est difficile de détecter la mortalité induite par un traitement. Les
échantillons pourraient éventuellement étre imagés avec un microscope confib@atrerers le

haut de la plateforme, mais cela nécessiterait quelques adaptations au design actuel. Toutes ces
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limites ontmené aO fpYDOXDWLRQ GYDXWUHV WHFKQLTXHYV GDQDO\VI
FRQIRFDOH HW GYDXW#¥ BV pVSGHW HEHVPX G USSRRWWRQWLHO LPSRU\
justifie la poursuite déeur étude.Par ailleurs PrPH VL FHOD QD SDV HQFRUH p
pPFKDQWLOORQV OD PLFURVFRSLH RITMIMa QllsieaR Wpiisg®WVEH O G L
choigssant bien les marqueurs fluorescents, deux mesures indépendantes deaidésitémps

différentspourraientainsi r w UH HIIHFWXpHVY &HOD SHUPHWWUDLW GYDP|
statistique de nos tests de traitement avec chimiothérapiessaa@sulltatgénérésavant et apres

traitement pourraient étre pairés, rendant la variabilité-gdbantillons moins critique.

/ID F\WRPpWULH HQ IOX[ SRXU OD GpWHFWLRQ GHV VWDGH
quantitative de cellules formant le tissu. En analysant les fractions de milieu récoltées des
microsystémes, les cellules détachées du tissu et sorties du piége sont aussi considérées. Toutes les
cellules du tissu se trouvent donc représent@es les bonnes proportions. En détectank deu
VWDGHY GYDSRSWRVH SUpFRFH IdVipsni® terGps YoehdaBtOeguwl{uw T X 9 X
événement de mort cellulaire peut étre détecté est plus grand. Cependant, la préparation du tissu
pour la cytométrie nécessite plusieurs étapeseraient pls difficiles a automatisermarquage,
extraction des microsystemekssociatiorpour libérer les cellules, puis tamisage pour conserver
seulement les cellules individuelles. Ces étapes de préparation entrainent des pertes et pour obtenir
unnombre intéessant de cellulesOHVY FLQT pFKDQWLOORQV GT1XQ V\VWgPH
O 1D Q guDdanike donc une mesumeoyenne pourchaque systeme. Chaggeoupe de cing
échantilonsQH SHXW rWUH DQDO\Vp TXTXQH VHXOH laRdrVes pOLPLQ
résultatsGIDYDQW HW G ¥ DN&umoihsWealdptornétrd et @ik est une technique tres
polyvalenteT XL S H U RxamvwtlversafiresSURFHVV XV FHOOXODLUHY XWLOF
comme le cycle cellulaire et la prolifératigkussi, en utilisant des marqueurs spécifiques a certains
W\SHV GH FHOOXOHV LO VHUDLW SR Vpdhuatohs fuaifd3O XH U

représentées au sein dddD.

/ID GpWHFW L R QDG Hecpeyé-tianis\Ie khilieu par les cellules mourantes est une
facon intéressante de suiwgaantitativementO fpWDW GHV PrPHV pFKDCGEWLOORQV
WHFKQLTXH SHUPHW DXVVL FRPPH OD F\WRPpWULH HQ I0X]
tissu, incluat les cellules ayant pu se détacher et sortir des systemes. Il est possible, toutefois, que
toute la LDH sécrété ne se retrouve pas dans les fractions de milieu extraites en raison de la
degUDGDWLRQ G$HHQGBQWP B &ihsQdux E&dtre iRd@pacité a prélever et a
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renouveler completement le milieu se trouvant dans les puits microfluidijuesitre nous avons

trouvé quda sensibilité du kit de détecti@staffectée parcertaines composantes du milieu. Alors

chaque nouvelle substancevddat G D ER tk&éeSRXU VIDVVXUHU TXJLO Qf\ DLV
LQGpVLUDEOH DYHF OD UpDFWLRQ GX NLW GH GpWHFWLRQ /D
une plaque a 96puits et SUHQG XQ WHPSV FRQV Henphdd BbéabcopX LV T X
GILQWHUY H QW Ldu@fvis @ik i0&fhddedrmettant de mesurer continuelléariditd

RX XQ DXWUH PDUTXHXU GH PRUWDOLWpP GDQV OH PLOLHX VRL
étre mise au point pour completement automatiser laléetuGH OD PRUWDOLWpP GHV pl

syséme en limitant les problemes de dégradatieta LDH

5.1.3.1 Etude de corrélation entre les résultats de viabilité mesurés par microscopie

confocale et par cytométrie en flux

Apres avoir acquis tous les résultatsnaieroscopie confocale et de cytométrie en flax,
corrélationentre lesdeux techniquea été évaluédPour ce fairetoutes les mesures de viabilité
GIXQH PrPH Hitppallés@éuk technigue® X PrPH MRXU GYDQD@VH RQW
dans le gaphique montré a ligure 5.1A. Des 47résultats qui ont ainsi pu étre comparés, une trés
faible corrélation avec un coefficient de Pearson é@alta été trouvé. En retirant trois données
aberrantes ayant une diffécende viabilité supérieure a 50% entre les deux techniques, le
coefficient de Pearson a augmenté,& (Figure 5.1B). Celuici représente toujours une

corrélationfaible, mas significative avec une valeprde0,03 pour 44points de comparaison
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Figure 5.1: Graphique de corrélation entre les données de viabilité mesurées en micro

confocale et en cytométrie #ax. A) Toutes les données de comparaison disponibles prov
GH OfpWXGH GH VXUYLH VRQW UH S U p¢nt€adester rodgent
été retirées du graphique montré en A. r et n sont respectivement le coefficient de Pear:

nombre de points considéreés.

Cette faible corrélatiort la tendance générale de la microscopie confocale a surestimer la

viabilité pourraernt étre dus aux quelques différences importantes entre les techniquesérées

ci-dessous.

1-

Portion desTMD analysée: pour la microscopie confocale, seule la couche inférieure
estimagpH MXVTXYj] XQH SpuRreRrésenthit Seuehhent 15% du tissu alors

TXH SRXU OD F\WRPpWULH OYpF KDe® tiffererodR Qotab@s H Q W L +
peuvent existeentre le haut et le bas d€\D HQ UDLVRQ GH OfDV\PpWUL
microfludique a piégeagpar sédimentatianEn effet, & haut desTMD a plus

directement accés aux nutriments, aux dnaénts et aux fluorophoregpportés pale

canal.

Inclusion/exclusia des cellules détachéetes cellules détachées du tissu et perdues

ORUV GHV ODYDJHV QH VRQW SDV LQFOXVHV GDQV Of
TXY{HOOHVY OH VRQW HQ F\WRPpWULH &HV FHOOXOHV S
du tissu,en PUWLFXOLHU ORUVTXYLO HVW H[SRVp j GHV WU

fragmentation.
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3 6WDGHV G 1D S R:Sa\icxokcoGie Murfideade etégorise les cellules en deux
groupes, les cellules viables et les cellules en apoptose tardive ou modissgtana
cytométrie ajoute une troisieme catégorie, soit les cellules en apoptose pléesice.
impossible de prédire dans laquelle des deux catégories de microscopie confocale se
trouvent les cellules en apoptose précoce. Il serait possible, parlexgogcertaines
cellules en apoptose précoce soient marquées au CTG pour la microscopie ou encore
TXYfHOOHV QH VRLHQW SDV PDUTXpHV GX WRXW 'DQV
confocale surestimeraiine fois encoréa viabilité des échantillons conyadivement a

la cytométrie.

4- Dénombrement des cellulesen cytométrie, les cellules sont comptées une a une
ORUVTXTHOOHV SDVYV HT\efdasthyeDigt¥¢hrigHe Gepritickbscdpie X U
confocalemise au pointnous supposoruie OH VLIQDOMXXMP M LHHEOH HW FH
cellule morteoccup@t en moyenne des superficies égales dans les irragesc que
OH FDOFXO GH Odpbstituadnezbbrvie \&ppsc@imatipoe la proportiordes
cellulesdans chacun des group€ettehypothéeseQ fHVW SDV YDOLGH VL OH F
FHOOXOHV PRUWHY QTHVW SDV GpWHFWp RX VL OH IDL
FDSWp SDU OfDOJRULWKPH

En observant le graphique de corrélatidda Figure 51B RQ FRQVWDWH TXYL
pratiguementaucun poinplus bas que 50% de viabilité en microscopie confocale et tres peu de
points en bas de 40% de viabilité en cytométrie en flux. La corrélation entre les deugueshn
serait grandement améliorée si des points étaient ajaut§saphiqualans cette zone de faible
viabilité. Destests ontlioncpWp PHQpV S DCRCHUMVXAnSapr&idire des échantillons
peu viables. Les échantillons ont été gelés ou traités des doses trés élevées de chimiothérapies.
'DQV FHUWDLQV FDV GHV YLDELOLWpPV WUqV IDLEOHV RQW
traduit TXIXQH VHXOH IRLV VXU FLQT HQ meluiéeYen Driicko€copép L QI p
confocale. En condérant ces derniers résultatstoujours en retirant les trois données aberrantes
le coefficient de Pearson augmente trés légerenm@Bi &t reste significatif avec une valqude

0,01 pour un total de 52omparaisongFigure 5.2).

Les résultats de cette section semblent indiquer que la plage dynamique de la microscopie
confocale est trés limitéeeDOODQW GfHQYLURQ SRXU OHV pFKDQWLOO
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les échantillons & haute viabiliéé se fiant a la courbe de régresdinéairede laFigure 5.2. Des
PRGLILFDWLRQV j OYDOJRULWKPH GH VHIPHQWDWLRQ GHV LP
mais les limites expérimentales énuméréedesisusonttout aussi importantes a consideien.

outre le type de tissu étudigemble avoir ua incidence importante sur la plage dynamique de la
microscopie confocaldar exemple, pour le tissu tumoral de patiente analysEiguee 3.7, des

viabilités moyenesallantde 486 M X \Apoeg de 90% ont été meswéPour le tissu de foie de

la Figure A.6 (Annexe A, les viabilités se sont étalées de 35% a 80%, en moyenne.
ODOKHXUHXVHPHQW DXFXQH GRQQpHaldasHlisporiiB pouwweesH HQ |
expériences qui ne sont donc pas représentées dans les graphiques de corrélation.
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Figure 5.2: Graphique de corrélation entre les données de viabilité mesurées en micro
FRQIRFDOH HW HQ F\WRPpWULH HQ 10X[ DSUrgal nGs§rit
respectivement le cdifient de Pearson et le nombre de points considérés. La ligne
pointillée montre la courbe idéale de corrélation qui maximiserait la plage dynamiqt

détectioren microscopieonfocae.

En somme, des trois techniques étudiées, la cytométrieenffle les résultats les plus
UREXVWHY PDLV FfHVW DXVVL OD WHFKQLTXH TXL QpFHVVLW
OYXVDHHUPRGLILFDWLRQV j OD WHFKQLTXH GH PLFURVFRSLF
nouveaux marqueurs et la poutsWwH GH OYfDPpOLRUDWLRQ GH OfDOJRULWK
aider a améliorer la corrélation avec la cytométrie et a accroitre la plage dynamique de la technique.

La détectiondu biomarqueur de mortalité LDpburrait aussi offrir des lectures intésaates du
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tissu cancéreux mourant a condition de limiter la dégradaBidth O § HI@dreRétet de valider
OYDEVHQFH GILQWHUDFWLRQ GaunxwdihgosarBtlap@Bigs HFWLRQ DYHF

5.1.4 Tests de chimiothérapie sur puce

Le test préliminaire de chimioérapie appliquée sur un éclion de tumeur humaine
décrita la sectior8.4 semble prometteur, mais la procédure reste a valider avec un nombre plus
LPSRUWDQW GYIpFKDQWLOORQV ,GpDOHPHQW YX OHV GLIILF
confocale, il faudrait aussi inclure des mesures de cytométrie en flux. Cette d¢¢hniG 1D QD O\V H
QIfHVW WRXWHIRLY SDV SDUIDLWH QRQ SOXV FDU FHUWDLQV
TXH GIDXWUHV 3RXU XQH SUHXYH GH FRQFHSW SOXV FRPSOQq
de tissus sensibles et résistantPa FKLPLRWKpUDSLH GILQWpUrwW /HV UpVXC
TXIXQH PRUWDOLWpP SOXV pOHYpH VHUDLW LQGXLWH GDQV (
résistantDes études en ce sens ont déja été initites au CRCHUM en utilisant des xénogreffes d
souris formées de cellules ayant différentes sensibilités au traitement de carboblegineces
tests pourraient servir a déterminer le nombre minimal® nécessaires pour produire des
résultats statistiguement significatifs. Effectivement, ipsat que les cinMD GXQ FDQDO Q&
suffisent pas en microscopie confocale. En cytométrie, il faudrait au moins deux systemes par

condition pour produire des statistiques sur les échantillons étudiés.

Pour que la procédure puisse éventuellement étre gégptmmme test prédictif de réponse
aux médicaments, il faudra en plus exposer le tissu a plusieurs chimiothérapies en parallele. Cela
nécessitera un nombre plus importanTt#D produites a partir du tissu du patient. La technique
de coupe devra donc étdavantage optimisée powminimiser les pertes de tissu et réduire les

temps de manipulation.

5.2 Défis a surmonter

'H PDQLgqUH JpQpUDOH OD FRPSOH[LWp GIXWLOLVDWLRQ
WULGLPHQVLRQQDOLWpP GX WIloxs/pximeiias. Dahsl e @djdé maidisel G pFK
ces deuxcaractéristiqueont étéexploittesHQ PrPH WHPSV DILQ GYDXJPHQWH
biologique des échantillons étudiésW DILQ GYRIIULU XQ PRGqOH HPSLULTXH
traitements pourraétre testée pour les patients atteints de carsmides Plusieurs aspects de la
PpPWKRGH RQW pWp UpVROXV FRPPH OD FRXSH GX WLVVX HQ
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viabilité convenabledu tissu cultivéin vitro HW O fLQFXEDW L RQ@imBleaQtvaver®) V\V W
GXTXHO Oéthe tibgy@edde carbongewen diffuser. Plusieurs défis restent toutefois a
surmonterlvant que ces tissus primaires tridimensionnels puissent étre utilisés pour caractériser la

sensibilité du cancer a différentsiteanents.

Premiérement, les 88s primaires sont hétérogenesférentes portions du tissu peuvent
donc comporter des proportions variables de cellules viables provenant de différentes sous
populations cancéreuses, stromales et immunitalietie variabité intrinseque du tisstait en
sorte que leIMD ne sont pas toutes identiques. La variance entre les group®siexposées
a différents traitementglevient moins significative comparée a la variance 4gtoape.
/TpYDOXDW LTMQ parkdystdm@dmpense partiellement cette variabilité, maissi fort
probable TXTXQ QRPEUH SOXV LPSRUWDQW GIpFKDQWLOORQV
FRPSOgQWHPHQW OfKpWpURJp PpisgfpL G HM fivedireBpassibkiX PDLQH V
PXOWLSOLHU OH QRPEUH G %p FilisonQlevlh QUarRi® imise te 5810 G LW L R G
solution alternative consistdt a interroger plusieurs fois les mémes échantilwvent et apres
OYDSSOLFDWLRQ G 1 X QCaM pgdutdev ére &tCpyivplSobrUbwétdetod duHdrqueur
de mortalité LDH dans le milieu extrait d@€mesystqPHYV j GLIIpUHQW WHPSV G{DQL
possibilité seraile marquer les mémes échantillons a plusieurs reprises en utiliférgnts
marqueurs flueescentsQ {DITHFWD QW Sy doles\im&gdrp& xiorbisdopie confocale
ou toue autre technique alternative de microscopie en fluoresceRae exemple, avant
OYDSSOLFDWLRQ GT1XQ WU DL WMuDPadupralit éte Bvalubdarnicosatipe L Q L W L L
confocale en utilisant le CTG pour marquer les cellules viables reatqueurLIVE/DEAD®
Fixable Far Red Dead Cell Staipour marquer les cellules mortes. Apres le traitement, une
seconde lecture de viabilité pourrait étre faite en utitisame autre couleur de la gamme
CellTracke® (orange, par exemplepur marquer les cellules viables ainsi que le méme marqueur
GDQV OH URXJH ORLQWDLQ SRXU OHV FHOOXOHV PRUWHV [/}
pourraient étre paies dans lesSWHVWYVY VWDWLVWLTXHV FH TXL GLPLQXHU!
inter-échantillon sur les résultaSe plus, le marqueur de mortalité dans le rouge loirgalore
le méme compartiment cellulaire que les marquebeiTracke®, ce qui amélioreraital
SHUIRUPDQFH GH OfDOJRULWKPH GH VHIPHQWDWLRQ

'"HX[LQPHPHQW OD SURIRQGHXU GYLPDJHULH HVW OLPL

microscopie demeure attrayante, en particulier a cause de sa capactgsaindividuellement
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OTpYROXWIRDINGEpedaht3 TTXQ V\VaN pRéhGHNVOD SRVVLEIS® LWp GTI
OD SULVH GH PHVXUH 3RXU DPpOLRUHUs@auborsérdt iddediceH XU G LI
et dele rendre transparernfr5]. Cela pourrait augmenter la profondeur de pénétralbK V T X 1 |

500 um, mais la procédurseraitlongue, pourrait étre difficile a effectuer dans les microsystemes

HW QH SHUPHWWUDLW TXTXQH PHVXUH GH YLDELOLWpP SDU 7(
exploréeen utilisant du tissu de foie (voir la sectA.2.1.3 G HArDdixe A et la technige a permis
GILPDJHU MXmTdegrolRQG ,0 VIDJIJLW GIXQH, hép @UeutsDWLRQ
insufisDQWH SRXU LPDJHUMDDe\pRNEUNED AN penB ¢ M@ Idusceptible a un
SKPQRPQQH GYK\SR[LH HW VD SDUWLH VX Poud tétsxilttHm&g@rXx V. H[S
aumoinV OD PRLWLp GH OfpFKDQW LOOdit EXe aHeiftel ReIR d@EtdiX U GH
étre accompli grace a la microscopie a feuillet de lumiere (en andigigt sheet fluorescence
microscopy TXL SHUPHW G TH[FLWH UmiXc fquitd DeQumic@@RuelgDes HF X Q
PLFURPgWUWsEW SHPSBOWGLFXODLUH j OD GLUHFWLRQ GTREVHU
permettre GYLPDJHU GHV VSpFLPHQV DX[ GLPHQYIRQWL®UKRY G X R

rapidement (environ une seconde panthe optique de 10 megapixdlsy].

Troisiemement, les quantités de tissu cancéreux obtenues par biopsie donitées Par
exemple, une biopsie de prostate fournsaitlemenautour de7 mm? de tissi[25], correspondant
aenviron200lRLY OH YROXPH G X Qalproceduré ¢XbLRQe@Eu@W coduit a des
pertes importantede tissuCela ne pose pas autambblémepour le tissyprovenantle xénogreffe
ou dechirurgies depatiens, car le volumale tissu est généralement beaucoup plus impoBRast.
modifications a la procédure de coupe devraient de mémeétre envisagées pour réduire les
perteset pour mieux adapter la procédure a la coupe de biopkipsurrait étre intéressant
GILQYHWVWAIIXXWUH\N RRY WUNKPHFRXWHYW OH WLVVX HQ SDUWLFX
VT1200 (ou VT120@) de Leica qui a été utilisé avec succées pour produire des tranches de tissu
cancéreuxj S D U W Lndilldag fodiskpBbvenant de 2datients différets (cancers du colon, du
poumon et de la prostatf)2]. De plus, un autre groupe de recherche a simplement utilisé un
scalpel pour coupdes échantillons a environ 5Q6n de dametre[76]. Ceséchantillons de tissu
ont ensuiteété cultivés en suspension sous agitatjivatoire pendantun adeux jours ce qui a
produit des échantillons hautement viablps ont ensuite été analysés par spectrométrie

Arfipédance. Une technigsgenilairede coupeet de préncubationpourrait étre envisagée, peut
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étre en utilisant un scalpel a lames multiplsgagées d6,5 mm, pour maximiser le nombre de

TMD obtenues par tranche de tissu.

JLQDOHPHQW OD YLDELOLWp Q 4 Hie ¥euppourteBuieCadiohl QW SDV
GH FKLPLRWKpUDSLHV /IDQDO\WH GH OD SUROLIpUDWLRQ H
pourrait étre fort utile. En microscopie, la taille et la morphologiddis SRXUUDLHQW rWUH C
facteurs a considérer. Unersion modifiée du test desroetes servant @esurer la dégradation
GH Of$'1 GIXQ WLVVX D DXVVL pWp GpY impé&reSe HurHeBMZE R X UUDL
[77]. Enfin, la spectroscopi€&ifipédance a déja été employée pour mesurer la densité cellulaire et
OD YLDELOLWpP GIpFKDQWLO O RXIMD [76)WCeRyHedd n@surd\pBur@itO HV V|
étre fait directement sur puce si des détecteurs étaient intégrés asxdedtfuits, ce qui

augmenterait bien sdr la complexité et le colt de fabrication des plateformes.

Pour terminer, il existe donc des limitesdécrites dans ce chapitreaux techniques
développéesNéanmoins, les résultats présentés dans ce mémoire ont pédfaislir les bases
G 1 XtQut¢ nouvelletechnique G 1L Q F X E D W L-iRa@meditd dB LigsW éancéreprmaire a
OfLQWpPULHXU GITXQH SODWHIRUPH PLFURIO XiéotationsloML PSOH
pWp SURSRVpHV TXL SRXUURQW IDLUH OfREMHW GTH[SpULHQ!
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CHAPITRE 6 &21&/86,21

Dans le cadre de ce projet de maitrise, une technique de découpe du tissu cancéreux en de
nombreux échantillons sousillimétriques individuels a été développéeur petite tailldacilite
OHXU PDQLSXODWLRQ j OTLQW p Let bideUap@derverDeprDviapiliéleRU R 1O X L
permettantOH WUDQVSRUW GLIIX¥lleuGddnt@xndultel ihbhQuVieat désion T |
plateforme microfluidique a été wou pour piéger ces échantillons de maniére stable et en
PLQLPLVDQW OHV FRQWUDLQWHY GH FLVDLOOHPHQW VXU OH
WLVVX WXPRUDO SULPDLUH D pWp GYDERUG RSWLPLVpH HQ X
humainesenVWRXULV GpULYpHV GH FHOOXOHYVY GH FDQFHUV GH OD
échantillons ainsi produits a pu étre évaluée par trois méthode3 § L P D J HTWMD HaiG H V
PLFURVFRSLH FRQIRFDOH OYDQDO\VH dnposahtVIesGMD @I DS RSW I
cytométrie en flux et la détection du marqueur de mortalité lactate déshydrogénase sécrété par le
tissu. Ensuite, la procédure a été testée de maniere préliminaire avec un échantillon de tumeur
HIWUDLW GTXQH SDWLGEQWHRDMMWHHQWH GX FDQFHU

Malgréplusieursdéfis qui restent a surmontee, jgrojet a le potentiel de générer des impacts
sociauxéconomiques a plusieurs niveaux, en partant du développement de nouveaux médicaments
MXVTXYj] OHXU DGPLQLVWUDWLRQ FKH] OHV SDWLHQWYV 'YDE
développement 8 W DX QLYHDX LQGXVWULHO TXTXQLYHUVLWDLUH
traitements, pour étudier les mécanismes de livraison de thérapies et pour élucider les mécanismes
GIpYROXWLRQ GX FDQFHU 9X OD SHWLW #icoiteuk €etatiédnitéV FD QL
8QH SOXV IDLEOH XWLOLVDWLRQ GH PRGgOHYVY DQLPDX[ GHYU
PLOLHX KRVSLWDOLHU OfRXWLO UHQGUD OfDSSURFKH GDY
OTHIILFDFLWp GHV W tnbristvatida dh@aiey paxigrisQORladirikuerades colts en
évitant les traitements de premiere ligne inefficaces chez certains patients et en choisissant, des le
départ, la solution la plus susceptible de produire des résultats positifs. Les patearits, eux,
éviteront les effets secondaires liés a des traitements inefficaces et verront leurs chances de
guérison augmentées par une application plus rapide des traitements adaptés a leur situation. La
IOH[LELOLWpP GX V\VWQqPH L @é&dek \&dHan8lIDris t€3ths Gpti¢idideK BtQ JH D
biopsies de tumeurs), par son adaptabilité a plusieurs types de cancers, ainsi que par son utilité
SRWHQWLHOOH GDQV SOXVLHXUV VSKJOMR UWH KDY LAAEGCWR/G WLHR
technologiepour ke développement et faescription de médicaments aoéncer.
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ANNEXE A CULTURE SUR PUCE DE MICRO -FRAGMENTS DE FOIE

Pendant le stage de trois mois dans le laboratoire d&&hethOHUSRRUWH j Of8QLY
GH *URQLQJXH OD WHFKQLTXH GH FRXSH HW GYLQFXEDWLRQ
GH IRLH SOXW{W TXH GH WXPHXU (Q SOXV GH YDOLGHU TXH
piégés dans notre plateforrmécrofluidique, cette collaboration a perm&fp WRGLHUDELOLWp G
WLVVX SOXV KRPRJgQH SRXU OHTXHO SOXVLHXUV WHFKQLT
métabolique) avaient déja été mises au point par le passé. De plus, des tedenigess encore
jamais testées dans nos laboratoires de Montréal et nécessitant des expertises et installations
spécialisées, soit la chromatographie en phase liquide a haute performance et la microscopie a deux
photons, ont pu étre appliguées de maniere préingraux échantillons de tissu mialsséqué
de foie(TMDF) pour la toute premiére fois. Pour chaque technique, des tranches dke tiegel
GITHQY ImthRI® diamétreet de 250— P G p S PCYS/ HXHU O 1 prégisionaut iver
sliceg ont aussi étepWXGLpHYVY HQ SDUDOOQOH DILQ GTpWDEOLU XQH [
performance deSMDF.

A.1 Méthodologie

A.1.1 Procédure de découpelu tissu de foie

- O8QLYHUVLWp GH *URQLQJXH GDQV OH ODERUDWRLUH
presavecladHFWULFH GX VWDJH j OfpWUDQJHU GX WLVVX GH IRL
pour des études de toxicologie et de métabolisme de médicaments. Le tissu primaire est
JpQPUDOHPHQW pWXGLp VRXV IRUPHMM e didmetg pEOVunP LQFH V
GfpSDLVY 'HV WUDQFKHV H[FpPGHQWDLUHY GH IRLH RQW pWp

répondre aux besoins de nos expériences de microfluidique.

La procédure de décpa desPCLS a déja été décrite en détails dans la littérafaés.
Brievement, tel que montré akgure Al GHV FDURWWHY GH WLVVE IK@QW pW,|
outil coupant et creux de fim de diametre5 mmtissue coring toglAlabamaResearch and
DevelopmentMunford, AL, E.-U.) opéré par une perceuse. Ces carottes de tissu ont ensuite été
WUDQFKpHYV | OfDLKtindek tB4uE Qliveint&IeNtDOOR0, Alabama Rsearch
and DevelopmenMunford, AL E.-U.) & une épaisseur de 2. Tout au long de la procédure,
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le tissu a été conseraét°Cdans du milieu de préservation UBWY Pont Critical Care, Waukegab,
IL, E.-U.) ou dans une solution tampate KrebsHenseleitf OfLQWpULHXU GH OJLQVWUX

Figure A.1: Production de tranches de tissu de foie (PCIEfjure reproduite de la référenc
[78] avec OTDXWRGHVODWIGR®&HXU D 3URGXFWLRQ GH FDI
coupant et creux opéré par une perceus&téd® sur un support vertical-d) Insertion de la
carotte de tissu dans le pesp FKDQWLOORQ F\OLQGULTXH C
e) $SFFXPXODWLRQ GHVY WUDQFKHYVY GH WLVVX FRXSpH'
dans le réservoir de sortie. f) Allure des tranches de foie produites et conservées dans ¢
UW a4°C.

La wiite de la procédurde coupeest similaire a celle du tissu cancéreux. Un poingon a
biopsie de 50um de diamétréZivic Instruments, PittsburgfPA, E.-U.) a été utilisé pour couper
les tranches de foie en plusieli®DF (Figure A.1). Etant donnda fragilité du tissu de foi@ux
FRQGLWLRQV DPELDQWHYV GYfR[\JgQH HW GH WHPSpUWLDWXUH
maintenir froid a4°C dans la solution de préservation UW pendant la productiomMB$- ainsi
TXH SHQGDQW OfpWDSH GH FKDUJHPHQW GDQV OHV PLFURV\\
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Figure A.1: Procédure de coupe des tranches de tissu de foie @It QVHUWLRQ C
microfluidiqgues A) Tranches de foie intactes imagées soustéréomicroscopeB) Tranches
de foie comportant des trous la ou ddDF RQW pWp H[WUDLWHYV j OTD
de 500—P GH GLDPgWUH paBbMUHYV GYpFKHOOH

A.1.2 Procédure de chargement dans les systémes microfluidiques

Les plateformes microfluidiques ont été fabriquées en suivant le méme protocole que décrit
alasectiofg.2.2 PDLVY OHV HQWUpHVY HW VRUWLHV RQW pWp SHUFpF
OHV GHX[ FRXFKHVY RQW pWp DVVHPEOpPHY HQ XWLOLVDQW XQ

'DQV OH FDV GHV VA\VWgPHV UHFHYDQW OH WLVVX GH IRL
traitéesavec le copolymére tribloc Pluro@d=-108 $SUqV OD VWpULOLVDWLRQ j OT}
préservation UW a directement été ajouté aux canaux et lefoplags ont été placées sur la glace

en prévision du chargement.

La méme procédure de chargement, décrite a la sgcfidih a été utilisée pour lenicro-

fragmentsde foie et de tumeur. LEBMDF ont été chargées dans le milieu de préservation UW

plutét que dans le HBSS et les plateformes ont été gardées frauti@siiong de la procédure de
chargementApres le chargement des cifiylDF dans un systeme, le milieu UW a été remplacé

avec du milieu de culture detypee OO LD P TV OWHMELABES5( Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, E.-U.), supplémenté avec 1HM de glucose et 5Qg/mL de gentamicine,

préchauffé a 37°C et équilibré au carbogene (98%®H% CO;). Avec environ 2QUL de milieu

GDQV OHV HQWUpHV OHV SODWHIRUPHYVY FKDUJpHVY RQW pWp |

GT1XQ LQFXE D®7+X5%®HIWIE) tel que montré arﬁigureA.Z
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Figure A.2: Incubateur maison utilisé pour cultiver [d8MDF. Pour garder la températurt
constante a 37°C, un élément chauffant estrété par le relai déclenché lorsque le senseul
température détecte une température trop basse. Le ventilateur sert a répartir la chaleur
GH OD ERVWH GITLQFXEDWLRQ /H JD] FDUERJgQH HV\
estpouss€cGDQV OD ERVWH GYLQFXEDWLRQ YLD XQ WXEH
EUDQFKpH DX[ PLFURVA\VWqgqPHV j OfLQWpULHXU GH O
DUPRLUH YLWUpH HW VFHOOpH SRXU OLPLWIHU OHYV |

En suivant la procédure décrite a la seg®?.3 le milieu de culture a été changé
plusieursrep LVHV DX FRXUV @frésQH4H] 8heUre(s) @ FHQ F XdEHMWDR Q
Dans certaines expériences, le milieu contenait en plus des agents chimiques dont la
ELRWUDQVIRUPDWLRQ SDU OYDFWLYLW pLé&spiacboaRde ImligiH G X IR
ainsi collectéesnt donceté conservéeeSRXU OTDQDO\WH GH PROpFXOHV VpFUp
lesTMDF SHQGDQW OD SpULRGH GTLQFXEDWLRQ

Al3 7HFKQLTXHY GITDQDO\VH GH YLDELOLWQp

A.1.3.1 Sécrétion du marqueur de mortalité lactate déshydrogénase (LDH)

Il existe quelques différences entre les tests LDH efésctlans le laboratoire de Groningue
par rapport a ceux effectués GRCHUM en raison principalement des réactifs et instruments
GLVSRQLEOHV - *URQLQJXH OH WHVW D pWp DGBEDMp GTXQH
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des PCLS en utilisant un kit déétection en fluorescenc&€€toTOX-ONE Homogeeous
Membrane Integrity Assayeromega Corporation, Madison, W,-U.). Des fractions de milieu
(100 —/ RQW pWp H[WUDLWHV GHV PLFURV\V@, puisf] GLIIpU
FRQVHUYpHV | f& MXVTXIDX PRPHQW GX WHVW GH GpWHFWLF
coupe du tissu. Pour fins de comparaison, des PCLS complétes ont aussi été culfiaéstn

dans une plaque a Jiits (1mL de milieu par puits, avec agitation) puisnl de milieu a été

extata KDTXH WHPSV GID&BAWH G6SUQ¥XEDWLRQ OH WLVVX D
(dans 100uL de milieu) et des plaques (dansriL de milieu). Dans ce cad, la lyse a été
DFFRPSOLH SDU OfDMRXW GTXQ WDPSRQ GH O\WH LQFOXV GI
SDU OYDFWLRQ PpFDQLEXE blldsXaclivk peRdRdtpt®qphdef Aprés avoir

centriugé les écharitons lysés a 12009 pendant deurinutes, le surnageant était prét a étre
DQDO\Vp /fDQDO\VH D pWhp ®OFFKDSOLHODRF IUDFWLRQ GH P/
tissu lysé), 5QuL de réactif et 25—/ GH VROXWLRQ G{DUUrWc IStttz ® QW Ol
température de la piece pendant BOLQXWHV | OfDEUL GH OD OXPLqUH OD
convertie en la molécule fluorescente résoru@ GpWHFWpH j OfDLGH GTX
fluorescence (excitation a 560n et émission a 590m). Pour faciliter la comparaison avec les
UpVXOWDWY SUpFpGHQWYV REWHQXV SDU FHWWH PpWKRGH D
tenir compte de la dégradat GH O T H Q ]\ Ehhguermesure a été normalisée par rapport a la
VRPPH GHV PHVXUHV GH IOXRUHVFHQFH GH WRXV OHV pFKD

guantité de LDH relachée est proportionnelle a la mortalité cellulaire, les données sont @ésentée

comme un taux de mortalité (pourcentage de mort par heure).
A.1.3.2 Microscopie confocale

A.1.3.2.1 Marquage des échantillons avec des fluorophores de viabilité

Les échantillons ont été marqués en suivant essentiellement la méme procédure que celle

décrite pour lemicro-fragmentsie tumeur a la sectih3.1.1 La calcéine AM, dont le mécanisme
GIDFWLRQ HVW WUQqV VLPLODLUH j FHOXL GX &detuikippus D pWp

marquer les cellules viables alors que le Pl a été utilisé pour marquer les cellules lpagrtes.

échantillons ont été marqués séquentiellement avec une solution de milieu WME contenant de la
calcéine AM (4uM) pendant une heure, puis avetewsolution de PBS atenant du Pl (M)
pendant20PLQ XWHV /HV V\VWgPHV RQW pWp ULQFpV GHX[ IRLV D



101

Al1322 $FTXLVLWLRQ GLPDJHVY DX FHQWUH GH PLFURVFRSLH G

Lesimages d@MDF RQW pWp DFTXLVHV DX FHQW WhuttisdanPUbFURV FR
microscope confocal inversé de type Leica TCS 3feité MicrosystemsWetzlar, Allemagne)
PXQL GIXQ REMHFWLI ; VDQV OLTXLGH GYLPPHUVLRQ VRLW
au CRCHUM. Essentiellement, le méme protocol§ dPDJH UL H (BecpiW@,Ls‘aUI

que la calcéine AM et le Pl ont été excités séquentiellement en utilisant des lasersmiect 8@

552 nm, et leur gnal fluorescent a été collecté aux plages delJlsrH X UV G R+t

601-700 QP UHVSHFWLYHPHQW /HV VSHFWUHV GITH[FLWDWLRQ
presque parfaitement superposés a ceux du CTG, a‘@ peut étre utilisée comme

référence.

A.1.3.3 Microscopie a deux photons

/ID PLFURVFRSLH j GHX[] SKRWRQV D OH SRWHQWLHO GH
échantillons par rapport a la microscopie confodd@i@]. Elle a été employée lors de tests
SUpOLPLQDLUHYVY DX &8HQWUH GH PLFURVFRSLH GH Of80&* j *Ul

échantillons de foie.

/ID PLFURVFRSLH j GHX[ SKRW R@eke eniworescghteWwdn Fi€@re TXH G ¢
GHX[ SKRWRQV GRLYHQW LQWHUDJLU SUHVTXH VLPXOWDQpPH
UpVXOWDQW HQ XQH GpSHQGDQFH TXD[BW AW EXdbulbla@ty HUV O
OTLQWHQVLWp OD IOXRUHVFHQFH TXDGUXSO HtondHdontt O XRUR
OTpQHUJLH YDXW HQYLURQ OD PRLWLp GH OYfpQHUJLH GYH[FL
SURFHVVXV GH GpVH[FLWDWLRQ HW GYpPLVVLRQ IOXRUHVFHC
demeure pratiquement inchangé par rapporpauatee a un photon.

/ID QRQ OLQpDULWp GH FHWWH WHFKQLTXH GYLPDJHULH St
différent de celui produit par le microscope confocal. La probabilité que deux photons atteignent
un méme fluorophore dans un laps de tempsssufiment court (inférieur @5 x 10*° secondes
[81] SRXU SDUYHQLU j DGGLWLRQQHU OHXUV pQHUJLHV DILQ G|
GX YROXPH IRFDO HW GRQF DXFXQH IOXRUHVFHQFH QH SURY
focale, cette probabilvp GHYLHQW VXIILVDQWH j FRQGLWLRQ TX{XQ OD
XQ VLIJQDO LQWpPUHVVDQW LO IDXW HQ HIIHW FRQFHQWUHU (
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OD OXPLqUH j ODLGH GT1XQ REMHFWLI jnRIX tétdgd WnipbeuisadtP p UL T
GHV SXOVHV GTXQH GXUpH GH PRLQV GI1XQIBO5BEIRVHFRQGH D!

&HWWH WHFKQLTXH D OH SRWHQWLHO GIDXJPHQWHU OD
IDoRQV 'fDERUG OH WLVVX VH WURXYH H[FLWp j XQH ORQ.
LQIUDURXJH JpQpUDOHPHQW DbsdrgtRirét dediffuSidhplus RiHIesld&nisH Q W V
le tissu biologiqug8l] &HOD SHUPHW j XQH SOXV JUDQGH SURSRUWL
pénétrer profondément dans le tissu. Deuxiemement, grace au sectionnement optique probabiliste,
DXFXQ VWpQRSp QY HMeus bnlxfigt, cette YnBtipde de BeaBgmnement assure que
tous les photons qui reviennent au détecteur proviennent du volume focal et constituent le signal a
détecte81], ce qui permet de capter les photons ayant diffusé a travers le tissu qui réussissent a

parvenir a détecteur.

Un microscope optique droin¢n inversg multiphotonique a balayage laser (Zeiss LSM
7MP, Carl Zeiss, Oberkochen, Allemageétdit GLVSRQLEOH DX FHQWUH GH PLFUR
La technique a été utilisée pour vérifier si le centre des étbas de foie pouvait étre image.
eWDQW GRQQp OYRXYHUWXUH QXPpULTXH pOHYpH GHV REMHF
travail est trés courte, entlg27 et2,5 mm dans le cas des objectifs disponibles. Une version
différente du microsystde a donc été créée pour ces tests en modifiant la couche du dessus du
V\VWgqPH 8QH ODPHOOH GH YHUUH D pWp HPSOR\pH GRQW OH
OYDLGH GIXQ LQVWUXPHQMWGE TVPEEHONLH SHX|[ EHHMBPBWMY PRUFL
FRXYUDQW WRXW MXVWH OfHQWUpH HW OD VRUWLH GX V\VWq
les changements de milieu. Toutes les parties des systémes ont été assemblées suite a un traitement
GHV VXUIDFHV DX SODWIDOG PRIPIPQMVEBXUWHRQWUH OH KDXW C
FHQWUH GH OYfpFKDQWLOORQ FRUUHVSRQGDQW j OD GLVWDAQ
GIXQ VSpFLPHQ GpSRVp DX IRQ@ @nX sBiktbujiste piféfd3aud/d@lfHQ Y L U

limite posée par les objectifs disponibles.
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FigureA3 6SHFWUHV GYH[FLWDWLRQ j GHX[ SKRWRQV H!
Pl et la fluorescéine (FITC)Figures reproduites dg82] avec O 1D XW R G HV O W .G

légerement modifiées.

'"HV VSHFWUHV GYTH[FLW D W mR<ponja3dti] oBtKER WRIGEY d&hsViaG T p

littérature pour la fluorescéine (dont la calcéine AM est un dérivé) et

lBedRiré A.3

[82]) et ont

été utilisev SRXU WHQWHU GH WURXYHU OHV FRQGLWLRQV LGpDOl
VWDQGDUGLYVpH rQifde pSut ceWwypeHdeGmpdrdstopie pendant les quelques heures

consacrees a cette investigation. T84DF ont été marqueés suivant le protocole décrit a la section

A.1321 6HXOV GHV WHVWYV SUpOLPLQDLUHV HIIHFWXpV HQ Y|

GPpWHFWHXUV HW OD ORQJXHXU GYfRQGH GYH[FLWDWLRQ RQW
pour placer devant les détecteurs. Deux sets de filgex correspondaient bien aux longueurs
GIRQGH GYpPLVVLRQ WKpPpRULTXHV GH QRV IOXRURSKRUHV [/H
passebande de 525a56Q P HW G{XQ VHFBRaQde del660/a Ui S DMDEKWUH VHW ¢
FRPSRVp f@MHhasQbdinde &¢ 500 a55Q P HW G § X Q-Hdn@eWdBM5 8§ 610/ H
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Al4$QDO\WH GH OfpWDW P giiagmerfs@é fis3tH GHV PLFUR

/I TREMHFWLI SUHPLHU GTXQH FXOWXUH RUJDQRW\SLTXH H
caractéristiques fonctionnelles du tissu. La viabilité, bien sdr, est une condition essentielle mais
QRQ VXIILVDQWH DX PDLQWLHQ GHWIBBFWLRQW® IXIXD GMIW VR
SUpVHUYHU HVW VD FDSDFLWp j WUDQVIRUPHU JUKFH j OTDF
HW GIDXWUHV FRPSRVDQWHY FKLPLTXHV pWUDQJqUHV [pQRE
en des formes hydrophiles queuvent étre plus facilement évacuées par le d83js Certaires
composares meédicamentags sont inactves et acquérent une activité pharacologiqe

seulement au moment ellessont métabolisss par le foie.

Les réactions de métabolisme sont séparées en deux phases. Pendank lawplegsieasede
IRQFWLRQQDOLVDWLRQ OD PROpFXOH VXELW GHVitsSNUDQVIF
groupements polaires et ionisables par la suite lors de la fhdise de conjugaisori83]. La
chromatographie en phase liquide a hapgeformance (CLHP, en anglaishigh-performance
liquid chromatography (HPLC) HVW OfXQH GHV PpWKRGHV SRXYDQW P
métabolisme en détectant de telles petites modificaioddD VWUXFWXUH FKLPLTXH G¥Y°

A.1.4.1 Chromatographie en pha liquide a haute performance

/ID &/+3 HVW XQH WHFKQLTXH GH VpSDUDWLRQ GHV PROPplI
UHPSOLH GTXQH SKDVH VWDWLRQQDLUH FRQVWLWXpH GH JU
mobile (liquide). Les différentes moldes de la solution a analyser circulent a des vitesses
GLIIpUHQWHY j WUDYHUV OD FRORQQH HQ IRQFWLRQ GH OHX
que de leur affinité avec la phase mobile.

Une technique de détection de métabolites de pHast Il de la composante
7-HWKR[\FRXPDULQH D pWp PLVH DX SRLQW DX ODERUDWRL
Groningue, tel que précédemment décrit en dgédls Cette xénobiotique comporte un métabolite
de phasel, la 7-hydroxycoumarine (HC), et deux métabives de phasdl, soit la forme

glucuronisée (HC-G) et la forme sulfatée {AC-S) du métabolite de phake

*UKFH ] OfDLGH SUpFLHXVH GX SHUVRQQHO GH HJHFKHUFK
JagerHW -DQ 9LVVHU SRXU PHW dhUhétebsQiréSeOdpeipaterOet kéaotifd/ teXd® H Q W
PrPH WHFKQLTXH GH GpWHFWLRQ D SX rWUH WHVWpH GDQV O
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LesTMDF RQW pWp H[SRVpV | OTLQWpU M de-EEdtdeAHE URV\V W |
Pour fins de comparaison, des PCLS complétes ont aussi été expqsedié€e, dans une plaque
a 12puits (1mL de milieu par puits, avec agitation), aux mémes conditions. Les éicmesnont
été incubés pendant detieures pour leur laisser le tpsnde métaboliser les molécules. Cette
LQFXEDWLRQ D pWp UpSpWpH j SOXVLHXUV WHPSV GIDQDO\V}
GX WLVVX GH IRLH $SUqV FKDTXH SpULRGH GITLQFXEDWLRQ
suivie pour extraire® —/ GH OD VRUWLH GHV V\VWgPHV WUDLWpPV 'H Of
échantillons de milieu a une concentration ded/mL pour éviter leur contamination, puis les
échattillons ont été conservés20f & MXVTXIDX PRPHQW GH OYDQDO\VH

Une fois tais les échantillons récoltéds ont été transférés dans un échantillonneur
automatique. Chacun des échantillons a été injecté tour a tour dans la colonne de séparation de type
BDS Hypersil C8. La phase mobile était initialement compos&esde G § D F MNJR. Q IH GITDFLC
acétique et 85 GYIYHDX F R QiMHIXOQGuosRIfAfede tétrabutylammonium,vac un
gradient linéaire sur I LQXWHYV MXVTXTj] XQH FRPSRVLWURGIDEGDOGH Gt
DFpWLTXH HW G 1 HhivX GRTK QGhosHRaiRe QIeV tétrabutylammonium. Les
VXEVWDQFHY VRUWDQW GH OD FRORQQH RQW pWp GpWHFWpF
320QP /YfLQWHQVLWpPp GpWHFWpH SRXU OHV SLFV FRUUHVSRQG
DX[ PHVXUHYV G lthnkages pr&ddités @Udebut et a la fin de chaque séance de prise de

données, pour trouver la concentration de chaque métabolite dans la solution de milieu analysée.

A.2 Résultats

A.2.1 Analyse de viabilité

/IYDQDO\WVH GH YLDELOLWp GX WIDVEHGEBHRLUHRL YWHPRRRF
HQ FRPPXQ DYHF OTDQDO\WH GH YLDELOLWp GX WLVVX GH WX
de mortalité Ja lactatedéshydrogénase, dans le milieu entouranTM®F et de la microscopie
confocale. Pour pousé¢ HQFRUH SOXV ORLQ OD WHFKQLTXH GYfLPDJHUL

a aussi été employé dans des tests préliminaires visant a imager le centre du tissu.
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A.2.1.1 Sécrétion de lactate déshydrogénase

&THVW j *URQLQJXH TXH OHV SUH PRsurd deM.DHpMr Xe®idfdd WV FR Q
fragments de tissont été obtenus. Par la suite, les apprentissages sur la technique ont été transposés

a Montréal pour adapter la procédure aux échantillons de tumeurs (tel que décrit a ion

La LDH a été mesuegédans les fractions de milieu collectées a la sortie des systemes
microfluidiques ou étaient cultivés d€EMDF ou dans le milieu prélevé des plaques @uifs ou
étdent incubées les PCLS. Les valeurs ont été normalisées a la quantité totale mesurée pour une
PrPH FRQGLWLRQ DX FRXUV GH WROMHWHHOLDL DShQLEB H/ XGLINDUWHD O Y
taux de mortalité des mémes échantillons dans le temps. Le n@dfHte [ SpPULHQFHYV LQGPpSFH
(E VIHVW pOHYp j WURLV RX TXDWUH &KDTXH H[SPULHQFH D
différent en quadruplicat, signifiant que chaque condition a été répétée quatre fois dans chacune

des expériences.

Tel que motré ala[Figure A.4| une tendance similaire a celle décrite pourTistD de

xénogreffe de souris a été observée pouTd®F, soit un taux de mortalité élevé au premier
SRLQW GTDQDO\VH VXY faibzs paV B XijiteE FoltefdisR po8r 18s échantillons

de foie, une période de pleQFXEDWLRQ GTXQH KHXUH HVW JpQpUDOHPHQ
ces expériences pour la récupération du tissu, amatipement a une période det#ures laissée

pour la récupération des échantillons de tumeur. Aussi, les échantillons de foie semblent mourir
beaucoup plusapidementjue les échantillons de tumeur, tel que montré par un taux de mortalité
exprimé en pourcentage par heure plutdt que par jour. Ce$apoote a croire que les échantillons

GH IRLH VRQW SOXV IUDJLOHV DX[ FRQGLWuUnR® ¥né&ffet, AF XED WL
mort cumulative mesurée pour les échantillons de tissu a atteint environ 75% apease$5pour

le foie comparativment a seulement 48% api@sit jours pour le tissu de xénogreffe le moins

viable (xénogreffes de PC3). Une différence importante entre les deux types de culture est le rythme

de prolifération qui est généralement beaucoup plus éleveé pour les celluleslés8] que pour

les cellules hépatiques primaii&s)].
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Figure A.4: Taux de mortalité pour IEEMDF (ligne verte) de foie de rat et pour les PCLS (li¢
pointillée grise) mesurés comme des taux de sécrétion du biomarqueur de mortalité L
une période de 4 KHXUHYV DSUQqV OH GpEes\Wsutdis SofitLmOrimAliEds &
guantité totale dd.DH mesurée pour un méme systeme ou un méme puits tout au I
OTH[SPULHQFH /HV EDUUHWGHH U BU{IH bdeEHS depdisl q\yut
expériences indépendantes.

1pDQPRLQV DXFXQH GLIIpUHQFH VLJQDFLicOhdsldsts [Q TD pW
plateforme microfluidigue comparativement aux PQh&ibées dans les plagues gplits, ce qui
indique que la mortalité relativement élevée IMDF QTHVW SDV GXH j OD PpWKRG]
dans les microsystémes mais est plutothatable a la mort naturelle du tissu dans les conditions
in vitro auxquelles il est exposé. Un taux de mortalité plus élevé a tout de méme été mesuré dans
lesTMDF FRPSDUDWLYHPHQW DX[ 3&/6 PrPH \ificathré\lgwébuat | I pUHQ
au testt non pairé vaud,066). La mortalité mesurée apres une heure peut étre attribuée, au moins
HQ SDUWLH DX VWUHVV FDXVp VXU OD VXUIDFH GX WLVVX SI
surface sur volume plus important pour T&DF (environl,5fois siypérieur pour une tranche de
250 —P G pSDLVY LO QYHVW SDV VXUSUHQDQW GH FRQVWDWH
GYDQDO\VH

Ces resultats peuvent aussi étre comparés aux résultats précédents obtenus par van
Midwoudet al [FigureA5|[84] GDQV OH PrPH ODERUDWRLUH HQ 2Q U
taux de sécrétion apres la période deipcébation étaient plus bas pour les expériences de 2010.
Aussi, des taux plus falies avaient été mesurés apres quktie X UHV GIfLQFXEDWLRQ FRP
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aux résultats de nos expériences. Malgré les efforts a reproduire les mémes conditions
H[SPULPHQWDOHY LO VHPEOH TXYLO \dbsldifférenceSimriis@udd p UH Q F
DX WLVVX pWXGLp HQWUH OHV GHX[ JURXSHV GYH[SpULHQFHE
GLIIpUHQWY &HOD PRQWUH ELHQ OYLPSRUWDQHés REI®PYRLU U
dans la plague a 12uits pour étalir une base de comparaison juste entre les deux techniques

G YLQFXEDW LTRQF pladsI € lodrbsystéemes et PCLS dans une plagueuits?

Figure A5: Taux de sécrétion de LDH en foncton W HPSV SRXU GHV 3&
antérieures Figure reproduite de la référen¢84] avec O D XW RG HVO YWICRQV H >
ont été incubées soit dans une plaque Uuigs (barres blanches), soit dans un systeme
perfusion intégrée (barres grises)fHV EDUUHYV GYfHUUHXU LQGLTXHQ

de trois expériences indépendantes.

Enfin, la mesurele la LDHdans le milieu entourant les échantillons de tissu nous a permis
GH FRQVWDWHU TXTLO Qf\ D SDV GH e¢léd PelUSHQns Hne/dlag@elal L FD W
12 puits agitée et le$SMDF dans les microsystémes non perfusés. Toutefois, une tendamce n
VLIQLILFDWLYH GH PRUWDOLWpP SOXV pOHY pHAMDFmWmpeu® RWpH C
VIH[SOLTXHU SDU OH IDLW TXTXQH SOXV JUDQGH SURSRUWLF
GH FRXSH j FDXVH GT1XQ UDWLRtpoxddDMBF.YROXPH SOXV LPSRU

A.2.1.2 Microscopie confocale

Les TMDF ont aussi pu étre imagées par microscopie confocale a deux reprises. Ces

résultats sont compilés giegure A.6((A).
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Figure A.6: Viabilité des TMDF apres 24 et 4AKEHXUHV GYLQFXEDWLRQ F
confocale sur les échantillons marqués a la calcéine AM et au®l 5pVXOWDW
GYLPDIJHSDIWDOWBOJRULWKPH GH VHIPHQWDWLRQ SRX
comportant1070') /HV EDUUHV G T HUHB/Petidldnhoyenirb@&s TOIDF.
B-& 3URMHFWLRQV PD[LPDOHY GH VpTXHQFHV G ésibBn]
GILQFXEDWLRQ % HW GHKO@H[GBXEEBQYERQ D& UHW VF
Les images utilisées pour produire cette figure ont été acquises au Centre de microsc
O09Y80&* VXEYHQWDBeQLEFS8IDLPD03023

SelRQ OHV UpVXOWDWY GH /'+ GHV PRUWDOLWpMNYFXPXOD)

étaient attendus apres Béures et 4%eures, respectivement. Or, les résultats de microscopie

confocale ne sont pas tres consistants avec ces attentes. Uligd \aabrmadement élevée de

81 £ 8% (moyennet écarttype) a été obtenue lors de la premiexpérience, analysée apres
48 KHXUHV GYLQFXED Wlieuité pludtfabEIIR I6[6%K8Eté obtenue lors de la
seconde expérience (indépendantéadeemiée), analysée aprées MHXUHV GIYLQFXEDWLRC

que la mortalité cumulative moyenne trouvée par le test LDH représente des résultats individuels

assez étalés, dont certains recoupent avec les deux expeériences de microscopie mgfigaes

ala

A6| (A). Ces expériences ont été effectuées avec le tissu de deux rats différents, et

PDOKHXUHXVHPHQW OD VpFUpWLRQ GH /'+ QYD pWp
PLFURVFRSH FRQIRFDO QfLPDJH TXMDFONDX ¥RXFK B QL

PHVXUf
IPUR HRXQ

G THQ Y LwnRa&ors une importante portion des échantillons ne sont pas représentés dans ces

résultats. Enfin, lors de la seconde expérience, la procédure de caupasei@gnée a un nouvel

utilisateur, ce qui a pu introduire des erreurs de manipulation conduisant a une viabilité plus faible.
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,O VHUDLW LPSRUWDQW GILGHQWLILHU OHV VRXUFHV GH OD Y
du tissu de foie,HV FRQGLWLRQV DX[TXHOOHV LO HVW H[SRVp WHPSy
GH PLOLHX SHQGDQW OD SURFpPGXUH FRXSH OH WHPSV H(
OTLQFXEDWLRQ HWF (@ pdrhiénd ex@iexcelaphesXHBYWDHYY GAIH Q F X E D W
VHUDLHQW WUQV SURPHWWHXUV VILOV SRXYDLHQW rWUH UHS

/IHV UpVXOWDWY GH YLDELOLWp FDOFXOpV SDU OfDOJRUL’
correspondent trés bien a ce qui est observé visuellement en examinant les imaiges aoq

microscope. Des exemples de projections maximales du signal et des résultats correspondants de

viabilité sont montrés aux sofiguresB et C de IgFigure A.6

Pour conclure, les quelques résultats de microscopie confocale acquis pour le tissu de foie
ont témoigné de la variabilité des échantillons de différentes expériences en termes de viabilité. La
technique a tout de méme permis de mesurer toute une gasnrabilités allant de 17% a 90% a
WUDYHUV OHV GHX[ H[SpULHQFHYV HW GH YDOLGHU OYDSSOLFI
ces images. Le signal élevé, uniforme et non dispersé des cellules ainsi que la tres faible
autofluorescence aux intshL WpV HPSOR\pHV D SHUPLV j OTDOJRULWKPH ¢

A.2.1.3 Microscopie a deux photons

La microscopie a deux photons a été étudiée comme technique alternative a la microscopie
confocale pour imager plus profondément dans le tissu de foie. Toutefois, les conditions optimales
GfH[FLWDWLRQ HW GH GpWHFWLRQ GHWWDY,TXHMRQWI GORU S

trouvées avec certitude.

1pDQPRLQV FHV H[SPULHQFHV RQW SHUPLV GYLPDJHU
PLFURIOXLGLTXH PRGLILp GRQW OD FRXFKH VXSpULHXUH pWL
premiéere fois, les échantihs ont été imagés par le haut a travers une lamelle de verre en utilisant

un microscope droit multiphotonique.

'DQV XQ SUHPLHU WHPSV OD SURIRHIXGHKAL\G DIQPD THY EK D
830 QP - FHWWH ORQJXHXU G 9 RdarG it vedt ldtMe YougeQeikrt de@utes,Q V H 'V
ODLVVDQW FURLUH TXLO SRXUUDLW VIDJLU GHV IOXRURSK]|
FRQILUPp SOXV WDUG HQ LPDJHDQW OH WLVVX QRQ PDUTXp
ne provenait pade la calcéine AM. Tel que montré g-igure A.7| cette premiéere acquisition a
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WRXW GH PrPH SHUPLV GH FRQVWDWHU TXH OD SYRPRAMQ GHXU (

rapport a celle de la microscopie confocale.

FigureA7 &RPSDUDLVRQ GH OD SURIRQGHXU GYLPDJHU
rapport a celle de la microscopie confocale PDJH GTXQH VHFWLRQ RS!
RUWKRJRQDOHV GH O faH@s jalhk \Wouk @ @GiciioXcppi& Miphotonique
(excitation a 830nm, imagerie par un systeme dnoifA) et pour la microscopie confale
(imagerie par un systeme inversé%o % D U U H \& Y pri. Ké$ @r@ades utilisées pot
produire cette figure @ W pWp DFTXLVHV DX &HQWUH GH PLFUF
NWO-grant 1750102009023

La prochaine étape consistait a imager une FMQR Q PDUTXpH HQ OTYH[FLWDC
ORQJXHXUV GITRQGH SRXU YDOLGHU OYDEVHQFH GH VLJQDX|
GILQW @lﬁhontre lessignaux récoltés lorsque le tissu était excité a différentes
longueXUV GTRQGH DO O Dh@VEtoBridammeng, un signal a été détecté sur une large
SODJH GH ORQJXHXUVaGOR)PGCG KD YOD@MNWO GGHRXUUDLW rWUH GE£
dutLVVX RX | XQ DXWUH SURFHVVXV RSWLTXH QRQ OLQpDLUH
géneération de seconde harmonique. Toutefois, puisque la génération de seconde harmonique se fait
H[DFWHPHQW j OD PRLWLp GH OD O Rd@ Iypé¢idelsighdl] BReQpedphgs TH[FL
JpQpUDOHPHQW YHUV ODYDQW LO H\:abllectos tausvelifeodd TXH OF

500 a 550nm soit de cette origing80]. Il est beaucoup plus probable que le signal détecté soit
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OIDXWRIOXRUHVFHQFH GX WLVVX TXL GH Ysehiifleg/utilGses\eHFW D E O
microscopie a deux photons.

FigureA8 ,PDJHV GYXQ pFKDQWLOORQ GH WLVVX GH IUsL
GITRQGH DOODQWmGIgnaux gaptés de 500 a 56 (vert) et de 575 a 61fim
URXJH /HV ORQJXHXUV GYRQGH GYH[FLWDW LERQMaget
XWLOLVpHVY SRXU SURGXLUH FHWWH ILIJXUH RQW pW
subventionnégr NWOgrant 1750102009023

Donc seule la plage de 960 a 1044 restait disponible pour exciter les échantillons en
PLQLPLVDQW OH VLIJQDO GIDXWRIOXRUHVFHQFH GX WLVVX &
signal de la calcéine AM, afinalemeptWp PHVXUp GOQRQLQEPRKXQ@WIONATH[FLWI
Figure A9|(A) 3DU FRQWUH DXFXQ VLJQDO URXJH QYD pWp GpW
référant alafFigure A8l RQ FRQVWDWH TX{LO \ D WUqV SHX GH VLJQI
ORQJXHXUV GTRQGH WHVW p HRgureA\y fnkaBéG\R8mi@ éh@aifpbuttdank p GH O
GX VLIQDO URXJH VY{DSSDUH Q Wnxitopec¥nfycall D42 Poud&it ®&ncGpWHF'
guele Pl puisse étre excité a 88M. Cependant, niO T H [ F L W D MhLpBuRlaj caléine AM, ni
OfH[FLWDWPR®RXU OH 3, QH VRQW HQ DFFRUG DYHF OHV VSF
trouvés dans la Iittératu@ [82]), ce qui donne peu de confiance en ces paramétres
GYLPDJHULH

Cette expérience a aispermis de constater que |[@MDF piégé dans le systeme
PLFURIOXLGLTXH pWDLHQW ELHQ SOXV VLPSOHV j LPDJHU T>
'"f{DERUG F K Bbimxgdéetéaiocompletement contedans le champ de vue des objectifs 20X
et 32X utlivpy SHUPHWWDQW GYHQ IDLUH OYDFTXLVLWLRQ FRP
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puisque € TMDF VH WURXYDLW GDQV XQ V\VWgPH IHUPp LQGpPSHQ!
SRVLWLRQ GX WLVVX QTpWDLW SDV DIIHFW pHUHFK KDUHRK PI RV
JRQH GILQWpUrwW HW [BueG®H.QW OJDFTXLVLWLRQ

Figure A.9: Effet du mouvement sur A XDOLWp GI$ OPDRBIIBIXQH 3&/
mouvement du tissu (excitation a 83D P % ,PDJH GYYXQH 3&/6 DY
PRXYHPHQW FDXVpV SDU OH GpSODFHPHQW G HeQimayss
utilisées pour produire c& WH ILIJXUH RQW pWp DFTXLVHV DX ¢
subventionné palWOgrant 1750102009023

(QILQ HQ SRXUVXLYDQW OTRSWLPLYVDWtr&kep cdisigsschD UD P q V
des fluorophores différents, cette technique pourraK @O HU OD SURIReQG XU GILPL
MXVTXYj] DX PRFPLQHFL SHUPHWWUDLW GH VH UDSSURFKHU GX

une meilleurgeprésentatiode la distribution spatiale de la viabilgé fonction de la profondeur

A.2.2 Etat métabolique

(Q SOXV GH OfpYDOXDWLRQ GH OMDK & BX& anmalyséd/lprs el Pp W D
expériences menées a Groningue. Dans une expérience préliminaire, les métabolites formés par la
biotransformation de la-EEC et de la HHC ont été mesurés painromatographie en phase liquide
] KDXWH SUpFLVLRQ &/+3 GDQV OH PLOLHX H[WUDLW GHV PLI

avec ces xénobiotiques.
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A.2.2.1 Chromatographie en phase liquide a haute précision pour la détection de métabolites
de la 7EC et de h 7-HC

A.2.2.1.1 Métabolisme de phage

Notre tentative amesurer le métabolisme de phakedans le milieu extrait des
microsystéemes aprées incubation avec-l&& QYD SDV pWp IUXFWXHXVH FDU OH)\
SUpVHQWY TXTj IDLEOHV F RaBEHQ Pelvbritv expiiver @Orésdltad X UV
Premierement, la conversion dtET en 7HC se fait a un rythmeelativementent [86], puis ce
métabolite peut ensuite étre converti en les métabolites de phaSeulement de faibles
concentrations de tous les métabolitesi(@, 7-HC-G et #HC-S) se trouvent donc dans le milieu,
ce quilesrend dificOHV j GpWHFWHU (Q SOXV OYDFWLYLWp GH OTHQ
de phasé est gradellement perdue au cours des34J HPLqUHV KH X UniitroG8TLIQ F XED W L
a tout de méme été possible de mesurer le métabolisme del pleasele milieu entourant les
PCLS incubées dans une plaque dpliis, tel que précédemment monsé], [86], [87]. Cette
différence de détection pourrait simplement étre due a la Iimt&e@geVHFWLRQ GH OfLQVW
aurait été atteinte pour les échantillons de milieu provenant des systemes. En efi@tétaent
environl,5fois plus dilués queeux provenant des plaques glis (25fois mans de tissu, mais
seulement 170is moinV GH PLOLHX UpFROWp 3DU OD VXLWH OH VHXL
pWp UpGXLW SRXU TXH OfLQVWUXPHQW GpWHFWH OHV SOXV S
GH PpWDEROLWHY PDLV OH WHPSV Q figeaifiactes ld bdtdbvlistiel Yp UL

de phasé avec les conditions expérimentales décrites ici.

3RXU DXJPHQWHU OHV FKDQFHV GYREWHQLU GHV FRQFH
concentration de la substanc& aurait pu étre augmentée a 5600 RX OH PpWDEROLVPF

autre substance, telle la testostérone, aurait pu étre étudié.

A.2.2.1.2 Métabolisme de phask

Le métabolisme de phadea été évalué pour les PCLS et pourTé4DF incubés dans la

plateforme microfluidique en détectant les métabolfté#C-G et #HC-S apres une incubation

avec 200uM de 7HC. Tel que montré a Jaigure A.10| les résultats pour IEBMDF dans les

systémes sont tres similaires acees PCLS dans la plaque apifits, sauf pour la-HC-S qui a
été métabolisée a un rythme plus faible dans les microsystemes lorerdierp période
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GILQFXEDWLRQ GEuresHIXde petitXDeVedlaHsoit dO a des erreurs expérimentales,
puisque s valeurs mesurées alasecol@ipULRGH G L Q F X bhéuvéd R redévenuds

similaires a celles des PSlcultivées dans la plague adts.

Figure A.10: Rythme de formation demétabolites de la -HC a différentes période
GITLQFXEDWLRUDFIIBNX l&s Gldrdsystémes ou pour des PCLS dans une pla
12puits /HV EDUUHYV G T H Udgitlpe deRGIWRIHWODW HYV GTXQH P

Enfin, ces résultats préliminaires nous portent a croire que la plus petite taill®bés
QIDIIHFWHcapaxie @dthiolique de phaBe Quant au métabolisme de eal, les
conditions expérimentales devraient étre modifiées pour améliorer ldial@es métabolites par
CLHP.
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Il peut donc étre conclu de ces résultats de stage que les échantillons de foie peuvent étre
coupés et cultivés dans la plateforme microfluidique développée. Les résuifaesmis de valider
que la viabilité des TMDF pet étre déterminée par la détection du biomarqueur de mortalité LDH
ou par microscopie confocale des tissus marqués avec des fluorophores de. \DatbdEntes
WHFKQLTXHV GYIDQDO\VH TXL SR XhidioBradgin®nté deViidsiicaxeéx OHV | O
ont aussi été explorées. En particulier, le test LDH a été adapté aux échantillons de tumeur cultivés
au CRCHUM apres le stage. De plus, la technigue de CLHP, possiblement couplée a un
VSHFWURPgqQWUH GH PDVVH SRXU SO XhmigyeLdesl sthsRires sdtentvV X U O
de la colonne, pourrait étre employée pour détecter des protéines particulieres sécrétées par le tissu
tumoral. Une fois optimisée, la microscopie a deux photons aiderait, quant a elle, a imager plus
profondément dans le tisset a éventuellement déterminer la distribution spatiale des cellules

viables et mortes a travers le tissu.



