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0: contrainte
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: module de Young
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: rayon

CcC ™o m<

: déplacement

2D : Deux dimensions

3D : Trois dimensions

ABL : Abelson

AFM : Microscopie a force atomique (Atomic
force microscopy)

APTS: Amino-propyl-tri(ethoxy)silane

BRCA: BReast Cancer

BSA : Albumine de sérum (Bovin Serum
Albumin)

CSC : Cellules Souche Cancéreuse

CRCL : Centre de Recherche en Cancérologie
de Lyon

CSG : Cellule Souche de Glioblastome
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Edu: 5-ethynyl-2'-deoxyuridine

FACs : Cytométrie en flux (Fluorescence
Activated Cell Sorting)

GBM: Glioblastome

GFP: Protéine fluorescente verte (Green
Fluorescent Protein)

GM-CSF : facteur stimulant les colonies de
granulocytes et de macrophages (Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor)
GPU : Processeur graphique (Graphics
Processing Unit)

Inox : Acier inoxydable

ILM : Institut Lumiere Matiere

IP : lodure de Propidium

KIT : méthode de Kanade-Lucas-Tomasi

LMC : Leucémie Myéloide Chronique

PC : Polycarbonate

PDMS : PolyDiMéthylSiloxane

PFA : Paraformaldéhyde

PGMEA : acétate d'éther méthylique de
propyléene glycol (Propylene glycol methyl ether
acetate)

gRT-PCR : quantitative Reverse Transcription -
Polymerase Chain Reaction

SVF : Sérum de Veau Feetal

TFM : microscopie a force de traction (Traction
Force Microscopy)

TKI: (Tyrosine Kinase Inhibitor)

T-X: Triton

UV : rayonnement Ultra-Violet

YAP : Yes-Associated-Protein
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Chapitre 1 : Introduction

1. Généralité cancérologie

Caractéristiques générales :

Le cancer est une pathologie extrémement complexe, qui malgré d’intenses recherches
constitue toujours une des causes majeures de décés dans le monde?. Les modéles et les hypothéses
concernant le développement tumoral se sont succédé au cours du temps et continuent a se
complexifier. Dés 1845, la notion de prolifération cellulaire incontrolée est apparue, mais une définition
précise demeure difficile a donner?. Le cancer dérive d’un tissu sain ol le contréle de la prolifération ou
de la mort cellulaire est perdu. Ceci serait le résultat de mutations génétiques touchant les genes
d’apoptose ou de division cellulaire. Cependant, ce modele semble bien trop simpliste. Les cancers
n’étant pas uniguement liés a des mutations génétiques, mais aussi a d’autres facteurs tels que
I'environnement tissulaire, I'épigénétique, les contraintes mécaniques ou encore les cellules souches

cancéreuses.

Dans les années 2000, Hanahan et Weinberg ont résumé les propriétés acquises par les cellules
qui deviennent cancéreuses en 6 caractéristiques majeures : I'autosuffisance en signaux de croissance,
I'insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance, la capacité d’échappement a l'apoptose, la
réplication illimitée, I'induction de l'angiogenese et la capacité d’invasion et de formation de
métastases®. Une dizaine d’années aprés, les mémes auteurs y ajoutent deux capacités : la modification
du métabolisme énergétique cellulaire et la capacité d’évitement du systeme immunitaire et deux
éléments favorisant les cancers : I'inflammation et I'instabilité génomique®.

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Deregulating Avoidlng
immune
destruction

Resisting Enabling
cell replicative -
death immortality
Genome Tumor-
instability & promoting
mutation inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &

metastasis

Figure 1 : « Hallmarks of cancer » : Les dix caractéristiques majeures associées au développement de

cancers”.

Toutefois, ces synthéses sont souvent critiquées, car considérées comme toujours trop
simplistes®. Il est cependant compliqué de trouver le juste milieu entre des systémes trop simplifiés et
des modeéles beaucoup trop complexes pour étre synthétisés rapidement®.
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Le cancer est souvent mentionné dans sa forme au singulier, mais cette utilisation semble
inadaptée. Ce terme regroupe en réalité plus d’une centaine de pathologies tres différentes en termes
d’origine, de progression, de symptdmes mais aussi d’incidences et de mortalité. Il semble donc assez
utopiste de trouver un modele pouvant s’appliquer a tous les types de cancers rencontrés. Trois grandes
catégories se détachent : les tumeurs solides avec les sarcomes (touchant les os ou le cartilage), les
carcinomes (poumons, seins ...) et les cancers « liquides » avec les leucémies (moelle osseuse et sang)
et les lymphomes (glanglions lymphatiques, rate). Des sous-catégories de cancer sont données par la
suite suivant la localisation de la tumeur primaire.

L'incidence varie considérablement suivant le type, certains cancers sont relativement rares
alors que d’autres sont beaucoup plus fréquents. Le taux standardisé pour I'age est |'effectif rapporté a
la structure d’age d’une population de référence et permet de s’affranchir des différences de la
pyramide des ages. Pour un homme et basé sur les statistiques mondiales 2018, ce taux est de 3.80
concernant le cancer du poumon alors qu’il est 10 fois inférieur pour les cancers du cerveau et encore
8 fois inférieurs concernant les glandes salivaires par exemple’. Les causes sont trés variées,
multifactorielles et encore largement incomprises. Des mutations héréditaires ont été établies. C'est
vrai par exemple pour le cancer du sein pour lequel elles induiraient 5 a 10% des cas. Des facteurs
environnementaux, comme le tabac, ont été largement mis en cause pour le cancer du poumon ou les
rayons UV pour les mélanomes. Une cause virale a également été introduite pour le cancer du col de
I'utérus avec le papillomavirus et pour le cancer du foie avec 'hépatite B8 Des études ont expliqué
I'incidence de certains types de cancers en fonction du nombre de divisions des cellules souches
constituant le tissu : le nombre de cas importants de cancer du célon’ pourrait par exemple s’expliquer
en partie par son renouvellement continu et le taux de division important des cellules souches
épithéliales qui le constituent®.

Malgré d’'importants efforts de recherche au niveau mondial et des « plans cancer »
conséquents se succédant notamment en France et aux Etats-Unis?, le taux de mortalité reste trés haut
pour certains types de tumeurs. Des progrés considérables ont été faits (particulierement en termes de
dépistage) et I'arsenal des agents et techniques thérapeutiques augmente ; néanmoins la rémission
complete des patients est encore difficile a obtenir et certains types de cancers demeurent incurables
(exemple du glioblastome développé dans le chapitre 2). Ceci améne a repenser les différentes
approches thérapeutiques et a changer de perspectives, les tumeurs cancéreuses ne sont plus
considérées comme seulement une maladie de cellules particulieres mais de maniére beaucoup plus
globale comme une maladie a I’échelle de I'organisme ouU I'organisation physiologique est modifiée.

La limitation de [Iefficacité des thérapies actuelles peut étre attribuée a différentes
problématiques : notamment l'incroyable hétérogénéité inter et intra-tumorale, la résistance et la
plasticité de certaines cellules cancéreuses, I'importance des signaux du microenvironnement et le
mangue de pertinence des modeles d’études utilisés. Nous tenterons d’en expliquer quelques aspects
dans la section suivante.
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2. Hétérogénéité et plasticité des cellules cancéreuses

2.1. Hétérogénéité inter et intra tumorale

L'une des premiéres difficultés a I'élaboration des traitements efficaces pour le plus grand
nombre est la treés vaste hétérogénéité rencontrée. Cette variabilité s’exprime entre les patients
présentant une tumeur d’un méme groupe histologique mais aussi de maniére intra-tumorale!**2. Au
sein d’un méme patient, la population de cellules cancéreuses présente des différences génétiques,
épigénétiques, phénotypiques et transcriptomiques. Ces derniéres ont été mises en avant assez
récemment par des innovations technologiques en matiere d’analyses moléculaires, par des projets de

13,14

grande ampleur comme « the Cancer Genome Atlas » et par des analyses a I'échelle de la cellule

uniquet> ¢,

Cette diversité est instable, les altérations sont dynamiques et continuent d’évoluer méme
apreés l'initiation du processus tumoral. En 2014, R. Weinberg constatait : « Each tumor seemed a unique
experiment of nature—acquiring a unique set of mutant genes in an unpredictable chronological
order »®. Elle est due tout d’abord a une instabilité génétique et chromosomique rencontrée dans le

contexte tumoral'’

mais aussi a des phénomeénes de chromothripsis (remaniement de plus de 10
segments d’'un chromosome en un seul événement) résultant en des changements génétiques
drastiques retrouvés dans divers types de cancer et notamment le glioblastome®®. Des diversités sont
également rencontrées au niveau des facteurs épigénétiques (méthylation de I’ADN et remodelage de
la chromatine, par exemple) et contribuent également a cette hétérogénéité évolutive®. Cette
évolution temporelle peut également étre renforcée par la mise en place de thérapies. Différents
phénomenes peuvent alors participer aux changements qui apparaissent au cours du temps. Tout
d’abord, ces thérapies induisent une sélection des sous-populations de cellules ne répondant pas aux
outils thérapeutiques engagés®®, mais elles peuvent également induire des altérations et mutations
supplémentaires au sein des tissus visés. Des études de biopsies a différents temps ont par exemple
montré que des chimiothérapies induisent une modification des mutations rencontrées au sein de
tumeurs?™ 22, De plus, des phénomeénes de résistance peuvent se mettre en place. Aprés thérapie
moléculaire ciblée et I'utilisation d’inhibiteur de tyrosine kinase, des mécanismes d’adaptation peuvent
étre observés par mutations secondaires et modifications de leur cible ou par I'activation de voies
paralléles, de contournement qui suppriment alors le bénéfice des inhibiteurs?. Ils peuvent se mettre
en place trés rapidement et ne pas entrainer de bénéfice clinique ou alors prendre plus de temps. Dans
ce cas, une premiere phase d’efficacité est observée avant de laisser la place a une deuxieme phase de
rechute.

Ces différents éléments aménent donc a ne pas voir une tumeur comme une entité homogene
et statique. Une mise en place des traitements de plus en plus individualisée, pouvant s’adapter aux
caractéristiques propres de la pathologie semble primordiale pour continuer a faire reculer le taux de
mortalité des cancers. La médecine de précision est actuellement en plein développement, elle est
encore au niveau de la recherche et preuve de concept mais pourrait étre appliquée en clinique d’ici
peu?*,
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2.2. U'impasse des tests traditionnels pour évaluer I'efficacité thérapeutique

Une autre difficulté concerne les modeles biologiques utilisés pour la recherche et les tests de
thérapies. La recherche de nouvelles options thérapeutiques continue, mais produit relativement peu
de nouvelles solutions effectives. Il existe une grande divergence entre le nombre de candidats-
médicaments et le nombre de molécules approuvées?>?®. La procédure standard de développement de
nouvelles molécules thérapeutiques nécessite trois phases : des tests in vitro en 2D puis sur des modeles
murins et enfin sur des humains par essais cliniques. Il existe ainsi un énorme écart entre chaque phase
du processus. Produire des systemes de plus en plus pertinents pourrait permettre d’identifier plus
efficacement le potentiel de nouveaux agents thérapeutiques mais pourrait également aider les
cliniciens a ajuster les traitements et a avancer dans la médecine personnalisée. En recherche
fondamentale, cela pourrait aussi permettre d’améliorer la compréhension de la complexité des
meécanismes cellulaires entrant en jeu, en obtenant ainsi des conditions plus physiologiques.

Les modéles in vitro

Les systemes de culture 2D classiques sont tres largement utilisés pour les analyses d’efficacité
de thérapies ou de modélisation de pathologie. Cependant, méme si elles ont permis d’énormes
avancées, elles présentent dimportantes limites et ne représentent que peu |'architecture et
I'environnement cellulaire retrouvé in vivo. Des modeéles de culture en 3D ont émergé et sont devenus
des alternatives intéressantes entre la culture cellulaire 2D et des modéles animaux?’. Parmi eux, un
modele de sphéroide multicellulaire apparait comme un modeéle de choix pour I'étude de tumeurs
solides non vascularisées ; il reste relativement simple et permet de reproduire I'organisation en 3D de
micro-tumeurs. lls sont générés par auto-agrégation cellulaire qui ont ensuite tendance a former et
progresser en forme sphérique. Ils permettent de reproduire les interactions cellule-cellule et cellule-
matrice extracellulaire mais présentent également des caractéristiques physiopathologiques
rencontrées in vivo comme |’établissement d’un gradient de nutriments, d’oxygene et de pH Figure 2.
lls peuvent éventuellement modéliser la difficulté de pénétration de molécules thérapeutiques.

Leaky vasculature

Proliferative zone

Quiescent zone

Necrotic core

&2 Cells in hypoxic zone 51 Cells in quiescent zone &’ Cells in proliferative zone /&/ ECM * NP

Figure 2 : Représentation schématique des similitudes entre une tumeur (a droite) et le modele de sphéroides (a gauche,
MCTS : Multicellular tumor sphéroids). Trois gradients de concentrations sont comparables entre les deux situations : un
gradient d’oxygéne, de nutriments et de pH3>7.
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La pertinence de ces agrégats pour modéliser une micro-région tumorale ou micrométastase
est désormais admise et leur intérét est croissant. lls sont maintenant assez couramment utilisés pour
I’évaluation de nouvelles drogues?®, de phénoménes d’angiogénése? ou d’invasion®. Ils peuvent étre
formés a partir de cellules de patients et constituer un outil de médecine personnalisée. Ce mode de
culture peut étre également employé afin d’enrichir la population en cellules souches®'. Cependant, leur
production et leur analyse (notamment visualisation) sont évidemment plus complexes que les
monocouches cellulaires ; des efforts doivent encore étre faits afin d’obtenir des techniques de
production et d’analyse plus rapides, plus reproductibles et a plus haut débit afin de les utiliser de plus
en plus en facilement. Des structures plus complexes émergent et associent différents types cellulaires
a ces structures 3D comme des cellules stromales ou immunitaires3% 33.

Plus récemment, un autre type de culture en 3D a émergé : les organoides. Leur principe de
base consiste en des structures multicellulaires tridimensionnelles concues a partir de cellules souches
(embryonnaires, adultes ou induites) mises en culture dans une matrice. Grace a leur capacité d’auto-
renouvellement et de différenciation, ils s"autoorganisent et recréent la micro-anatomie d’un organe
particulier. Ils sont également utilisés afin de mimer les conditions tumorales 3. Différents modéles ont
été créés a partir de cellules de patients pour reproduire des tumeurs colorectales, gastriques,
mammaires ou pancréatiques notamment3>. Des cohortes ont montré une corrélation forte entre la
réponse thérapeutique des patients en comparaison avec les organoides engendrés pour différents
types de cancers®®. Ils sont utilisés pour créer des biobanques et permettent par exemple de retranscrire
les hétérogénéités tumorales rencontrées entres les individus®’.

La terminologie et la distinction entre ces deux cultures 3D ne sont pas toujours tres claires
(particulierement lorsqu’ils dérivent de biopsies) et aucune définition précise ne leur ait donné®. Le
terme de sphere semble pouvoir s’appliquer aux sphéroides mais aussi au début du développement
d’organoides ; il peut se dériver en différentes catégories suivants les cellules qu’il engage :
tumorospheres (cellules cancéreuses), mammosphéres (cellules mammaires), neurosphéres (cellules
neurales), colosphére (cellules colorectales) ...

Ces entités ne permettent cependant toujours pas de modéliser I'interaction entre les tissus, la
vascularisation ou I'ensemble des propriétés mécaniques. Des systémes microfluidiques sont alors
pensés pour répondre a ces problématiques ; ils peuvent permettre de créer des interfaces tissulaires,
une vascularisation des cultures en 3D ou de les relier®®. Méme si ces outils semblent prometteurs des
innovations technologiques sont nécessaires pour accroitre leur accessibilité et permettre ainsi leur

utilisation en routine.
Les modéles animaux

Concernant I"utilisation du modéle animal, des problématiques éthiques et économiques mais

¢galement de pertinence se posent*

. Au cours de cette derniére décennie, des modeles de greffes
xénogéniques (PDX = Patient-derived tumor xenografts) ont nourri beaucoup d’espoir et ont permis des
avancées mais présentent maintenant leurs limites*. Les transplants dérivent rapidement et les
animaux sont tout d’abord privés de systéme immunitaire il est donc impossible de les utiliser pour
'immunothérapie*?. Des recherches se tournent maintenant sur l'utilisation de modéles murins
humanisés avec un systéme immunitaire humain®. Outre le criblage thérapeutique, ces modéles de

xénogreffes présentent des systémes de choix notamment pour I'étude de la progression ou

16/ 142



Chapitre 1 : Introduction

dissémination tumorale en combinaison avec des méthodes de tracages cellulaires, exemple dans des
modeles transparisés ou des modeles embryologiques particuliers pour |'étude de cancer
pédiatrique®*.

2.3. Modeéle de cellules souches cancéreuses

Concept des cellules souches cancéreuses (CSCs) :

Un nouveau modele a remis en cause la définition généraliste du cancer comme étant
exclusivement relié a une prolifération excessive. L’existence de cellules couches cancéreuses a émergé
a partir du milieu des années 1990 chez des patients de leucémie myéloide aigué. Une équipe montre
I"existence d’une sous-population particuliére et assez rare de cellules cancéreuses isolées de la moelle
osseuse de patients, est capable de reproduire les différents aspects de la pathologie lorsqu’elles sont
implantées chez des souris immunodéficientes?. lls montrent que ces cellules particuliéres présentent
des caractéristiques qui sont données aux « cellules souches » telles que la capacité d’auto-
renouvellement et de différenciation. C’est a partir de ces travaux gu’un nouveau modele est né : le
développement tumoral serait hiérarchisé et maintenu par une portion de cellules cancéreuses dites
souches. C'est a partir du début des années 2000 que I'analogie est retrouvée également au sein de
tumeurs solides avec le cancer du sein® puis dans la plupart des cancers communs comme le cancer du
cerveau, colorectal, du poumon, de la prostate®® Figure 3.

4

2010— Boiko identify Melanoma CSC

2008— Wang identify glioblastoma CSC
2007 Li identify pancreatic CSC
2007 O’biren; Dalerba; Ricci-vitiani identify colorectal CSC ;50
2007— Prince identify Head and Neck CSC
2006— Bao identify glioma CSC

2006— Collins identify Prostate CSC

2004— Singh identify Brain CSC

2003— Clarke demonstrates CSCs in breast cancer
by xenografting primary tumors
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Figure 3 : Emergence et popularisation du concept de cellules souches cancéreuses. Apres I'apparition de cellules souches
hématopoiétiques (HSC), le concept de CSCs apparait dans le contexte de leucémies Myéloides Aigues (AML) puis dans les
tumeurs solides a partir de 2003. Elles sont désormais au cceur de la recherche en cancérologie.

Au sein des tumeurs, seules certaines cellules seraient capables d’initier la tumorigénése et de
générer I'ensemble des types cellulaires présents au sein de la tumeur ; il y aurait alors une forme de
hiérarchisation des cellules des tumeurs avec la présence de cellules plus ou moins différenciées. Ce
modele est attractif car il permet d’expliquer les observations cliniques et les rechutes qui apparaissent
malgré I'utilisation de procédés thérapeutiques tres agressifs comme les différentes chimiothérapies
et/ou radiothérapies. En effet, ces CSCs survivraient a ce type de procédés ciblant la division et seraient
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responsables de la recrudescence tumorale®. L’échappement thérapeutique s’expliquerait d’abord par
différentes propriétés intrinseques des cellules. Les CSCs peuvent présenter un long cycle mitotique
et/ou une capacité a se mettre en quiescence, les molécules de chimiothérapies qui ciblent
principalement les cellules avec un fort taux de division et ont donc une activité limitée sur ces
dernieres. Elles présentent ensuite une capacité accrue de réponse a des dommages a I'’ADN, une
résistance supérieure a certaines morts cellulaires par une expression augmentée des inhibiteurs a
I'apoptose mais également de transporteurs membranaires capables d’exclure les éléments étrangers :
les pompes a efflux, ce qui participe a I'inactivation des molécules thérapeutiques sur ce type de
cellules®

Les cellules cancéreuses seraient également essentielles dans la dissémination cancéreuse et
la production de métastases®. Pour les cancers solides, c’est cette capacité a s’étendre a d’autres tissus
qui est responsable de prés de 90 % des cancers®'. Elles constitueraient ainsi la cible a atteindre pour
obtenir une réelle rémission et une vraie évolution dans le taux de mortalité des cancers. Elles sont
donc, depuis I'apparition du concept de CSCs, au coeur des questionnements de la recherche contre le
cancer Figure 4.

Primary tumour Aggressive relapsed
tumour
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Figure 4 : Deux problemes cliniques majeurs sont associés aux cellules souches cancéreuses (représentées en rouge) : elles
résistent aux thérapies cytotoxiques et ont la propension de former des métastases. Issu de3°8

La présence de cellules souches cancéreuses est assez globalement acceptée en ce qui concerne
les cancers dit « liquides », mais il est encore assez débattu concernant les tumeurs solides. Cependant,
les discordes semblent plus se tourner sur la terminologie utilisée ou de définitions et caractérisations
qui ne font pas encore consensus que sur la réelle présence d’une population de cellules cancéreuses
avec de telles propriétés. Les intenses recherches autour de ces problématiques amenent a une
complexification de plus en plus importante du modele. Différentes désignations sont utilisées pour
cette fraction de cellules cancéreuses : cellules souches cancéreuses, cancer stem like cells, tumor
propagating cells, tumor repopulating cells et représentent bien la difficulté de consensus.

[l est important de noter que la cellule souche cancéreuse est bien a dissocier de la notion de
cellule a I'origine. Cette derniere fait référence a la cellule qui a recu la premiére modification amenant
a 'oncogeneése. Pour certains types de cancer, il est suspecté que ce soit une cellule souche saine du
tissu qui subisse les premieres modifications pour quelgues types de cancer. Cependant, ceci est loin
d’étre le cas pour tous les types de cancer et I'étude de la cellule a I'origine est une thématique
complexe qui laisse encore beaucoup de questions sans réponse.
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De plus, I'origine des CSCs demeure une question compliquée, I'analogie avec les cellules
souches saines laisse imaginer qu’elles seraient le résultat de I'altération de cellules souches en cellules
cancéreuses néanmoins elles semblent également pouvoir provenir de cellules plus matures®?, >3 par un
procédé de dédifférenciation. Récemment, plusieurs études ont montré que les cellules cancéreuses
et les CSCs seraient capables d’une importante plasticité régulée par de multiples facteurs, ce qui leur
permettraient de s’adapter a leur environnement® Figure 5A. Ce phénomeéne qui implique
d’importantes conséquences cliniques remet alors encore une fois en question les modeles et la récente
hiérarchisation des cellules cancéreuses. Les CSCs feraient alors plutét référence a un état cellulaire
dynamique. En outre, sans aborder le sujet de lorigine des CSCs, un degré de complexité
supplémentaire a également été décrit: la présence de CSCs présentant des portraits moléculaires
hétérogénes au sein d’une méme tumeur® °¢. Récemment, il a méme été montré que dans le contexte
de cancers du seins, les CSCs pouvaient également passer d’un phénotype mésenchyme a épithélial par
régulation de facteurs épigénétiques ce qui est lié a la propriété d’invasion des CSCs>°8, Figure 5B.

Classical SC/CSC view Updated SC/CSC view Figure 5 : La plasticité des CSCs.
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Ce concept déja hautement dynamique, complexe et multiparamétriques est probablement
amené a évoluer encore. La progression de la prise en charge des patients apparait indissociable de la
compréhension des mécanismes de régulation des propriétés appliquées aux CSCs. En clinique,
I"apparition du concept des CSCs et du modele hiérarchique faisaient des CSCs une cible thérapeutique
prometteuse. lls laissaient penser que méme si l'élimination des cellules tumorales permettait d’obtenir
la rémission des patients, seule I'éradication complete des CSCs permettrait une guérison compléte, les
autres cellules cancéreuses ne pouvant pas rétablir la population cancéreuse. Cependant, en ajoutant
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le phénomeéne de plasticité, le probleme se complexifie et devient hautement multiparamétrigue. Le
comportement de ces dernieres apparait donc comme intimement lié aux différents signaux issus de
leur microenvironnement qui participent ainsi a la mise en place de processus de résistance. La
compréhension de cette régulation par les différents signes de la niche semble donc étre la clef pour
progresser dans la compréhension du mécanisme de résistance thérapeutique. Cette dépendance au
microenvironnement pourrait cependant étre absent ou perdu pour certaines tumeurs les plus
agressives ou méme directement modifié par le protocole thérapeutique mis en place et par

I'inflammation>”>°.

Le paragraphe suivant présente de maniere synthétique les différentes techniques utilisées
pour leur isolation depuis I"apparition du concept.

Difficultés de caractérisation/ isolation des CSCs :

L’étude des cellules souches cancéreuses représentent un défi au vu tout d’abord de la difficulté
de leur isolation et caractérisation. Beaucoup d’efforts ont d’abord été effectués pour les isoler a partir
de marqueurs moléculaires membranaires reliés a leurs propriétés souches parmi eux, CD133, CD44,
epCAM (epithelial cell adhesion molecule)®. Leur expression est généralement tissu-dépendant. La
séparation est largement effectuée par cytométrie a flux ou tri magnétique®® %2. Cependant, malgré un
nombre trés important d’études, I'utilisation de marqueurs moléculaires est loin de faire consensus
méme pour un tissu spécifique. L'expression semble déja ne pas étre stable et varier suivant le cycle
cellulaire ®3. Ceci améne les chercheurs a combiner plusieurs types de marqueurs®.

D’autres stratégies basées sur des propriétés fonctionnelles et intrinséques ont été
développées. L'une d’elle est 'utilisation d’un rapporteur de 'activité enzymatique de I’ALDH®. Les CSCs
présentent une activité renforcée de cette enzyme qui peut étre suivi par I'utilisation d’un substrat qui
devient fluorescent lorsqu’il est clivé par ’ALDH (ALDEFLUOR assay). Un autre systéme moins utilisé
utilise également un rapporteur d’activité mais cette fois-ci du protéasome®. Les CSCs présenteraient
une activité réduite de ce dernier. Cette approche sera présentée plus en détails dans le chapitre 2 pour
le modele du glioblastome (2.2). Comme il a déja été mentionné, les CSCs présentent une activité
prononcée des pompes a efflux, participant a leur mécanisme de résistance aux thérapies. Cette
caractéristique peut étre utilisée pour leur isolation par la méthode de la « side population » qui repose
sur "éviction rapide de marqueurs fluorescents telle que Hoechst 33342%. Des analyses fonctionnelles
sont également utilisées, I'une d’entre elles repose sur le test de la capacité des cellules immatures a
résister a I'apoptose sans ancrage, elle sera présentée plus en détails dans le chapitre 4. Rapidement,
elle consiste a isoler les cellules dans des conditions qui empéchent leur adhésion, seules les cellules
souches sont alors capables de résister a une apoptose particuliere nommeée Anoikis. Un test in vivo
repose sur leurs deux caractéristiques essentielles : 'autorenouvélement et la différention. Les cellules
sont injectées dans des souris immunodéprimées. L’évaluation consiste ensuite a observer si ces
dernieres sont capables d’engendrer une tumeur qui reproduit les différentes caractéristiques de la
tumeur d’origine et doit pouvoir étre effectuée en série. L'injection est parfois effectuée sous-cutanée,
ce qui est relativement simple a mettre en place mais ne reproduit pas le microenvironnement de la
tumeur initiale. Des transplantations orthoptiques sont également employées afin d’obtenir des
conditions plus appropriées.
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Les protocoles de culture préconisent généralement d’utiliser exclusivement une culture en 3
dimensions pour préserver le caractere souche des cellules cancéreuses issues de tumeurs solides et
dans un milieu de culture dépourvu de sérum (qui contient des composés pro différenciation comme
des hormones, cytokines) mais supplémenté en facteurs de croissances®. Cependant, aucun protocole
standard n’est établi et la variété des composés utilisés complique la comparaison des résultats entre
les différentes équipes.
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2.4. 'importance du microenvironnement tumoral :

En conditions physiologiques, il existe un équilibre dynamique entre les cellules et les différents
éléments issus de son environnement qui ne cesse de communiquer. Lorsqu’un processus tumoral se
met en place, cet équilibre est hautement modifié. Il est maintenant évident que la progression
tumorale n’est pas seulement l'apparition de cellules génétiqguement modifiées, mais que c’est
également une modification drastique de I'ensemble du tissu dans lequel elles évoluent.
L’environnement tumoral est altéré, il évolue tout au long de I'histoire de la tumeur et participe
activement au processus d’échappement thérapeutique. Il est donc important de considérer la tumeur
dans toute sa complexité non plus a I'’échelle cellulaire, mais a I'échelle tissulaire.

Le stroma ou le microenvironnement tumoral est globalement composé d’une matrice
extracellulaire, d’une population trés hétérogene de cellules, de molécules immunitaires et d’un réseau
vasculaire anarchique Figure 6. Différents types cellulaires sont présents au voisinage de la tumeur avec
les cellules constituants le tissu de base et le recrutement de nouveaux types cellulaires®. Un dialogue
s’établit donc entre la population déja en elle-méme hétérogene de cellules cancéreuses et les
différentes cellules (macrophages, cellules mésenchymes, cellules épithéliales, cancer-associated
fibroblastes) par interaction directe ou par I'intermédiaire de facteurs solubles (cytokines, chemokynes,
exomes, facteurs de croissance...)’’. La matrice extracellulaire constitue un composant non cellulaire
essentiel. Elle est composée de protéines de collagéne, protéoglycanes et glycoprotéines et permet
I'ancrage des cellules. Les cellules associées au contexte tumoral ne « subissent » pas simplement les
signaux issus de la matrice extracellulaire mais participent aussi a son évolution au cours du temps en
modifiant sa composition et son architecture’. La vascularisation autour de la tumeur est aussi
dérégulée, le réseau est désorganisé amenant |'apparition de zones plus ou moins oxygénées. Ceci joue
directement sur la libération d’agents thérapeutiques et donc sur les mécanismes d’échappement.
L’hypoxie alors rencontrée est également un élément important de la modulation des propriétés

cellulaires.

En réalité, la encore I'utilisation du singulier pour désigner le microenvironnement n’est pas
correct ; il est plus approprié de parler de microenvironnements au pluriel car suivant la localisation de
la cellule au sein du tissu, elle ne recoit pas les mémes signaux de 'extérieur. Cet aspect sera présenté
un peu plus en détails dans le cadre du cerveau, de la moelle osseuse et du sein dans le chapitre 2.
Généralement trois niches ressortent au sein de la tumeur primaire, la niche hypoxique, la niche a
I'inverse proche des vaisseaux et celles correspondant a des zones ou peut se dérouler d’éventuelles
migrations cellulaires. Des niches différentes sont également rencontrées lors de la dissémination
tumorale, la cellule est donc amenée a évoluer dans des conditions environnementales trés différentes.
Il est notamment envisagé que suivant 'appartenance des cellules aux propriétés souches a I'une ou
I"autre de ces niches, leur comportement seraient différents et notamment leur état de quiescence.

Face a ces différentes modifications de la composition du microenvironnement tumoral, ses
propriétés physiques évoluent également et présentent, elles aussi, une clef dans la régulation des
cellules cancéreuses, cet aspect sera abordé dans la derniére partie de ce chapitre.
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Fort de ces connaissances, il devient nécessaire d’intégrer le microenvironnement tumoral dans les
études de réponses aux traitements anticancéreux. L’analyse des mutations impliquées dans la mise en
place tumorale a permis des avancées et notamment des thérapies ciblées améliorant la prise en charge
des patients (exemple de la leucémie myéloide chronique dans le chapitre 2) il apparait désormais
indispensable de considérer également l'interaction avec l'environnement pour comprendre des
phénomenes de résistance se mettant en place in vivo.

A B Cell-cell contact

Matrix micro- and
nanostructure

Healthy tissue Tumour microenvironment
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Figure 6 : Les cellules cancéreuses et leurs interactions avec le microenvironnement. (A) La composition cellulaire et I'architecture
du microenvironnement sont modifiés dans le contexte tumoral : il apparait un réseau vasculaire désorganisé, la matrice
extracellulaire (ECM) est modifiée, différents types cellulaires sont recrutés : macrophage (MSC), cellule myéloide, lymphocyte T,
cancer associated fibroblastes (CAF) (B) Les différentes interactions de la cellule avec son microenvironnement 359,360,
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3. Contraintes mécaniques et cellules cancéreuses

3.1. Propriétés mécaniques du microenvironnement tumoral

L’évolution du microenvironnement associée a |"histoire tumorale induit des modifications des
signaux biochimiques percus par les cellules mais également des changements des propriétés
mécaniques qui influencent le comportement des cellules et participent a la progression et a la
résistance tumorale’?. Ces changements sont principalement la conséquence de modifications des
propriétés mécaniques intrinseques des cellules cancéreuses, d’une altération des caractéristiques
physiques de la matrice extracellulaire et de I'expansion rapide de la masse tumorale dans un
environnement restreint accompagnés du recrutement de cellules activées’®.

Un premier élément intéressant concerne la rigidité tissulaire augmentée’. Ceci résulte
principalement d’un remodelage de la matrice extracellulaire dans le contexte tumoral et une
concentration augmentée de protéines de collagéne, une réticulation plus importante et une
réorientation des fibres. Ces éléments induisent une rigidification qui est corrélée a la progression et
I'incidence de la tumeur”. Cette donnée est notamment utilisée dans le diagnostic avec des techniques
non invasives d’échographie ou sonographie traquant les propriétés d’élasticité et de densité’®. Il a
notamment été montré que le changement de propriétés mécaniques de I'ECM influait sur la régulation
de la prolifération cellulaire”’, la differenciation’® et I'expression de génes ayant un réle dans l'invasion
et la formation de métastases’”®. L'augmentation de rigidité induit le regroupement d’intégrines,
I’assemblage des points d’adhésions focaux et I’'augmentation de la tension du cytosquelette’.

Les cellules cancéreuses et les cellules du stroma sont également exposées a différents niveaux
et types de forces. La prolifération exacerbée caractérisant la progression tumorale ameéne une
expansion rapide au sein d’un tissu défini. Les forces exercées par cette croissance et la résistance du
stroma alentour aménent alors a une augmentation des contraintes mécaniques. Le recrutement et
I'expansion des cellules immunitaires et fibroblastes augmentent également cet encombrement. Le
terme de «solid stress » est souvent utilisé pour désigner ces contraintes dues aux composants
« solide » ou plutot non liquide du microenvironnement en opposition a celles imposées par les fluides
interstitiels et réseau vasculaire®. Cependant il semble assez compliqué de diviser strictement le role
de chacun, ce terme peut donc amener a des imprécisions. Dans le cadre d’une tumeur solide, les
contraintes subies par les cellules constituant la tumeur peuvent ensuite étre divisées en deux parties®.
Un 1° type de contraintes s’accumulent lors de la croissance ; elles sont la conséquence d’un
remodelage de ces composants structurels et persistent méme si la tumeur est retirée de I'organe mais
sont libérées par incision® Figure 7C. Il est intéressant de noter qu’une part de ces contraintes peut étre
imputée a la pression des fluides interstitiels, le gonflement de I'acide hyaluronique n’étant pas
supprimé lors de I'excision”®. Un 2™ type de contrainte est d0 a la résistance du tissu environnant a
I’expansion tumorale (externally applied stress), elle est alors supprimée lorsque la tumeur est retirée
du tissu.

Assez récemment, des mesures ont permis de montrer que le type de cancer, la taille de la
tumeur et le tissu environnant influaient sur la valeur des contraintes au sein de la tumeur®. Ils ont
également attesté que cette valeur n’était pas corrélée avec les propriétés d’élasticité du stroma. Les
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forces externes générées seraient donc indépendantes des modifications des forces d’adhérence en
réponse au changement de rigidité de la matrice. Les forces sont définies comme tensiles en périphérie
de la tumeur et compressives au centre.

En paralléle, d’autres forces sont dues aux composants fluides. La pression des fluides
interstitiels est augmentée par des fuites du réseau sanguin dues a une perméabilité vasculaire et par
un drainage lymphatique réduit®. Elle est également la conséquence d’une rétention accrue des fluides
par gonflement d’hydrogel présent au sein de la matrice extracellulaire. Cet élément contribue aussi a
la résistance de la matrice extracellulaire a la croissance tumorale. De plus, la perméabilité vasculaire
est augmentée et peut causer des fuites du réseau sanguin vers |'espace interstitiel. Le drainage
lymphatique est réduit par compression des vaisseaux lymphatiques contribuant ainsi a cette
augmentation de pression des fluides interstitiels.

Lors du processus métastatique, les cellules cancéreuses sont amenées a envahir le réseau
sanguin et ay subir un autre type de forces : les forces de cisaillement. Elles sont dues aux déplacements
du fluide sanguin et dépendent donc de sa viscosité et de sa vitesse. Ce dernier élément présente une
importante hétérogénéité au sein d’une tumeur caractérisée par un réseau vasculaire hautement
désorganisé®.

c Int§ctjumor Relaxed Tumor

Metastatic
niche

@ stromal cell @ cancer cell ——~ ECM

<— Compressive forces <— Tensile forces <«— Shear forces

Figure 7 : Divers stimuli mécaniques sont rencontrés dans le tissu tumoral. (A, B) L'expansion tumorale dans un environnement
défini compresse la tumeur et le stroma. Avec la dissémination tumorale, les cellules migrent vers le réseau vasculaire et
subissent alors des contraintes de cisaillement’3 (C) Représentation des contraintes dues a la croissance, elles sont relachées
apres excision de la tumeur 82,

Les tumeurs représentent ainsi un systéeme mécanique complexe et irrégulier qui évolue au
cours du développement du cancer et des potentiels effets thérapeutiques. Ces changements ne sont

pas sans conséquence sur leur régulation et participent activement au phénomene de résistance.
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3.2. Méthodologie pour I'étude de I'impact des contraintes mécaniques

L'impact de la rigidité de la matrice extracellulaire est assez fréquemment analysé, notamment
dans le contexte des cellules souches et leur différenciation mais également dans le contexte de la
cancérologie, par ajustement des propriétés de substrat ou par inclusion de cellules individuelles ou de
structure en 3D dans une matrice a rigidité controlée®l. Le role des contraintes mécaniques est
relativement moins étudié. Différentes techniques ont été imaginées pour les reproduire in vitro et sont
résumées sur la Figure 8. Les systemes en 2D seront présentés plus en détail dans le chapitre 3.

Avec le développement des structures cellulaires tridimensionnelles des outils ont été mis en
place pour appliquer des forces mécaniques également sur les sphéroides.

lls consistent généralement a laisser croitre les cellules dans un environnement confiné par :
- Inclusion de sphéroides dans une matrice a rigidité ajustée : agarose®?’, PEGA%®

- Croissance dans un volume défini : canaux en PDMS?®, chambre en PDMS %°

- Application d’une pression osmotique (solution de Dextran)®*=3

- Croissance au sein d’une microcapsule®

Amed::s B“ | ; p C MCTS ’a/ //
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Figure 8 : Application de contraintes mécaniques sur des sphéroides. (A) par pression osmotique®=23 (B) inclusion dans de
I‘agaroseg‘c’_87 Q)
PDMS®

Croissance dans une microcapsule déformable® (D) Croissance dans un volume défini par des murs en
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3.3. Importance des contraintes mécaniques sur les cellules cancéreuses

Impact des contraintes mécaniques

L’analyse de I'impact des contraintes mécaniques a montré qu’elle pouvait tout d’abord avoir
un impact sur la croissance tumorale. Le taux de prolifération cellulaire et 'apoptose étaient altérés
aussi bien sur des études au niveau cellulaire par confinement en 2D que sur des études au niveau
multicellulaire en 3D ou la contrainte est induite par la croissance de sphéroides dans un environnement

85, 87,95 ot ceci pour des types cellulaires variés. Cet effet est

restreint ou par pression osmotique
réversible car la croissance est reprise apres libération des contraintes® et participe a la modulation de
la morphologie tumorale, 'apoptose est induite dans les régions subissant la plus forte contrainte alors
que la prolifération est retrouvée pour les localisations a plus faible stimulation®”. La morphologie
cellulaire au sein d’un sphéroide semble également dépendre des forces de compression, les cellules et
les noyaux présentent une orientation et une élongation dans Iaxe principal des forces subies® % |l a
été montré qu’au sein de sphéroides contraints, les cellules étaient stoppées en mitose et que ceci était
di a des défauts d’assemblage du fuseau mitotique®®. La mise en place d’un confinement altére la
modification morphologique qui accompagne la cellule qui initie une mitose. Des défauts d’assemblage
du fuseau mitotique et de capture des chromosomes sont alors observés et peuvent expliquer un temps
de mitose plus important et I'augmentation de divisions asymétriques®®°. La croissance ne doit donc
plus étre vue comme un processus uniquement régulé par des éléments chimiques (nutriments,
facteurs de croissance, oxygene ...) mais également pas les propriétés mécaniques locales du tissu. Des
changements d’expression de génes associés au processus métastatique et a la transition epithélio-

mésenchymateuse ont également été décrits®.

Les acteurs moléculaires

Les signaux mécaniques peuvent influer sur la structure et le comportement cellulaire, les
cellules sont donc capables de sentir ces éléments et de les traduire en signaux biochimiques. Ce
phénomene de mécanotranduction est le processus de conversion d’un signal mécanique en un signal
biochimique résultant en une réponse cellulaire’®. Divers éléments sont décrits comme des facteurs de
transmission des signaux mécaniques'®2. Parmi eux, YAP (Yes-Associated-Protein) et son cofacteur TAZ
sont des facteurs de transcriptions qui peuvent activer leurs génes cibles lorsqu’ils présentent une
localisation nucléaire ou au contraire les inactiver quand leur localisation est cytoplasmique. Des
propriétés cellulaires essentielles comme la prolifération et la différenciation ont été décrites comme
régulées par ces derniers. lls semblent ainsi complétement dérégulés dans plusieurs types de cancers®,
Leurs mécanismes ne sont pas encore entierement compris et sont probablement multiparamétriques
mais I'impact des contraintes mécaniques sur leur action est de plus en plus étudié. YAP est décrit
comme étant activé pour des cellules cultivées sur des substrats rigides et sous forces de tension alors
qu’il est inactivé pour des substrats mous ou par une forte densité cellulaire'®. Des résultat récents
montrent son réle dans la résistance thérapeutique, il est donc au cceur des préoccupations actuelles
en cancérologie et mécanobiologie ; des molécules qui blogueraient indirectement son action sont en
cours d’études cliniques'®. D’autres classes de facteurs de transcriptions sont décrits comme des
éléments participant au phénoméne de mécanotransduction mais également dans le processus de

progression tumorale comme les protéines Jun ou Fos, par exemple10® 106 107,
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3.4. Contraintes mécaniques a I'échelle tissulaire pression homéostatique et compétition
cellulaire

A I"échelle tissulaire cette fois, I'impact des contraintes mécaniques peut étre abordé en
étudiant les notions de pression homéostatique et de compétition cellulaire.

La notion de pression homéostatique a été introduite en se basant sur I'idée que les contraintes
mécanigues imposées sur un tissu contrélent le taux de division cellulaire et I'apoptose et qu’il existerait
alors un état stable de pression ou les deux seraient parfaitement équilibrés. Une expérience théorique
de cette idée est représentée en Figure 9A : la pression exercée mesurée par le piston serait alors la
pression homéostatique du tissu. Si I'on remplace le piston par un autre tissu un phénomene de
compétition cellulaire rentre alors en jeu entre les deux compartiments. Cette notion fait appel a un
processus qui induit I"élimination progressive d’une population cellulaire au bénéfice d’une autre par
apoptose!®. Elle futintroduite chez la drosophile mais se transmet trés bien dans le contexte tumoral*®.
Quelles sont les mécanismes qui permettent a la tumeur de croftre dans un tissu déja encombré et de
« gagner » cette compétition I'opposant aux cellules du tissu initial ? Les cellules cancéreuses semblent
utiliser ce phénomene de « compétition cellulaire » pour éliminer les cellules du microenvironnement
et libérer de I'espace pour leur croissance.

Ce phénomene est encore largement incompris mais les contraintes mécaniques semblent avoir
un réle dans I'élimination des cellules du tissu “perdant”. La différence de tension corticale et donc les
propriétés intrinséques des cellules pourraient renter en jeu et induire cette différence de prolifération
et conduire a cette compétition entre les différentes populations!2°,

Les forces mécaniques imposées par la croissance influeraient sur la compétition cellulaire par :
induction d’apoptose par force de compression, élimination de cellules par modification géométrique
et activation de prolifération des cellules « gagnantes » par forces de tension.

Ce mécanisme est encore théorique, cependant les facteurs connus comme nécessaires pour
établir une compétition cellulaire entre deux tissus semblent étre tous réunis dans le cas du cancer :
présence de forces mécaniques, d’apoptoses, de différence de prolifération entre les populations
cellulaires et variations dans leur sensibilité aux contraintes. Des études ont déja montré que les cellules,
suivant si elles sont transformées ou non, répondent différemment a la compression.
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Figure 9 : Pression homéostatique et compétition cellulaire. (A) Le tissu croft contre un mur déformable relié a un piston, la
croissance s’arréte jusqu'a obtenir équilibre, a la pression homéostatique du tissu ou, ou le taux de prolifération et de mort
cellulaire sont équilibrés. (B,C,D) Les tissus T et H présentent des pressions homéostatiques différentes, lorsque la pression
homéostatique du tissu H est atteint il stoppe sa croissance alors que le tissu T continue la pression dépasse alors la pression

homéostatique du tissu H, son taux d’apoptose augmente et ceci continue jusqu’a complete élimination de ce dernier adapté
de36L 362

L'impact de contraintes mécaniques sur différentes populations cellulaires pourrait ainsi
permettre d’avancer dans la compréhension de ce mécanisme qui semblerait jouer un réle important
lors du développement cancéreux. Comprendre comment les cellules cancéreuses arrivent a gagner
cette compétition tissulaire pourrait permettre d’envisager des thérapies qui n’induisent plus la mort

cellulaire qui ne fait que libérer de la place pour une seconde phase de progression cancéreuse mais
plutdt stopper leur expansion ou idéalement complétement renverser le processus.
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Présentation du projet de these

Tout au long de ce premier chapitre d’introduction, nous avons vu que plusieurs aspects
peuvent expliquer I'échec des thérapies actuelles a apporter une guérison compléte et au plus grand
nombre de patients victimes de cancers. Les résultats et les modeles étudiés sont de plus en plus
complexes et multiparamétriques et nous amenent a repenser la tumeur d’une maniére beaucoup plus
globale. Il semble maintenant primordial de s’intéresser a une sous-population de cellules cancéreuses
présentant des caractéristiques de cellules souches et une incroyable plasticité. Leur régulation apparait
comme intimement liée a leur microenvironnement, il est donc nécessaire d’intégrer des parametres
qui étaient dans un premier temps ignoré dans les modeéles d’études. Parmi eu, il existe de plus en plus
de preuves que la mécanique joue un réle important dans la transformation maligne des cellules et dans
la progression, dissémination mais aussi la résistance de la tumeur®?. La compression subie a la fois par
les cellules cancéreuses mais également par les cellules environnantes augmente drastiquement lors de
la progression tumorale. Inversement, sous I'effet des traitements, la majorité de la masse tumorale est
éradiquée conduisant a la disparition brutale de ces contraintes. Ce phénoméne non physiologique n’est
certainement pas sans conséquence pour le tissu et les cellules le composant. C'est dans ce contexte
que s’inscrit ce projet de these.

Ma thése expérimentale s’est divisée en deux parties. La 1 partie est issue d’une collaboration
de I'équipe biophysique de I'Institut Lumiere Matiére (ILM) avec une équipe du Centre de recherche en
cancérologie de Lyon (CRCL) « BMP, niche tumorale & résistance » dirigée par le docteur Véronique
Maguer-Satta. Ces derniers étudient le réle de I'environnement sur le comportement et la résistance
aux traitements de cellules cancéreuses immatures, en utilisant des modeles de tumeurs épithéliales et
hématopoiétiques. lls désirent intégrer de plus en plus les parametres physiques a leurs modeéles
biologiques et c’est la que réside tout I'enjeu du troisieme chapitre. Un systeme de confinement
cellulaire a deux dimensions a été développé afin de répondre au besoin d’une analyse a long terme de
I'impact des signaux mécaniques sur le comportement cellulaire. Deux modéles biologiques sont utilisés
dans ce chapitre : la Leucémie Myéloide Chronique et le cancer du sein présentés dans le chapitre 2.

La deuxieéme partie concerne un modeéle de culture cellulaire en 3D : le sphéroide. Un deuxiéme
microsystéme a été développé, cette fois-ci pour permettre la production et I'analyse de sphéroides a
moyen débit. Il est détaillé dans le quatrieme chapitre de cette thése. Des études ont été menées en
collaboration avec une autre équipe du CRCL pour cette partie, « Diversité du transcriptome des cellules
souches » du Dr Mathieu Gabut sur un type de cancer cérébral trés agressif : le glioblastome.

Avant de rentrer dans la présentation de ces deux microsystemes et des résultats obtenus, le
chapitre suivant va permettre d’introduire les différents modeéles biologiques utilisés et un élément clef
partagé par ces deux outils : I'agarose. Un hydrogel encore peu utilisé en microfluidiqgue mais qui
présente de véritables atouts pour I'utilisation en culture cellulaire.
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Ce chapitre est consacré a I'introduction des différents acteurs qui entrent en jeu dans la suite de I'étude.
Dans un premier temps, les différents modeéles biologiques utilisés et les différents projets associés sont
présentés. Le contexte de ce type de cancer, le microenvironnement tumoral associé et le modele des
cellules souches cancéreuses sont exposés pour chaque cas. La derniére partie est quant a elle réservée a la
présentation et a la caractérisation du constituant majeur des deux microsystemes développés : I'agarose.

1. Modeles biologiques utilisés dans le chapitre 3
1.1. La leucémie Myéloide Chronique

Généralité sur les leucémies :

Les leucémies avec les lymphomes, constituent des types de cancer dits « liquides ». En 2018 et
d’aprés les données de Globocan 2018, les leucémies se classent au 12°™ rang par leur incidence et
10°™me par leur mortalité. Elles peuvent survenir a tout age, mais sont plus fréquemment rencontrées
chez les jeunes enfants, elles représentent a elles seuls 30% des cancer pédiatriques, d’aprés
I’Organisme Mondiale pour la Santé, ou les personnes de plus 55 ans Figure 11.

Ce sont des maladies hématologiques caractérisées par un nombre anormalement élevé de
globules blancs dans le sang. Cette augmentation est due a une dérégulation du processus
physiologique se déroulant dans la moelle osseuse : ’hématopoiése, littéralement « fabrication du
sang ». Cette derniére est responsable de la production et du perpétuel remplacement des différents
éléments sanguins. Certaines de ces cellules ont une durée de vie trés courte, la moelle osseuse est
donc un tissu hautement prolifique!!2. Ce mécanisme hiérarchisé est représenté Figure 10.
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Figure 10: Hématopoiése : de la cellule souche hématopoiétique aux composants matures du sang. Représentation
schématique du processus hiérarchisé du développement des différentes cellules sanguines. Les cellules souches
hématopoiétiques induisent deux types de cellules progénitrices majeures : myéloide et lymphoide donnant respectivement
les érythrocytes, plaquettes, neutrophiles éosinophiles, basophiles et macrophage et les cellules « Natural killer », lymphocytes
BetT,issudel’3,

31/ 142



Chapitre 2 : Les acteurs

A I'origine des différentes lignées hématopoiétiques, se retrouve une petite fraction de cellules
souches pluripotentes hématopoiétiques, qui se spécialisent progressivement en cellules multipotentes
progénitrices puis en précurseurs et finalement en cellules matures. Ce processus de formation organisé
de maniére hiérarchique est I'un des plus anciennement étudiés du corps humain, un nombre important
de marqueurs de surface ont été observés pour classer les différents compartiments'**, des
hétérogénéités dans la population des cellules souches hématopoiétiques ont également été décrites

et compliquent le modeéle de base®®.

Les cancers liquides apparaissent lorsque des défauts sont présents dans ce processus
d’hématopoiese. lls sont ensuite classifiés en différentes sections suivant le phénotype des cellules
prolifératives dominantes et leur vitesse d’évolution. Les leucémies aigués sont caractérisées par une
progression tres rapide et une accumulation importante de cellules immatures alors que les leucémies
chroniques présentent une évolution plus lente et une augmentation de cellules plus matures. Les
cellules affectées peuvent appartenir a la lignée des cellules myéloides ou lymphoides. Quatre
catégories en ressortent donc suivant ces deux principales caractéristiques : les leucémies aigués
myéloides ou lymphoides et les leucémies chroniques également myéloides ou lymphoides.

Dans la suite de ce manuscrit, I'accent sera mis essentiellement sur la Leucémie Myéloide
Chronigue (LMC).

La Leucémie Myéloide Chronique (LMC) :

La LMC représente autour de 15% des leucémies diagnostiquées dans le monde, elle peut
survenir a tout 4ge mais ne représente qu’une faible part des leucémies pédiatriques Figure 11. L’age
meédian de diagnostic est de 65 ans. Les causes sont encore inconnues, le seul facteur de risques

actuellement démontré est une exposition importante aux radiations!?®.

La pathologie connait
classiguement une progression triphasique ou biphasique. Une premiére période stable dite « phase
chronique » qui peut perdurer plusieurs années est suivie d’une phase d’accélération, instable, qui

s’apparente alors aux leucémies dites aigués.

Percent of New Cases by Age Group: Leukemia Percent of New Cases by Age Group: Chronic Myeloid Leukemia
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Figure 11 : Incidence des leucémies en fonction de I'dge la population des Etats-Unis, 2012-2016 NIH 118,

La leucémie Myéloide Chronique constitue un cas modele pour plusieurs aspects. C'est la
premiére forme de cancer reliée directement a une anomalie chromosomique unique, persistante et
clairement définie : une translocation équilibrée et réciproque entre les chromosomes 9 et 22 (connu
sous le nom de chromosome de Philadelphie découvert en 1960'%). Cette recombinaison induit la
formation d’un oncogene de fusion Bcr-Abl (Breakpoint cluster region-Abelson) résultant a son tour en
une oncoprotéine du méme nom : une tyrosine kinase dérégulée qui résulte en une croissance
leucémique. Elle est impliguée dans plusieurs processus cellulaires majeurs (prolifération,

différenciation, échappement a I'apoptose) par I'intermédiaire de différentes voies de signalisation?°
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et altérant drastiquement les fonctions cellulaires. Elle ne bloque pas la différenciation cellulaire mais
confere un avantage prolifératif important.

Changed chromosome 9
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Figure 12 : Formation de I'oncogéne Bcr-Abl par translocation chromosomique. Une translocation t(9 ;22) caractéristique des
leucémies Myéloides Chroniques induit la fusion du géne Abelson du chromosome 9 avec le gene Ber (Breakpoint cluster
region) du chromosome 22. Ceci résulte en la formation de I'oncogene de fusion Bcr-Abl directement responsable de la
transformation leucémique des cellules, issu de®?1,

L’expression de cette protéine est suffisante pour conduire a des désordres myéloprolifératifs
s’apparentant a la LMC chez les souris'?2. Cependant, il n’est pas encore clair, @ notre connaissance, si
ce réarrangement chromosomique est, a lui seul, I'’élément initiateur. Certaines études suggérent que
cette aberration chromosomique est le résultat d’une cassure simultanée des chromosomes 9 et 22 qui
pourraient étre rapprochés durant I'interphase!?, tandis que d’autres proposent I’hypothése qu’elle est
la conséquence d’instabilités génétiques déja existantes'?*. Des mutations somatiques ou des
événements épigénétiques s’accumulant a posteriori seraient aussi nécessaires pour expliquer la
transition entre les différentes phases de la maladie?’.

Les leucémies représentent également les premiers exemples ol |'existence d’une organisation
hiérarchisée des cellules cancéreuses avec pour origine les cellules souches cancéreuses a été
démontrée’®. Leurs origines semblent étre hétérogeénes ; elles peuvent étre dues a une transformation
des cellules souches hématopoiétiques ou de progéniteurs pour lesquels des propriétés souches et

capacité de renouvellement ont été réactivéest® 126,

LMC, thérapie génique et résistance :

En outre, la LMC est le modéle princeps du développement de thérapie ciblée. Le premier
inhibiteur de tyrosine kinase (connu sous le nom d’Imatinib, Gleevec ou STI-571) a été mis au point au
milieu des années 90 afin de bloquer spécifiquement I'activité de I'oncoprotéine Bcr-Abl. Brievement,
I'imatinib vient se lier au site catalytique de la tyrosine kinase, inhibe la liaison de I'adénosine
triphosphate (ATP) par compétition directe et stabilise une forme inactive de Bcr-Abl*?” Figure 13.Trés
rapidement, il constitua le traitement de référence de la LMC, induisant le blocage de phosphorylation
de plusieurs substrats, I'inhibition de divers signaux mitotiques, le rétablissement de la sensibilité a
I'apoptose et la baisse de l'instabilité génétique pour les cellules Ber-Abl+ tout en présentant une tres
faible toxicité pour les cellules Ber-Abl-. Cette thérapie ciblée demeure un exemple remarquable de la
réussite de la mise au point de molécules sélectives. Son efficacité inédite en phase chronique a permis
a la LMC de devenir la premiére catégorie de cancer ou un traitement thérapeutique permet au patient
de retrouver une espérance de vie normale.
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Figure 13 Représentation simplifiée du mécanisme d’action
de lI'imatinib. A gauche : La liaison de I'ATP est essentielle
pour la phosphorylation de substrats de forme active de la
tyrosine kinase Bcr-Abl, qui vont ensuite activer diverses
voies de signalisations et mener a la LMC. A droite : L'imatinib
bloque la liaison de I'ATP, stabilise la forme inactive de la
tyrosine kinase et inhibe son action. Issu de 128

CML

Cependant, la LMC a également constitué le premier modele de I'étude des mécanismes de
résistance thérapeutique. Un tiers des patients n’ont pas répondu correctement au traitement ou ont
d( stopper le traitement en raison d’effets secondaires non tolérables. Différents phénomeénes ont été
décrits : ils sont liés a des variations de mécanismes cellulaires intrinséques ou extrinséques??. Des
mutations de la tyrosine kinase Bcr-Abl peuvent par exemple expliquer I'inaction de I'lmatinib, elles ne
sont pas induites par le traitement mais surviennent sur de petites proportions de cellules ensuite
sélectionnées par leur capacité de survie. Une surexpression de I'oncoprotéine peut également rendre
inefficace Il'action de la thérapie ciblée. Des processus plus classiguement connus, comme
I'augmentation d’efflux ou la baisse de I'influx des molécules ont également été observés et peuvent
restreindre 'action de la thérapie. Cependant, les mécanismes de résistance, probablement souvent
multifactoriels, ne sont pas encore tous décrits et connus*®.

La LMC est également 'exemple pionnier de I'analyse de persistance des CSCs. En effet, aucun
des inhibiteurs de tyrosine n’est curatif, ils nécessitent un traitement continu. Les cellules
indifférenciées Ber-Abl+ ne sont supprimées par aucun des inhibiteurs de tyrosine kinase et demeurent
dans la moelle osseuse des patients méme aprés une longue période de rémission. lls constituent
vraisemblablement le point de départ des rechutes et leur présence expliquent la progression de la
maladie observée apreés arrét de traitement?37133,

Cellules souches hématopoiétiques, moelle osseuse et microenvironnement :

En conditions physiologiques, les cellules souches hématopoiétiques jusqu’aux précurseurs,
sont limitées a la moelle osseuse (leur présence dans le sang n’est pas totalement exclue mais reste
rare), alors que les cellules matures composent exclusivement le sang. Chez I'adulte, I’hématopoiése se
déroule dans la moelle osseuse dite « rouge » (par opposition a la moelle « jaune » graisseuse), du crane,
du sternum, des vertébres, du fémur, des cotes ou encore du pelvis Figure 14. Ce processus est finement
contrdlé par des mécanismes intrinseques aux cellules mais également par des signaux extrinséques
issus du microenvironnement. La moelle osseuse est un tissu riche et complexe, hautement vascularisé
et innervé et présentant une hétérogénéité cellulaire et moléculaire importante. Les cellules présentes
sont issues de la lignée hématopoiétique mais aussi d’une lignée mésenchyme composée de cellules
souches mésenchymateuses et de leurs dérivés plus matures comme les adipocytes, ostéoblastes,
ostéoclastes et cellules endothéliales. Des « sous-niches » distinctes de cellules souches
hématopoiétiques se détachent ensuite par leurs composition et localisation. La niche endostéale est a
I'interface entre la structure osseuse et la moelle et est principalement composée de cellules
ostéoblastiques a différents niveaux de maturation. Elle est dense et présente une quantité importante
de fibronectine. Des cellules souches hématopoiétiques sont également présentes proches du réseau
vasculaire, de I'endostenum ou plus au centre de la moelle osseuse®*,
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Outres les compositions biologiques hétérogenes, les différentes localisations présentent
également des gradients de signaux biochimiques et des propriétés physiques treés différentes qui
influent sur le comportements des cellules souches®®>. La moelle osseuse est un tissu visqueux confiné
par les barrieres osseuses, qui posséde un environnement mécanique varié et qui peut étre affecté par
des facteurs externes comme le flux sanguin, I'activité, 'dge et certaines pathologies®.
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Figure 14 : Représentation du microenvironnement des cellules souches hématopoiétiques. (A, B) I’hnématopoiese se déroule
chez I'adulte dans la moelle osseuse « rouge » (C) Deux niches hématopoiétiques se distinguent : la niche vasculaire et la niche
endostéale, elles participent a la régulation des cellules souches. Modifié de'3’.

Ces diverses niches hématopoiétiques complexes, dynamiques et multiparamétriques régulent

plusieurs fonctions essentielles des cellules hématopoiétiques immatures®3®,

Les cellules souches
mésenchymateuses, tout d’abord, jouent un réle central dans cette régulation'®. Elles participent
activement a la mise en place de la matrice extracellulaire, sécretent des facteurs de croissance,
cytokines, inhibent les fonctions immunitaires et contribuent a définir les propriétés biochimiques et
physiques du microenvironnement?. Les paramétres physiques comme la géométrie, la rigidité et
I'adhésion ont déja été décrits comme facteurs d’influence du comportement et notamment la

différenciation des cellules souches hématopoiétiques mais aussi mésenchymes!?,
LMC, moelle osseuse et microenvironnement :

Dans le cadre de la LMC, la pathologie résulte d’une altération chromosomigque mais de plus en
plus d’études s’accordent a dire que le microenvironnement jouerait un réle dans I'émergence et la
maintenance du processus leucémique. Les échanges indispensables aux cellules souches
hématopoiétiques saines pourraient étre détournés au profit des cellules cancéreuses et notamment
des cellules souches leucémiques®*?. Parallélement aux cellules hématopoiétiques immatures saines,
ces dernieres se retrouvent également dans les niches vasculaires et endostéales et peuvent donc
interagir avec tous les éléments les composant. De plus en plus de mécanismes liés au
microenvironnement se révelent jouer un rdle dans la régulation et la protection des cellules souches

143

leucémiques?®. Il apparait comme largement réarrangé et compromet I’"hématopoiése physiologique

en mettant en place une niche leucémique®**.

Les propriétés physiques du microenvironnement sont profondément altérées dans le contexte
tumoral. La transformation Bcr-Abl typique de la LMC induit une prolifération excessive de cellules
souches au sein de leur microenvironnement ce qui pourrait conduire a un confinement accru des
cellules cancéreuses mais également de tous les types cellulaires présents dans la moelle osseuse. La
pression dans la moelle de patients leucémiques a été décrite comme 10 ou 20 fois supérieure a celle
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des personnes saines. Cependant, I'impact des signaux mécaniques sur les cancers liquides reste
largement incompris. Un groupe a montré un effet de la pression appliquée sur les cellules, sur leur
résistance a un agent thérapeutique'® dans le cadre de leucémie myéloide aigué. Comprendre les
potentiels divergences d’effets sur les différents types de leucémies présentant des mutations
différentes restent également a éclaircir. Par ailleurs, des études ont déja montré que la rigidité du
substrat pouvait influer sur la prolifération et la résistance de cellules leucémiques aux agents anti-
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cancéreux™® et I'effet semble différent selon chaque type de leucémie.

Il est également intéressant de noter que les propriétés physiques intrinseques des cellules
leucémiques different des cellules hématopoiétiques saines ce qui pourrait altérer les réponses aux
stimulations externes. Pour les tumeurs solides, on retrouve généralement une rigidité moins
importante des cellules cancéreuses en comparaison aux cellules saines, a des cellules de grades
antérieurs ou aprés linduction d’oncogéne'* % Au contraire, des rigidités supérieures ont été
constatées pour les cellules leucémiques myéloides et lymphoblastiques®™® ! Une hausse est

également décrite chez les cellules résistantes aux chimiothérapies®® 153,

Le projet :

C’est dans ce contexte multiparamétrique qu’une collaboration avec le groupe de recherche de
Véronique Maguer-Satta a débuté. Cette équipe étudie notamment les mécanismes de résistances dans

le contexte des LMC en évaluant particulierement I'implication de I'environnement tumoral.

L’objectif est donc d’apporter un paramétre supplémentaire a leurs modeles en intégrant des
forces de compression pour mimer les contraintes subies in vivo. L'idée est donc d’étudier I'impact des
contraintes mécaniques sur différentes lignées cellulaires dont disposent I'équipe du CRCL pour
modéliser la LMC. Trois d’entre elles sont utilisées dans cette étude : deux lignées de cellules immatures
hématopoiétiques : les TF1-GFP et TF1-BA et une lignée de cellules mésenchymes : les HS27A. Les
cellules TF1-GFP et TF1-BA ont été obtenues apres transfection de la lignée cellulaire hématopoiétique
immature TF1, respectivement par un vecteur contréle ne portant que la protéine fluorescente GFP
(TF1-GFP) et par un vecteur portant la GFP fusionnée a I'oncogéne Bcr-Abl a I'origine de la leucémie
myéloide chronique (TF1-BA) Figure 15.
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Figure 15 : Cellules souches leucémiques et construction de lignées. A gauche: les cellules souches leucémiques
caractéristiques de la CML sont issues d’une altération génétique t(9,22) des cellules souches hématopoiétiques. A droite : les
lignées TF1-GFP et TF1-BA sont issues d’une transfection par rétrovirus de la GFP seule ou accompagnée de |'oncogene Bcr-
Ablu3

Ces lignées sont des modeéles de choix dans I'étude de mécanismes de la leucémie myéloide
chronique et de cellules souches cancéreuses. lls permettent d’examiner directement le role de
I'expression de Bcr-Abl sur des cellules souches en comparant directement a son contréle qui ne
I'exprime pas.
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1.2. Le cancer du sein

Un autre modele biologique utilisé dans cette partie est celui du cancer du sein.
Généralité sur le cancer du sein :

Le cancer du sein est I'un des deux types de cancer les plus diagnostiqués dans le monde, ex-
aequo avec le cancer du poumon (données Globocan 2018 Figure 16). Il représente a lui seul 24 % des
nouveaux cas de cancer diagnostiqués chez la femme, ce qui en fait la classe la plus fréquente du sexe
féminin (le cancer colorectal et le cancer du poumon deuxieme et troisieme représentent
respectivement 9% et 8%). A noter cependant qu’il n’est pas totalement a exclure chez I'hnomme mais il
reste tres rare et représente moins de 1% des cas de cancer du sein. Plusieurs facteurs de risques ont
été identifiés : des génétiques et des non génétiques. Les mutations responsables les plus connus et les
plus répandus concernent BRCA 1 et BRCA 2 ; ils augmentent les risques de 65 a 85 % chez les porteuses
de la mutation>*. Une consommation excessive d’alcool et la prise d’hormones lors de la ménopause
sont des risques avérés ; alors que la contraception orale, le tabac et I'obésité montrent des résultats

trés incertains®®> 1%,

Les thérapies actuelles font appel aux techniques classiques de chirurgie, radiothérapie et
chimiothérapie mais également a I'hormonothérapie et a quelgues outils de thérapie ciblée. Une baisse
du taux de mortalité a été permise notamment grace aux améliorations des méthodes de dépistage,
permettant désormais une détection en phase précoce dans la majorité des cas. Néanmoins, certaines
pathologies continuent a avoir un mauvais pronostic.

Number of new cases in 2018, both sexes, all ages Number of deaths in 2018, both sexes, all ages
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Figure 16 : Incidence et nombre de décés du cancer du sein, au niveau mondial, pour les deux sexes, a tous les dges (Globocan
2018). Le cancer du sein représente la part la plus importante des nouveaux cas diagnostiqués en 2018, ex-aequo avec le
cancer du poumon (11.6%), il est classé 5¢™me concernant le nombre de décés en 2018 avec 6.6%7.

Différentes études ont tenté d’expliquer les grandes variations observées dans le devenir des
patientes. En particulier, de lourds programmes d’analyses moléculaires ont permis de définir trois
grands groupes de cancer du sein : les tumeurs luminales, basales et HER suivant |'expression de
récepteur d’cestrogenes, de la progestérone ou de surexpression d’un facteur de croissance
épidermique humain®®. Ainsi, le terme « cancer du sein » englobe en réalité un ensemble de
pathologies diverses. Elles affectent le méme organe et proviennent de la méme structure anatomique
mais des caractéristiques différentes non seulement génomiques, transcriptomiques, épigénétiques,
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mais également cellulaires sont identifiées. La réponse aux traitements et le pronostic clinique des
différentes classes, y compris dans le méme sous-type, restent assez souvent imprévisibles.

La trés grande majorité des cancers du sein touche les cellules épithéliales des glandes
mammaires, dans les canaux et/ou bien dans les lobules Figure 17. lls sont qualifiés d’infiltrant lorsque
les tissus périphériques sont aussi atteints et I'on parle d’envahissement ganglionnaire lorsque les
ganglions axillaires, situés sous le bras, sont également touchés.

CSC, microenvironnement et cancer du sein :

Le sein normal est constitué de plusieurs canaux composés d’une couche de cellules épithéliales
canulaires entourées de cellules myoépithéliales. Elles sont toutes deux issues de larbre de
différenciation des cellules souches mammaires Figure 17B et C. Le microenvironnement est composé
de matrices extracellulaires et de plusieurs types de cellules stromales comme les fibroblastes, les
adipocytes et les cellules épithéliales Figure 17B. Ce stroma participe activement a la régulation des
propriétés fonctionnelles du sein, en effet, ce tissu est voué a se métamorphoser plusieurs fois au cours
de la vie d’'une femme, avec la puberté, la ménopause, la grossesse et I'allaitement. Il est maintenant
établi que ce microenvironnement joue également un role clé dans la progression et la résistance
tumorale, il est décrit comme étant lui-méme dérégulé a I'apparition de pathologies®®.
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Figure 17 : Le sein et son microenvironnement (A) Représentation de I'anatomie du sein (B) Le microenvironnement (C) Arbre
de différenciation des cellules souches mammaires. Adapté de®0

Les propriétés mécaniques du tissu sont également drastiquement modifiées. La matrice
extracellulaire est modulée et promeut la progression des cellules cancéreuses!®®. De plus, méme si
nous ne sommes pas dans le cas d’un tissu confiné dans une enceinte osseuse comme pour la LMC et
la moelle osseuse, le tissu mammaire n’est pas extensible a 'infini et une prolifération cellulaire
excessive ou au contraire une suppression rapide apres thérapie n’est pas sans conséquence sur les
contraintes mécaniques. Ces dernieres contribuent ensuite certainement au remodelage de
I’environnement et peuvent avoir un role dans I'évolution de la maladie. De facon intéressante, des
données récentes suggérent la survenue préférentielle des tumeurs du sous-type basal chez des
femmes jeunes et présentant une histologie de la glande mammaire trés fibreuse a haute densité
tissulaire®®?. Ce risque lié 3 la densité cellulaire semble s’accompagner de I'augmentation d’un contexte
inflammatoire’®,

Le concept de cellules souches cancéreuses a également été appliqué aux différents types de
cancers du sein?®,
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Le projet :

L’objectif du projet est ici d’utiliser le systtme de confinement cellulaire sur un modele de
cancer solide, en utilisant encore une fois des modeles biologiques mis au point par I'équipe de
Véronique Maguer-Satta. Dans ce manuscrit, les études se cantonneront exclusivement aux cellules
souches mammaires saines: les MCF10A. Cette lignée, naturellement immortalisée, est non
transformée et décrite comme progénitrice des sous-types épithéliales mammaires Figure 17. Par la
suite, Il est prévu d’analyser I'effet des stimulations mécaniques sur des modeles tres pertinents de
I’évolution du cancer du sein (notamment a un stade précoce), développés par I'équipe du CRCL a partir
de ces mémes cellules MCF10A. Cette lignée cellulaire est également une des lignées les plus utilisées
dans les études biomécaniques par rapport aux cellules hématopoiétiques ; ceci nous permettra de
confronter nos résultats plus aisément avec la littérature et d’évaluer I'utilisation de notre systéme de
confinement avec des cellules épithéliales adhérentes.

39/ 142



Chapitre 2 : Les acteurs

2. Modeles utilisés dans le chapitre 4 :

Deux types cellulaires distincts ont été utilisés dans cette partie. Le premier est une lignée
cellulaire colorectale utilisée en routine (HCT116) dans notre équipe tandis que le deuxieme concerne
une lignée primaire de glioblastome (cancer |étal du cerveau), mise au point par I'équipe du CRCL dirigée
par Mathieu Gabut, « Diversité du transcriptome des cellules souches ».

2.1. Lalignée cellulaire HCT116

Cette lignée cellulaire de cancer colorectal humain notée HCT116 est fréquemment employée
en cancérologie. Le cancer colorectal est un des cancers les plus fréquents dans les pays européens, les
facteurs environnementaux (manque d’activité physique, alimentation) sont accusés d’étre
responsables d’un grand nombre de cas. Des formes familiales sont également présentes liées a des
mutations génétiques spécifiques héréditaires!®®. La prise en charge est constituée principalement de
chirurgie, chimiothérapie et suivant les mutations de thérapie ciblée. 50% des cas présentent encore
actuellement une récidive. Deux options possibles semblent faire consensus concernant les cellules a
I'origine : des cellules souches de la base de la crypte intestinale qui permettent le renouvellement
incessant des cellules colorectales ou des cellules plus différenciées (+4 niveaux de différenciation).
En 2007, il a été montré qu’il existait des cellules souches au sein des cultures d’"HCT116. Plusieurs
études utilisant différentes méthodes ont permis de caractériser une sous population souche au sein de
la lignée cellulaire HCT116 par différents marqueurs (CD 133, CD 26, CD 44) ou propriétés fonctionnelles
(tumorigénicité, ALDH) qui sont enrichis aprés chimiothérapie®®.
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2.2. Le Glioblastome

Généralité sur le glioblastome :

Le glioblastome (ou glioblastome multiforme GBM) est la forme de tumeurs cérébrales la plus

169)

courante et la plus agressive (60% de I'ensemble des cancers du cerveau'). Il présente encore

aujourd’hui un trés mauvais pronostic.

Différents types de tumeur du cerveau existent, elles sont classées suivant des parametres
histogénétiques. Le dernier classement de I'Organisme Mondial de la Santé datant de 2016 integre
également pour la premiére fois des paramétres moléculaires'’®. Le GBM appartient au terme plus
général de gliome définissant les tumeurs touchant les cellules gliales. Ces derniéres constituent
I'environnement des neurones, longtemps considérées comme de simples cellules secondaires, elles
sont maintenant reconnues comme essentielles pour la survie neuronale, la régulation de 'lhoméostasie
cérébrale, I'établissement de la barriere hémato-encéphaliques et pour la surveillance immunitaire du
cerveau'’!. Elles sont classées en quatre sous-types cellulaires. Le GBM est le nom utilisé pour définir
les tumeurs de grade IV composées de cellules a I'aspect astrocytaire, sous type des cellules gliales
gualifiées de neuroprotectrices fournissant de |'énergie et régulant les activités métaboliques des
neurones'’? .

Suivant les cas, le GBM peut présenter différentes localisations!’?, pour la majorité des patients
il se situe dans la partie supérieure de I'encéphale. Les tumeurs peuvent également apparaitre au niveau
du cervelet ou dans la moelle épiniére dans de plus rares cas. Il peut atteindre des personnes de tout
age mais présente une prévalence pour les personnes de plus de 50 ans avec un age médian de 64 ans
lors du diagnostic'’* 175, Les patients atteints de glioblastomes ont une survie médiane d’environ un an
et un taux de survie a 5 ans aprés diagnostic de seulement 10 %%, c’est un cancer ayant I'un des
pronostics les plus sombres, tout type de cancer confondu. Les causes restent largement inconnues.
Actuellement I'exposition a une haute dose de radiation ionisante est le seul facteur de risque confirmé,
les prédispositions génétiques n’ont été observées que dans 5-10% des cas'’” 178, Certaines analyses
suggérent une augmentation de l'incidence des GBM (1% par an en moyenne ces derniéres années) qui
ne pourrait pas simplement s’expliquer par un vieillissement de la population mais aucun lien avec les
changements de nos modes de vie n’a été établi’®. De nombreuses suspicions ont été faites concernant
I"utilisation des téléphones portables, les ondes non-ionisantes et I'apparition de cancers cérébraux et
GBM™ %182 mais le lien n’a clairement pas été démontré et les études réalisées ne font pas consensus.

Les traitements utilisés actuellement sont multimodaux et agressifs. Ils combinent une
résurrection tumorale par chirurgie et des protocoles de radio- et chimiothérapie mais ils permettent
seulement de retarder la récidive constamment observée. De nombreuses nouvelles stratégies plus
ciblées sont en cours d’exploration, inhibiteurs de facteurs de croissance, immunothérapies et vaccins
antitumoraux, utilisation de nanoparticules pour le franchissement de la barriere hémato-
encéphalique® 84 Cependant, en dépit de la découverte de plusieurs cibles thérapeutiques qui
s’annoncaient prometteuses, aucune ne s’est révélée efficace pour le moment*®*. La mise en place et le
test de nouvelles thérapies est complexifiés par le nombre relativement faible de patients pouvant
participer aux essais cliniques (le GBM est une maladie dite rare) associé a une importante disparité de
la maladie. Les tumeurs GBM présentent une exceptionnelle hétérogénéité a I'échelle inter-tumorales

185-

et intra-tumorales au niveau phénotypique et moléculaire’®18, Les mutations s’accumulent également
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au cours du temps ajoutant une évolution génétique temporelle®®” 19 Ceci complique amplement
I'identification de nouvelles stratégies thérapeutiques et rend quasiment inenvisageable la mise en
place d’un traitement universel efficace.

Cellules souches de glioblastome (CSG)

Un nombre croissant de données suggerent que ces tumeurs sont organisées de maniére
hiérarchique a la maniére du tissu neural sain. Cette organisation est initiée et maintenue par une sous
population de cellules souches cancéreuses nommées dans ce cas cellules souches de glioblastomes*®.
Leur existence peut expliquer les récidives constantes des GBM malgré I'utilisation de thérapies de plus
en plus agressives. Dans ce contexte, de nombreuses analyses génomiques, transcriptomiques ou
protéomiques ont tenté de caractériser cette sous-population de cellules du glioblastome par des
marqueurs membranaires (CD133%9% 192  L1CAM , CD449371%) ou intracellulaire (olig2®, Oct4, sox2...).
Néanmoins, aucun consensus pour l'identification des CSGs a I'aide de tels marqueurs n’a pu étre
établi® et la combinaison de plusieurs marqueurs semble indispensable®. Leur rareté, la diversité de

195) et I'absence de mise en culture standardisée

leurs origines (lignée cellulaire, biopsie, xénogreffes
pourraient expliquer les contradictions observées entre les études. Les cellules du GBM se définissent
par une extréme hétérogénéité et instabilité génomique®® et des études montrent I'existence de divers
clénes et plusieurs types de CSGs au sein d’une méme tumeur®® 187200 De plus, le maintien de leurs
propriétés souches est directement influencé par leur microenvironnement® et les CSG sont
caractérisées par une importante plasticité et une grande dynamique. Le pH®, |a présence de cellules

201 2 ont déja été reconnus

du microenvironnemen et I'interaction avec les cellules immunitaires?
comme ayant un réle dans la maintenance des CSGs. Elles sont aptes a réduire leur métabolisme et a se
mettre en quiescence, ce qui leur permet de résister aux protocoles de chimiothérapie!®. Elles semblent
également capables de dé-différenciation : quatre facteurs transcriptionnels ont été identifiés comme
capable de dé-différentier des cellules en CSG?®. Le pH pourrait également posséder un réle dans ce
phénomene, une augmentation de marqueurs souches a été retrouvée dans un environnement plus

acide®®,

Ces différents constats constituent aujourd’hui un frein important a leur caractérisation par
I'intermédiaire de marqueurs « classiques » et rend le concept de I'existence des CSGs confus. Ceci
reviendrait a un état cellulaire possible plutét qu’a une véritable identité. Il semble alors
particulierement intéressant si ce n’est indispensable d’étudier de maniére dynamique les CSGs mais
aussi le réle du microenvironnement tumoral sur leur comportement.

Cellules a I'origine des cellules souches de glioblastome :

Les cellules a I'origine des GBM est encore largement inconnu. Le GBM étant essentiellement
composé de cellules au phénotype astrocytaire, la proposition d’astrocytes comme cellule a I'origine du
GBM est évidemment attractive. Cependant, I'identification récente d’une sous-population de cellules
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immatures de glioblastomes qui partage des caractéristiques avec les cellules souches neurales a
évidemment mis a mal cette derniere hypothese.

@ @——=

Progéniteur Progéniteur < A
neural glial ;
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neurone oligodendrocyte astrocyte
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Figure 18 : Hypotheéses sur |'origine des cellules de glioblastome. Les cellules souches de glioblastome pourraient résulter de
I"accumulation de mutations (éclairs jaunes) entrainant la transformation oncogénétique d’une cellule souche neurale (CSN)
ou d’un progéniteur glial ou par la dédifférenciation d’un astrocyte ou d’un neurone mature20s.

Deux propositions se dégagent donc : la cellule a I'origine est une cellule immature (cellules

)206:297 5y une cellule plus différentiée qui requiert alors une étape de

souches neurales ou progéniteurs
dédifférenciation®® 2%, Evidemment, les deux hypothéses ne sont pas incompatibles, I'importante

hétérogénéité du GBM peut également étre synonyme de différents types de cellules a I'origine?'©
Propriétés mécaniques des gliomes :

Au cceur d’'un cerveau sain, il a déja été montré qu’il existe une disparité des propriétés
mécaniques, suivant les différentes aires cérébrales?!! mais aussi au cours du vieillissement. De plus en
plus d’études démontrent I'importance des signaux mécaniques sur le fonctionnement des cellules
neurales??, |a rigidité locale de I'environnement des neurones semble par exemple guider la trajectoire
des axones par I'intermédiaire de canaux ioniques mécano sensibles comme Piezo12%3.

Les propriétés mécaniques du cerveau évoluent au cours du développement tumoral. A I'instar
des leucémies et de la moelle osseuse confinée a l'intérieur de I'os, les cellules du cerveau sont
contraintes par la boite crénienne, les forces de compression appliquées sur les différentes cellules
doivent augmenter radicalement lors de la progression tumorale. Ces forces compriment le tissus sain,
(elles sont par ailleurs souvent considérées comme responsables des symptdmes neurologiques

2% 'mais sont également appliquées aux cellules tumorales. Le changement

observés chez les patients
de composition de la matrice extracellulaire et sa rigidification mais également I'augmentation du
réseau de vascularisation (les GBM sont généralement tres vascularisés) vont aussi avoir des effets sur
les changements physiques de I'environnement mécanique local des cellules. Comme pour la plupart
des cancers, le module élastique semble plus important au sein du GBM en comparaison avec un tissu

215 mais semble varier avec les régions?®. La rigidification du tissu pourrait également étre un signe

217,218

sain
de mauvais pronostic et de haut grade de gliome

Des études in vitro montrent I'effet de la rigidité du substrat sur des cellules du GBM qui
semblent impacter leur prolifération (par augmentation de I'expression et/ou phosphorylation du
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récepteur EGPR)?® et leur motilité?2% 221222 | 3 migration a déja été identifiée comme potentiel facteur

224 mais aussi

de pronostic?®. Le degré de mécano-sensitivité des cellules semble dépendre des patients
de la sous-population cellulaire?* 22% . Qutre la rigidité du substrat, peu d’études ont été mises en place
pour comprendre le réle des propriétés physiques du microenvironnement sur le comportement des
cellules de GBM. Un systeme de compression cellulaire a permis de montrer que la compaction des
cellules induit une surexpression de collagéne, du facteur de croissance endothélial VEGF et de I'enzyme
lysyl-oxidase responsable de la réticulation du collagéne??’. Ceci démontre un lien entre les forces

mécaniques et I'augmentation de rigidité de la matrice extracellulaire mais aussi avec I'angiogenése.
Le projet :

C'est dans ce cadre, qu’un projet collaboratif entre I'équipe du CRCL dirigée par le Dr Gabut et
notre équipe (plus particulierement Dr Monnier Sylvain, Dr Riviére Charlotte et Dr Delanoe-Ayari
Héléne) a été initié au cours de ma thése. Ce groupe travaille sur la compréhension des mécanismes
post-transcriptionnels des cellules souches embryonnaires et dans le contexte des cellules souches de
Glioblastome. L'idée de ce projet est donc de coupler les expertises de biologies cellulaire, moléculaire
et transcriptomique de nos collaborateurs avec les connaissances et méthodes de microfluidique et de
mécanique cellulaire développées au sein de I'équipe afin de :

1) Etudier le comportement et les propriétés de la sous-population de cellules de GBM dites
souches de maniere dynamique au sein de neurosphéres (terme désignant les sphéroides
multicellulaires dans le cadre de cellules neurales) en utilisant des approches biophysiques,
microfluidiques et de vidéomicroscopie.

2) Etablir une signature moléculaire de sous-population de cellules identifiées en fonction de
leurs propriétés fonctionnelles.

3) Mimer les différents niveaux de forces mécaniques rencontrées in vivo et comprendre leur
effet sur les cellules du glioblastome.

Les cellules utilisées au cours de I'étude sont des cellules de GBM obtenues par dissociation de
prélevements tumoraux issus d’exéreses chirurgicales de patients. Dans ce manuscrit, les cellules
étudiées sont les cellules N14 qui proviennent a I'origine de I'équipe “neuro-oncologie expérimentale”
de linstitut du cerveau et de la moelle épiniére du docteur Ahmed Idbaih. Elles ont ensuite été
amplifiées in vitro dans I'équipe du docteur Gabut. Elles sont gardées en culture en 3D au sein de
neurospheres dans un milieu de culture sans sérum et supplémenté par divers facteurs de croissance.
L'utilisation de neurosphéres est la méthode la plus largement utilisée pour la culture de population
peu différenciée de cellules neurales ou de de glioblastome?%,

Afin de suivre le devenir et le comportement des CSGs, I'équipe du docteur Gabut a mis en place
un systeme de rapporteur de I'activité du protéasome appelée ZsGreen. Le protéasome est un complexe
enzymatique du cytosol. Sa fonction principale est la dégradation de protéines. Il présente un role
essentiel dans de nombreux processus cellulaires dont le cycle cellulaire et la réparation de I"’ADN.
Plusieurs études ont montré que les cellules cancéreuses aux propriétés souches présentent une faible
activité du protéasome : les protéines composant le protéasome sont sous-exprimées et leur inhibition
forcée chimiquement semble n"avoir aucun effet contrairement a ce qui se passe pour d’autres cellules
cancéreuses ol une augmentation de la mortalité est visible??® 23°. Un rapporteur de l'activité du
protéasome est utilisé : il est nommé Zsgreen et résulte de la fusion d’un dégron (partie d’'une protéine
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régulatrice de sa dégradation) cible du protéasome avec une protéine fluorescente. Le complexe est
cloné dans un systéme lentiviral qui permet la production de rétrovirus et I'infection de cellules N14. La
protéine de fusion fluorescente s’accumule ensuite dans les cellules. L'activation potentielle du
protéasome induit sa dégradation et donc la perte de la fluorescence. Les cellules Zsgreen positives
seront donc fluorescentes, puisque le protéasome y est inactif et ne dégrade pas la protéine de fusion,
alors gu’au contraire le signal est éliminé dans les cellules ZsGreen négative par action du protéasome.

Dégradation directe par
le protéasome
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Figure 19 : Mécanisme de suivi de I'activité du protéasome par fusion d'une protéine fluorescente avec un dégron. Lorsque le
protéasome est actif il dégrade la protéine alors que lorsque son activité est réduite ZsGreen s'accumule au sein de la cellule.

Issu de?31,

45/ 142



Chapitre 2 : Les acteurs

3. L’hydrogel utilisé pour contrdler le microenvironnement des cellules dans
cette thése : I'agarose

3.1. Présentation générale

La tres grande majorité des microsystemes utilisés pour la culture cellulaire est réalisée avec un
polymére nommé PDMS (Polydimethylsiloxane)??. C'est un matériau peu colteux, transparent,
considéré comme biocompatible, facile a mouler (ratios nanométriques des dimensions) et il peut étre
coller de maniere étanche trés facilement sur des substrats en verre par simple traitement plasma).
Cependant il peut également présenter d’'importantes limites pour la culture cellulaire a long terme ; il
est notamment imperméable aux petites molécules solubles (résultant en un conditionnement rapide
du milieu de culture cellulaire (baisse de nutriments et augmentation de la concentration des facteurs
sécrétés) si un flux continu n’est pas apporté dans le dispositif. De plus, il présente une absorption des
agents thérapeutiques rendant I'utilisation de drogues impossibles dans ce genre de systéeme?3* 23,
Enfin, la rigidité de ce type de matériau est bien supérieure a celles rencontrées in vivo (Mpa vs kPa)?*.
Des microsystémes en hydrogel ont commencé a voir le jour pour contourner ces limites mais sont
encore largement minoritaires®®. C’est ainsi qu’il a été décidé d’utiliser un hydrogel comme matériau
principal des deux systémes présentés en partie 3 et 4 de ce manuscrit et développés au sein de I'équipe
biophysique.

Le choix s’est porté sur un hydrogel naturel présentant différents avantages. L’agarose est un
polymeére issu d’agar-agar purifié, il est naturel, non toxique et donc parfaitement biocompatible. La
concentration et le type d’agarose de poids moléculaire différents (standard, low and ultra low gelling
point) utilisé et les changements thermiques subis modulent ses propriétés physiques. La taille des
pores de I'agarose varie de 80 nm a 500nm, permettant ainsi la diffusion de la plupart des molécules?*’
La rigidité peut également étre ajustée, elle est proche des rigidité rencontré in vivo et balaie les
différences rencontrées entre les tissus®®. La rigidité dépend de la concentration utilisée mais
également I3 aussi des conditions thermiques qu’il a rencontré?® 240241 C’est un matériau largement

238 241-243

utilisé dans I'ingénierie tissulaire “*®* mais encore assez peu en microfluidique
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3.2. Caractérisation

Compte tenu des différences de rigidité pouvant étre observées suivant la préparation du gel
d’agarose, nous avons décidé de caractériser des échantillons de gel d’agarose préparé dans nos
conditions d’expérimentation. Un essai de traction a tout d’abord été réalisé pour remonter au module
de Young de nos gels. Pour cela, I'agarose est moulé a l'intérieur de tubes pasteurs en verre (@ 5,5 mm),
laissé gélifié selon nos conditions expérimentales puis démoulé et accroché a une potence puis soumis
a un test de déformation longitudinale. Des masses sont suspendues a son extrémité par I'intermédiaire
d’un crochet congu en plastique et collé a la glue. L'élongation du cylindre est obtenue
automatiguement par analyse d’images et par I'utilisation d’un algorithme de suivi implémenté sous
Matlab présenté dans le chapitre 4. L'ajout des masses s’effectue par palier de 0,1g et atteint 0,6g au
maximum.

250 -
(FIS) = E * (AL/L)
200 - ¢
150 -
100 -
4 =3330.6x + 3,7705
50 5 R’=0).(9+831

0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

0 0,01

Figure 20 : Essai de Traction de cylindre d’agarose Ultra Low 2% m/v contenant des billes @400 nm. Des masses sont
suspendues a son extrémité et la déformation du gel est détecté par analyse d’'images. Deux images sont superposées en
fausse couleur pour se rendre compte des déplacements et. A droite : exemple d’'une mesure obtenue pour un test réalisé
I"'un des tests.

A partir de cette déformation nous remontons alors au module d’Young de notre gel. Le test est

réalisé pour trois échantillons différents et nous donne pour des échantillons d’agarose Ultra-Low 2%
m/v présentant des billes de @ 400 nm une valeur de 3,3 +/- 0,2 kPa. Nous avons pu également
appréhender le comportement élastique du gel sous ses faibles contraintes : le cylindre reprenant sa
forme initiale aprés élimination des masses suspendues.

Bien que ces tests de traction nous aient finalement donné des résultats exploitables, la
technique est assez laborieuse a mettre en place; la déformation doit bien rester dans l'axe
longitudinale et le collage doit étre effectué proprement afin de ne pas fausser les mesures par
d’éventuelles traces de colles sur le cylindre. La taille du cylindre est également une difficulté, des tests
ont été effectués avec des cylindres plus long qui cassaient trop rapidement ou a linverse qui
présentaient une hauteur réduite ; la déformation est alors difficile a observer dans nos conditions
expérimentales.

Des analyses supplémentaires ont été effectuées au rhéometre. Des échantillons d’agarose
cylindrigues sont cette fois-ci congus par moulage dans des boites de pétri. Une lamelle est déposée sur
le dessus pour s’assurer de la planéité de I’échantillon. Les propriétés mécaniques des échantillons sont
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obtenues en utilisant une déformation imposée par un rhéometre oscillatoire et a rotation Anton Paar
MCR 301. Les mesures sont effectuées a température ambiante en utilisant une géométrie Plan-Plan.

O O O O (6) o Figure 21 : Mesures rhéologiques du module
" o élastique G' et du module de dissipation G" d'un
10} ° o o O (e] @ 4 échantillon d'agarose Low melt 1% m/v et Ultra Low
= 2% m/v.
(= A
B 8
2 A A
% 10° ¢ A A 4
- A
5 & A B 8
.
A
O Low Agar 1%
10° 1 1

107} 10° 10! 10°
Strain (%)

Les mesures rhéologiques ont été effectué pour au moins trois échantillons de chaque type
d’agarose et ont montré une reproductibilité correcte des données. Un plateau est présent pour les
petites déformations alors qu’un éventuel softening du matériau apparait a plus forte contrainte. Une
étude récente a notamment documenté ce phénomeéne?*; cependant, un éventuel glissement de
I’échantillon qui pourrait aussi expliquer ce type de courbes n’est pas a exclure (méme si une surface
rugueuse (rugosité 40 um) a été utilisée lors de la mesure pour réduire ce probléme). Dans la zone du
plateau, nous pouvons donc remonter a la valeur du module d’Young dans les deux cas. Les résultats
obtenus pour I'agarose Low melt 1% a été intégré a I'article’® associé avec des expériences mises en
place par I'équipe MILE (Micro-Nanofluidics for Life science and Environment) du LAAS en collaboration
avec I'équipe de Julie Guillermet-Guibert du Centre de Recherches en Cancérologie de Toulouse.

Dans les deux cas, I'agarose peut donc étre considérée comme purement élastique pour un taux
de déformation inférieur a 10%. Il peut donc étre utilisé comme alternative au polyacrylamide pour la
microscopie a force de traction, utilisé dans le chapitre 4. La valeur du module élastique peut étre

modulée en changeant le type et le pourcentage d’agarose
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Chapitre 3 : Systeme de confinement en 2D

L'objet de ce chapitre 3 est le développement d’un systeme permettant d’appliquer des contraintes
mécaniques en 2D sur une population de cellules. Dans un premier temps, les différents systéemes
existants pour I'étude de la compression cellulaire en 2D seront présentés puis nous décrirons le cahier
des charges que nous avons retenu pour notre systeme de confinement, les difficultés rencontrées et
les différentes versions testées pour y répondre. La section deux sera ensuite réservée a la présentation
de la version finale du systéeme de confinement : sa mise en place et la description de ses différents
éléments. Enfin, les différentes étapes de sa validation et les premiers résultats obtenus sur |‘étude de
la signalétique sous confinement seront présentés.

1. Présentation du systeme de confinement

1.1. Systemes existants

L'intérét pour I'étude du role des contraintes mécaniques sur le devenir des cellules est
grandissant dans différents contextes, allant du développement a l'ingénierie des tissus jusqu’a la
cancérologie. De multiples techniques ont donc déja été développées afin de contraindre les cellules
en 2D et étudier leur comportement. Cependant, il n’est pas aisé d’établir des méthodes pertinentes
permettant une analyse précise du rdle des contraintes mécaniques a long terme, tout en préservant
des conditions de culture physiologiques.

Divers outils, permettant le contréle localisé des forces appliquées, ont été mises au point par

les biophysiciens : microscopie a force atomique?*® , aspiration par micropipette?’ 248

248, 250, )251

pinces

optiques pinces magnétiques et microplaques®? 2%, Ce sont des techniques précises mais

bas débit et qui permettent seulement de regarder les réponses immédiates et individuelles des cellules.

Des systemes microfluidiques ont également été développés, ils sont souvent plus faciles a
mettre en place et permettent d’obtenir un débit d’exécution plus important. Des microcanaux®>* 2*° |e

28 ou des piliers?29

passage par des pores de taille définie ont été concgus afin d’induire des
déformations cellulaires. lls sont réalisés en polydimethylsiloxane (PDMS) matériau tres largement
utilisé en microfabrication d@ & divers avantages. A ceux-ci, se sont également ajoutés des systémes de
« coussins » d’agarose, ils permettent quant a eux d’appliquer des contraintes fixes sur une population

de cellules en contrdlant la force appliquée grace a un piston ou a un poids.

Les systemes de piliers et de coussin d’agarose présentent I'avantage de permettre d’appliquer
une contrainte sur la totalité d’une population 2D de maniére stable, ils pourraient donc étre utilisés
sur des longues durées. Divers systemes ont déja été développés et sont présents dans la littérature.
Leurs caractéristiques techniques sont résumées dans le Tableau 1. Cependant, il ne semble qu’aucun
d’eux ne réponde a tous les critéres demandés par des analyses dynamiques a long terme. En effet, des
limites sont tout d’abord souvent dues a I'utilisation fréquente du PDMS qui présente de nombreux
avantages mais également des inconvénients dans le cas de systemes biomimétiques. D’une part, il est
imperméable aux petites molécules solubles ce qui peut mener a un conditionnement rapide du milieu
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de culture (baisse de nutriments et augmentation des facteurs sécrétés) s’il n’y a qu’un faible volume
de culture et pas de systéme de perfusion?°. De plus, méme si pour certains outils une injection est

permise?’

, les molécules hydrophobes s’absorbent massivement a sa surface, il est donc compliqué de
I'utiliser en combinaison avec des molécules pharmaceutiques®* 233, Qutre le matériau utilisé, d’autres
éléments des systemes peuvent poser des problemes. Par exemple, la présence d’une lamelle de verre
ou d’une piece au-dessus peut compromettre les échanges gazeux et I'absence de réserve pour le
milieu de culture compromet leur utilisation pour des analyses sur plus de deux jours 100256261262 Ceag
outils peuvent donc permettre d’étudier la réponse cellulaire seulement dans les premieres heures tout
au plus. Or, les contraintes mécaniques impliquées dans le contexte tumoral, peuvent étre appliquées
plusieurs jours si ce n’est plusieurs mois ; il est donc intéressant de voir les effets de celles-ci a plus long
terme et de détecter si les cellules mettent en place une forme d’adaptation. A noter également que
deux systémes commerciaux sont maintenant également disponibles : Flexcell Fx-5000%% et les
différentes variations proposés par la société 4Dcells?**. Les deux sont directement pensés pour une
trés bonne compatibilité avec les systemes de microscopie classique et une facilité d’utilisation.
Cependant, le premier est tres colteux et nécessite un contréle par ordinateur ; le deuxieme est une
amélioration du systéme présenté en®® il intégre en plus une possibilité de perfusion mais utilise
toujours du PDMS.

Il n’existe donc pas de systeme idéal et il est difficile de composer avec toutes les contraintes
imposées par la culture cellulaire. L'approche que nous avons choisie est d’appliquer une déformation
uni axiale a une population de cellules en 2D par des piliers mais cette fois-ci concu en agarose et avec
un systeme de confinement permettant de garder les cellules dans de bonnes conditions de culture
pendant plusieurs jours. Pour cela, nous lui avons imposé un certain nombre de contraintes présentées
dans la partie suivante.
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Systeme

PDMS
pillar i Modified lid

Rigid slide
(flatness)

Pillars (control
heigth)

Con:ilr]x:;mnf Glass
bof

ttom Cell
V3

Culture substrate

260, 259,258 Pl|lerS PDMS Medium Celis

i tubing

POMS layer

Et 265

Principales caractéristiques

Matériau : PDMS
Substrat : lamelle de verre

Avantages/inconvénients

- Version 6 puits

- Compatibilité microscopie haute résolution

- Désavantages liés a I'utilisation du PDMS

- Pas d’acces au milieu de culture (renouvellement, ajout
de drogues)

- Présence d’une lamelle de verre au-dessus (échange
gazeux ?)

Matériau : PDMS
Substrat : lamelle de verre

- Version 6 puits

- Compatibilité microscopie haute résolution

- Acces a la réserve du milieu de culture

- Plateforme directement adaptée a I'imagerie
- Désavantages liés a I'utilisation du PDMS

agarose cushion
medium

cells on transwell
membrane

266,256,97,262,267 « agarose CUShion »

Matériau : agarose
Substrat: lamelle de verre,
membrane

- Compatibilité microscopie haute résolution

- Pas d’acces au milieu de culture (renouvellement, ajout
de drogues)

- Présence d’'une lamelle de verre au-dessus (impact
échange gazeux ?)

Butter [Butter

o

A -
W

268,269« Cell squasher »

Matériau : agarose
Substrat : lamelle de verre

- Compatibilité microscopie haute résolution

- Controéle précis et dynamique du

- Rattachement obligatoire a un microscope et systeme
motorisé de chargement

- Une condition a la fois

- Obstruction de la lumiére transmise

Tableau 1 : Différents systémes de confinement cellulaire en 2D. Des systémes de piliers de hauteurs contrélées en PDMS permettent d'aplliquer des déformations aux cellules alors que des systemes de

coussin d'agarose permettent de travailler a contraintes fixes.
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1.2. Contraintes et cahier des charges :

Nous avons donc décidé de développer un nouvel outil de confinement cellulaire tout en se
rapprochant au plus pres des conditions retrouvées in vivo afin d’étudier I'impact de contraintes
mécaniques prolongées. Le principe retenu est celui utilisé a plusieurs reprises en PDMS ; l'idée est
d'imposer une déformation a une population de cellules ensemencées sur un support en 2D en
appliguant un réseau de piliers de hauteur contrélée Figure 22.
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Figure 22 : Principe du systéme de confinement cellulaire. La hauteur des piliers permet de moduler les contraintes appliquées
sur les cellules.

Le systeme doit donc étre compatible avec les conditions expérimentales nécessaires a la
culture cellulaire sur plusieurs jours. Les matériaux utilisés doivent étre biocompatibles, stérilisables et
stables dans les conditions d’expérimentation (37°C, 100% d’humidité). De plus, le confinement est
amené a étre appliqué plusieurs dizaines d’heures ; il est alors indispensable d’avoir une circulation des
gaz mais aussi un renouvellement efficace du milieu de culture. Il doit disposer d’une réserve de milieu
de culture accessible, permettant de pouvoir remplacer le milieu mais également de pouvoir ajouter
des réactifs ou drogues.

D’autres contraintes sont liées aux techniques de visualisation et d’analyses. Nous voulons avoir
la possibilité de visualiser les cellules par microscopie classique, le chemin lumineux ne doit donc pas
étre obstrué mais aussi permettre |'utilisation de microscopie haute résolution et objectifs a faible
distance de travail. Ensuite, des analyses moléculaires classiques (PCR, Western Blot...) tres largement
utilisées par nos collaborateurs doivent pouvoir étre réalisées post-confinement, ce qui nécessite de
pouvoir récupérer in fine la population cellulaire soumise au confinement.

Enfin, des propriétés sont ajoutées concernant sa mise en place. Il doit étre simple d’utilisation,
facilement transférable chez nos collaborateurs biologistes (ne pas nécessiter d’instruments techniques
trop spécifiques et non facilement accessibles pour un laboratoire de biologie), duplicable et
reproductible afin de pouvoir tester différentes conditions en parallele et coupler les analyses d’effet
du confinement avec I'ajout de drogues par exemple.

Il a donc fallu composer avec ces multiples éléments afin d’imaginer notre systeme de
confinement cellulaire.
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1.3. Difficultés et différentes versions :

En raison de ses différentes propriétés intéressantes présentées dans la partie précédente,
I'agarose a été choisie pour la réalisation du réseau de pilier nécessaire au confinement. |l présente une
rigidité faible, le gel est alors assez facilement déformable et difficile a manipuler manuellement. Une
premiére piéce est donc nécessaire afin de mouler le gel mais doit également étre conservée dans le
systeme de confinement pour servir de support ; ceci n’était pas nécessaire dans les systemes de
confinement présentés dans la section précédente utilisant du PDMS beaucoup plus rigide et maniable.
Un systéme de serrage va ensuite permettre de placer et maintenir le support et le gel contenu dans
celui-ci, parfaitement en contact avec un substrat, sur lequel seront ensemencées les cellules. Nous
avons choisi d’utiliser des lamelles de verre. Contrairement au polystyréne des boites de culture ou a la
lame de verre plus épaisse, elles permettent une visualisation par microscopie haute résolution. Ce
choix peut cependant compliquer la mise en place du systeme, une lamelle pouvant facilement casser
ou flamber.

Différents prototypes ont été nécessaires avant I'élaboration d’une version répondant
entierement au cahier des charges présentées en 1.2, ils sont visualisables en Figure 23 et brievement
présentés dans cette partie. Cette phase de développement a été beaucoup plus longue gu’initialement
prévue dans le projet de thése, avec le temps nécessaire a I'imagination des designs, les délais de
fabrication ou de modifications et les différentes phases de tests.

Version1 Bl m V2.1 01/2017 m V3.1 03/2017 V3.3 11/2017

V3.2 05/2017 V3.4 01/2018

V2.2 02/2017

)

* @t

1cm

Figure 23 : Premiéres versions du systéme de confinement. Version 1 : Systeme combinant deux joints en PDMS et une
fermeture par un bouchon de tube Falcon. Version 2 : Le serrage est assuré par deux pieces en Voltaef. Version 3 : Systeme
principalement concgu par impression 3D, une rondelle de serrage est ajoutée pour plaquer plus spécifiquement le gel.

Version 1 :

Le premier systeme imaginé était composé d’un tube Falcon de 50ml a bouchon clipsable
sectionné a une hauteur de 1.2 mm, positionné sur une grande lamelle de verre (51 x 76 mm) et de
deux éléments en PDMS, le premier rigide (10:1) formant un socle et assurant le maintien du support
et du gel et un second plus mou (~50:1), Iégerement plus haut que la hauteur du tube, constituant un
joint d’appui. Ce dernier se positionnait au-dessus du support du gel et, apres fermeture du tube Falcon,
appliquait une légere pression et permettait de plaquer le support et le gel contre la lamelle. Un joint
siliconé était ensuite positionné tout autour du tube afin d’assurer I'étanchéité de I'ensemble. Cette
version du systeme était le résultat du travail de R. Zagala et S. Sacci, stagiaires dans I'équipe avant mon
arrivée. Quelques essais d’amélioration ont été effectués mais malgré mes efforts, les manipulations se
sont malheureusement révélées tres peu reproductibles; une légere différence de hauteur ou de
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rigidité des joints empéchait un serrage correct du systeme et la force de fermeture par le couvercle du
tube Falcon était tres peu contrdlable. La lamelle de verre, libre, pouvait facilement flamber ou casser.

Version 2 :

Une seconde version a donc été imaginée afin d’accroftre la reproductibilité. Elle a été congue
a l'aide de G. Suteau du service technique de I'lLM. L’idée était alors d’avoir des pieces réutilisables, un
serrage par vis plus facilement maftrisable et un encastrement de la lamelle pour éviter les problemes
cités plus haut. Il se composait de deux pieces en Voltaef, c’est un matériau colteux mais qui présente
des propriétés tres intéressantes comme sa transparence, sa stabilité en température sur une large
plage, sa résistance aux rayonnements UV et son inertie chimique. La premiere piece permettait un
encastrement de la lamelle et la deuxieme venait serrer le support et le gel contre la lamelle en vissant
les deux parties I"'une contre I'autre. Malgré quelgues modifications du systeme (dimensionnement,
ajout de vis supplémentaires), cette solution était insuffisante pour I'obtention d’un serrage adéquat et
homogéne du gel contre la lamelle. De plus, I’'encastrement de la lamelle a l'intérieur de la piéce
inférieure semblait étre une mauvaise option au vu des légeres différences d’épaisseur observées dans
un méme lot de lamelles.

Version 3 :

Un nouvel outil a ensuite été étudié avec G. Simon (ingénieur d’étude de I'lLM) afin de produire
un serrage plus localisé au niveau du support du gel en agarose. Deux pieces majeures permettaient de
maintenir la lamelle et le support du gel en place en x,y et une rondelle de serrage était ajoutée pour
venir serrer plus spécifiguement le support. Afin de gagner du temps dans la conception et en réduire
le colit, ce systeme a été principalement fabriqué a I'aide d’une imprimante 3D utilisée par le personnel
du département mécanique de I'lLM. L’homogénéité et la reproductibilité du confinement du gel contre
la lamelle était amplement amélioré. Malheureusement, lors de nos premiers tests sur plusieurs jours
a l'incubateur, il s’est avéré que nous avions une déformation légere avec le temps, a 37°C a 100%
humidité due au manque de rigidité et a la porosité du matériau. Ceci modifiait donc la hauteur imposée
pour la compression au cours du temps. Différentes solutions ont alors été testées pour contrer ce
probléme (renforcement de I'épaisseur de la piece inférieure, élaboration de cette méme piece en
aluminium) cependant aucune ne s’est révélée suffisante.

Version 4 :

Il a alors été décidé d’externaliser I'élaboration de systemes de serrage, basés sur le méme
design mais en acier inoxydable de grade médical. Ce changement nous a permis de résoudre les
problémes de stabilité. La solution finale retenue est présentée plus en détails dans la partie suivante
et a été fabriquée en petite série afin de pouvoir tester plusieurs conditions en paralléle.
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Version4 Série 03/2019

Figure 24 : Version finale du systéme de compression. Les pieces sont réalisées en Polycarbonate et acier inoxydable.
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Le systeme final se compose de deux parties majeures : le gel en agarose présentant les piliers

et le systéme de serrage permettant de maintenir ce dernier parfaitement en contact avec les cellules

et de maintenir leur confinement. Une premiere figure présente les différentes étapes de montage du

systéme, visualisable également sur le film accessible ici. Les différents éléments et leur conception sont

présentés plus en détails dans la partie suivante.

A 2 Autoclave

B Agarose molding " 4

“ ol
&/

lcm

B 2 Cell seeding

/

4mm

C Demolding — UV sterilisation

Up

@
Down

lcm

E Assembled system

1cm

Figure 25 Préparation et assemblage du
systeme de confinement cellulaire.

Les étapes (A1-B1 et A2 B2) sont effectuées en
parallele.

(A1) Wafer utilisé pour le moulage de |'agarose.
(B1) Moulage de l'agarose sur le wafer de
silicium a l'aide du support en PC. (A2)
Assemblage du systeme avant autoclavage :
deux pieces en acier inoxydable supportant une
lamelle de verre (en bleu) et deux joints en
silicones (en rouge). (B2) Ensemencement des
cellules sur la lamelle de verre présente dans le
systeme. (C) Représentation du gel en agarose
présentant les piliers, stérilisé par traitement UV
avant I'assemblage. (D) Assemblage du systeme :
Le support en PC contenant le gel d’agarose (en
vert) est placé au-dessus des cellules
ensemencées sur la lamelle de verre a I'aide
d’'une rondelle de serrage et d’un outil de
serrage spécifique. (E) Coupe du systeme
assemblé (en bleu: la lamelle de verre, en
rouge : les joints en silicone, le gel d’agarose
présentant le réseau de piliers).
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La dénomination des différentes pieces est donnée sur la Figure 26.

C. Piece supérieure

/

~
S ———

D. Rondelle de serrage F. Joints toriques

Figure 26 : Photos des différents éléments constituants le systéme de confinement et leur dénomination. Les systemes de
serrage se composent de deux parties en inox permettant de maintenir une lamelle de verre (B et C). Deux joints en silicone
(F) permettent d’assurer I'étanchéité. Le support en Polycarbonate (A) maintient le gel en agarose. Il est plaqué sur la lamelle
de verre a l'intérieur du systéme par une rondelle de serrage (D) a I'aide d’un outil de serrage spécifique (E).

2.1. Le gel d’agarose :

Le premier élément du systeme est donc le gel en agarose présentant le réseau de piliers a
hauteur controlée. Il est créé a partir de wafers en silicium dont la fabrication repose sur les techniques
classiques de photolithographie. Ce dernier peut étre réutilisé plusieurs fois sans détérioration. Le type
de résine, les parametres de I'étape de centrifugation le temps et température de recuit et la quantité
d’UV permettent de moduler I'épaisseur de notre résine (fixant la hauteur des piliers aprés moulage de
I'agarose). Le design utilisé dans notre cas est le suivant : des piliers répartis de facon équidistante
entourés d’une couronne. Les piliers ont un diametre de 440 um, sont espacés de 3,2 mm et couvrent
I'ensemble de I'agarose afin d’assurer 'homogénéité du confinement. Le bord est renforcé par une
bordure de 2 mm permettant de stabiliser la structure.

Les gels en agarose sont donc moulés a partir des wafers de silicium ainsi créés et de supports
en polycarbonate Figure 26, piece A représentée sur la Figure 27. Ces pieces sont composées de deux
sections : la partie interne servant d’empreinte a I’agarose et la partie supérieure qui va servir a contenir
la réserve de milieu de culture. Neuf trous permettent la connexion entre les deux et constituent ainsi
les entrées/sorties du systeme. Des repéres externes permettent, grace a leur homologue sur le wafer,
un alignement correct et reproductible du motif. Leur conception en polycarbonate permet d’avoir un
matériau transparent et résistant aux rayonnements UV (utilisés pour la stérilisation). Il est relativement
peu colteux, présente une bonne résistance aux chocs et aux rayures mais aussi aux différences de
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température (jusqu’a 120°C) ; ils pourraient donc également étre autoclavés. Dans un premier temps,
ils ont été congus en plexiglas cependant ce dernier était relativement fragile et ne supportait pas les
cycles répétés de stérilisations pas rayons UV, le polycarbonate (plus résistant) a été préféré a celui-ci

dans la version finale du systeme.

’agarose est moulée directement dans le support en polycarbonate a partir des wafers en
silicium. Une fois gélifi¢, les entrées/sorties sont percées dans les gels au travers de trous présents sur
les supports a I'aide de punchers. Le support contenant le gel en agarose est enfin placé dans du PBS
stérile et stérilisé par traitement UV. Il est ensuite incubé a 37°C dans du milieu de culture.
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Figure 27: Support piéce A et gel d’agarose. La partie inférieure permet de contenir le gel en agarose alors que celle du dessus
constituera la réserve de milieu de culture. Des trous permettent la liaison entre les deux et des encoches extérieures
permettent d’une part un bon positionnement lors du moulage et d’autre part de le maintenir en position en x,y lors du serrage.

2.2. Le systeme de serrage :

Un systeme de serrage va ensuite permettre de placer le support en polycarbonate et donc le
gel présentant les piliers contenus dans celui-ci, parfaitement en contact avec une lamelle de verre. Il
est composé de deux parties en acier inoxydable qui supportent et maintiennent une lamelle en verre
ou seront ensemencées les cellules. Une rondelle de serrage permet ensuite de venir plaquer et
maintenir le support et le gel en agarose parfaitement en contact avec la lamelle et donc aussi avec les

cellules.

La piéce inférieure du systeme Figure 26, pieéce B présente une ouverture au centre de 15 mm
de diametre et une forme incurvée comme représentée sur la Figure 28, ce qui permet de venir placer
un objectif au plus pres de la lamelle de verre pour la visualisation des cellules dans le systeme.

A"! A-A

i

0

150,00°
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Figure 28 : Dessin technique de la partie inférieure du systeme de confinement Piéce B. Une ouverture est laissée pour
visualisation par microscopie.
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La partie supérieure Figure 26, piece C a, quant a elle, une ouverture centrale constituant
I’'emplacement du support en PC. Deux encoches internes permettent de maintenir le support en PCen
X,y grace aux deux repéres externes visualisables sur la Figure 28 qui servaient déja a I'alignement du
support lors du moulage d’agarose. Un insert permet de visser une rondelle de serrage Figure 5, piece
D qui va venir plaquer le support et le gel d’agarose contre la lamelle de verre. La rondelle est congue
en forme d’anneau pour un libre accés a la réserve de milieu de culture. Deux encoches permettent de
la visser a I'aide d’un outil de serrage spécifique Figure 26, piece E.

Enfin, un autre aspect important du systeme est 'étanchéité. Différentes méthodes ont été
testées : la premiére solution retenue a été de mouler des socles en PDMS (10 :1) et de les coller sur
des lamelles de verre a I'aide d’une colle en silicone homologué FDA (Down Corning, 734) mais ceci s’est
révélé chronophage. La seconde option a donc été d’utiliser deux joints toriques commerciaux. Des
premiers tests ont été réalisés avec des joints en nitrile mais ces derniers se sont révélés tres toxiques
pour les cellules qui mourraient apres quelques heures de contact. lls ont été remplacés par des joints
en silicone Figure 26, pieces F concus pour le contact alimentaire (FDA). lls supportent de larges plages
de température, sont autoclavables et présentent une assez bonne résistance aux solutions chimiques
agressives. Cette derniére version a été validée en mars 2019. Une 1% série d’expériences ont ensuite
pu étre réalisées pour montrer l'intérét de ce systéme pour analyser la réponse dynamique des cellules
aux contraintes mécaniques.
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3. Validation du systeme de confinement :

Aprés I'obtention de la derniére version du systeme de confinement, un certain nombre d’étapes
de validation ont été nécessaires afin de s’assurer que le cahier des charges de départ était entierement
respecté. Dans la partie qui suit, le réseau de piliers est toujours réalisé a I'aide d’agarose standard a 4%
(m/v). L'évaluation des différents aspects repose sur une méme méthodologie commune a cette partie :
deux conditions contréles sont comparées a un état confiné Figure 31A, B et C:

- Le premier controle consiste simplement a ensemencer les cellules sur lamelle de verre, il est désigné
par le terme « controle ».

- Le deuxiéme, de son c6té, permet d’évaluer le comportement du systeme de confinement en lui-
méme en comparaison avec le premier contrble sans agarose. Des gels présentant une hauteur de piliers
de 30 um sont utilisés, leur taille est supérieure a la hauteur de tous les types cellulaires utilisés. lls
n’induisent donc aucune déformation. Il est simplement noté « 30 um ».

- ’état confiné « 5 um » est obtenu par des piliers de hauteurs 5 um : leur taille est inférieure a chaque
type cellulaire étudié ici.

Trois types cellulaires différents sont employés : des cellules hématopoiétiques immatures TF1-
GFP, leucémiques TF1-BA, des cellules stromales HS27A et des cellules épithéliales mammaires
MCF10A.

3.1. Homogénéité et reproductibilité du confinement :

Le premier élément a vérifier est I'obtention d’un confinement cellulaire controélé, stable et
uniforme sur toute la lamelle. Pour cela, des gels sont réalisés en ajoutant des billes fluorescentes lors
de la préparation de I'hydrogel et des cellules fluorescentes (TF1-GFP) sont ensemencées dans les
systéemes. Aprés montage, la hauteur des piliers est évaluée en réalisant des z-stacks du systéme par
microscopie confocale. Nous nous assurons alors que les piliers en agarose sont bien parfaitement en
contact avec la lamelle de verre en visualisant la fin du signal des billes fluorescentes au méme niveau
en z que la lamelle de verre et que les cellules adhérentes sur cette derniere. Cette vérification est
effectuée pour différentes positions aléatoires, sur plusieurs systémes et a différents temps (10, J1 et
J2). La distance entre la fin du gel et le bas des cellules est ensuite quantifiée par analyse d’images.
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Elle reste stable et 'homogénéité inter et intra — systeme est correcte (I'incertitude de la
mesure est estimée a +/- 2 um). Ces deux éléments nous permettent de valider I'lhomogénéité, la
reproductibilité et la stabilité du confinement des cellules a la hauteur souhaitée par le systeme
développé. La section optique des images acquises pour ce test étant de 2 um, la quantification n’a été

réalisée que pour des piliers de 30 um et nona 5 um
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En paralléle, nous avons évalué le phénotype des cellules TF1-GFP ensemencées dans le
systeme, 24 h apres confinement. L'aire des cellules est évaluée pour quatre positions différentes
choisies aléatoirement sur la lamelle dans chaque cas.
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Figure 30 : Quantification de la morphologie cellulaire avec et sans confinement.

(A-C) : Morphologie des cellules immatures hématopoiétiques TF1-GFP pour le control sans gel (A) et pour des piliers de
hauteurs 30 um (controle) et 5 um (confiné) (B et C) respectivement. Echelle = 20 um. (D) Quantification de I'aire projetée par
analyse d’'images. L'aire projetée est similaire pour le contréle et le 30 um alors qu'’il est significativement augmenté pour 5
um. (t-test non appareillé, n>160 pour chaque condition. (E-F) section en z des cellules non confinées (E) et confinées (F)
échelle = 10 um. Microscopie confocale 20x.

Alors que les cellules de nos deux contréles montrent une morphologie similaire, I'aire projetée
des cellules confinées a 5 um est signifiquement augmentée aprés 24 h (196 + 3 um? et 300 + 11 um?)
Figure 30D. Comme voulu, les cellules présentent une forme sphérique et la hauteur des cellules n’est
pas modifiée & 30 pum Figure 30E. A 5 pum, les cellules sont contraintes a la hauteur des piliers, leur

hauteur est modifiée et présentent une forme plutot cylindrique avec des bords arrondis Figure 30F.
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3.2. Viabilité cellulaire :

Les cellules sont amenées a étre gardées plusieurs jours dans le systeme. Il est donc
indispensable de vérifier que I'utilisation du systeme n’a aucun impact sur la viabilité cellulaire a ces
temps longs. Des tests préliminaires ont été effectués avec les cellules TF1-GFP, au bout de 48 h, les
cellules ont été récoltées dans les trois conditions et la viabilité a été évaluée par bleu de Trypan et
comptage a la cellule de Malassez. lls ont montré une viabilité proche de 100% dans chaque cas et
aucune différence entre notre premier contrdle sans agarose et le deuxieme avec un gel et des piliers
de 30 um. Nous voulions ensuite confronter nos systemes a des expériences sur du plus long terme.
Pour cela, nous avons utilisé les cellules adhérentes mammaires MCF10A. Ces dernieres présentent une
inhibition de contact de prolifération et peuvent donc étre conservées en culture a haute densité
plusieurs jours. Elles sont laissées 7 jours au sein des systemes avec un changement du milieu tous les
trois jours. La viabilité des cellules est controlée apres démontage des systemes a I'aide d’un marquage
classique de Live/Dead : les cellules vivantes sont marquées par la calcéine en vert alors que I'iodure de
propidium marque I"’ADN des cellules mortes en rouge. Des marquages aprés 1 jour et aprés 7 jours
dans le systeme sont comparés sur la figure ci-dessous.

Control

Figure 31 : Test de viabilité cellulaire des cellules MCF10A. Marquage des cellules vivantes avec la calcéine en vert des cellules
mortes avec I'IP en rouge, (A, B, C) apres 1 jour bar= 100 um (D, E,F) apres 8 jours Echelle= 400 um Epifluoresecence 20x 1
jour, 10x 8 jours.

Aucune différence de viabilité n’est observée entre nos deux contréles ni apres un jour Figure
31A, B, niaprés 8 jours Figure 31C, D de culture : la trés grande majorité des cellules est vivante dans
les deux cas, a I'exception des cellules écrasées sous les piliers. Le systéme en lui-méme n’induit donc,
méme pour des expériences a trés long terme, aucune mortalité cellulaire.
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3.3. Vidéo-microscopie et suivi de prolifération :

Afin de continuer a évaluer le comportement des cellules au sein de notre systeme de
confinement, nous avons ensuite étudié la prolifération cellulaire. Le systéeme a été utilisé sur trois
lignées cellulaires différentes : des cellules épithéliales mammaires adhérentes MCF10A, des cellules
mésenchymateuses adhérentes HS27A et des cellules hématopoiétiques leucémiques non adhérentes
TF1-BA. Des marquages Live du noyau des cellules ont été testés (Hoechst, Nuc live) pour établir un
comptage automatique tres facile a mettre en place. Aucune des options testées ne s’est avérée efficace
: le marguage ne perdurait pas dans le temps imparti ou était nocif apres quelques heures. Nous avons
donc décidé de n’effectuer aucun marquage, méme si I'étape de comptage a alors été assez manuelle
et chronophage. Pour dix positions de chaque systeme, des images sont prises en contraste de phase.
A chaque type cellulaire, le ratio de prolifération a été quantifié pour trois conditions : notre premier
contrble sans agarose, le deuxiéme avec des piliers a 30 pm (non confiné) et pour des piliers de 5 um
(qui correspond a un état confiné pour tous les types cellulaires analysés). Ceci a été reproduit pour
trois expériences indépendantes au minimum.

HS27A
TF1 BA MCF10A
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Figure 32 : Ratio de prolifération pour le contrdle sans agarose, piliers de 30 um et de 5 um. (A) HS27A durant 3 jours (B) TF1-
BA durant deux jours (C) MCF10A durant 1 jour. La densité a été analysée pour 10 positions pour chaque systeme et mesurée
pour au moins 3 expériences indépendantes.

Aucune différence significative n’est retrouvée entre les deux contréles pour les trois lignées
testées aprés 1 jour, 2 jours ou 3jours d’expérience ; la culture des cellules au sein du systéme n’a pas
d’impact sur le taux de prolifération cellulaire. Le temps est choisi suivant les concentrations cellulaires
acceptées par chaque type cellulaire. Une baisse est en revanche visible entre 30 um et 5 um, elle est
significative pour deux types cellulaires (Figure 32B TF1-BA ratio de 1,9 +/- 0.2 pour 5 um contre 3,40
+/- 0,4 pour 30 um et MCF10A : 1,5 +/- 0.1 pour un état confiné a 5 um contre 1,9 +/- 0.1 pour des
piliers de 30 um).

En paralléle de ces quantifications de prolifération, des timelapses ont été réalisés pour les TF1-
BA et les MCF10A sur 24 h en lumiére blanche. lls mettent en opposition un état confiné a 5 um et un
état non confiné a 30 um. La taille des systémes permet, une fois montés, d’avoir deux systemes cote a
coOte sur une plaque de dimension classique de culture cellulaire ce qui permet d’avoir un suivi simultané
des deux conditions sous timelapse. Un exemple pour les cellules TF1-BA est visualisable ici et pour les
MCF10A ici.

64/ 142


https://drive.google.com/open?id=1wIqWHvedBTPBtsF5RbC3CMH2PGHhO5xc
https://drive.google.com/open?id=1S0WC14BItaF4oV2KS-LiprI_U-0w75Tb

Chapitre 3 : Systeme de confinement en 2D

Control-30 um Confined-5 um Control-30 um Confined-5 um

Figure 33 : Snapshot de timelapses (A) Cellules TF1-BA AVEC et sans confinement (B) MCF10A. Images obtenues en contraste
de phase 10x échelle=200 um.

3.4. Analyses moléculaires

Alternativement, nous avons voulu confronter notre systeme de confinement a d’autres types
d’analyses avec des outils de biologie moléculaire classique comme le western-blot et la RT-gPCR. Le
systeme est tres facilement démontable, la population cellulaire peut donc étre facilement collectée
apres confinement.

Des cellules HS27A sont récoltées apres trois jours de culture et une analyse protéomique de la
cycline B1 est effectuée par western blot. Cette derniere est un composant essentiel dans le controle
de la mitose et une hausse est attendue lors de la progression entre la phase G2 et M du cycle cellulaire.
Quatre expériences indépendantes ont été réalisées et une nouvelle fois, nos trois conditions sont
testées en parallele.
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Figure 34 : Western blot montrant le niveau de la protéine Cyclin B1 des cellules HS27A aprés 3 jours de culture. (A) Exemple
d’un gel obtenu (B) Niveau de cyclin B1 (GADPH utilisé comme contréle interne) n=4 pour chaque condition.

Des analyses moléculaires sont donc réalisables, le matériel biologique récolté est suffisant pour
mettre en place des techniques classiques comme le Western blot. Ici, le niveau de la protéine cycline
B1 est similaire pour le contréle sans agarose et pour 30 um, confirmant que le systéme de confinement
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en lui-méme n’a pas d’impact sur la prolifération des cellules. Une baisse est en revanche retrouvée a 5
Kum, ce qui confirme une baisse de la prolifération de cette lignée cellulaire sous confinement.

3.5. Immunofluorescence :

Les tests précédents n’ayant décelé aucune différence entre notre controle sans gel d’agarose
et notre contrdle a 30 um, un seul des deux est désormais utilisé.

Marquage de la prolifération cellulaire

Afin d’analyser I'effet du confinement sur la prolifération, nous avons utilisé un marquage par
le click-it EdU™. L’EU est un indicateur de cellules prolifératrices : ¢’est un nucléoside comparable a la
thymide qui est incorporé a I’ADN durant sa synthese. Nous I'utilisons alors pour comparer le taux de
prolifération des cellules MCF10A a 30 um et confinées a 5 um. L'EdU est ajouté directement dans la
réserve de milieu de culture du systeme 1 h apres son assemblage dans les deux conditions et est révélé
le lendemain : ceci permet alors de détecter ’ADN synthétisé depuis 24 h. Le marquage est révélé apres
démontage des systemes et fixation des cellules. Un marquage des noyaux sans distinction de
prolifération (NucGreen) nous permet d’avoir un contréle sur le nombre de noyaux présents sur la
lamelle et d’accéder au ratio de cellules prolifératives.
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Figure 35 : Quantification des cellules MCF10A prolifératives aprés 24 H dans le systeme. (A) (B) (C) avec des piliers de 30 um
(D) (E) (F) pour un confinement a 5 um. (A), (D) Ensemble des noyaux marqués avec Nucgreen (B), (E) Cellules prolifératives
marquées par EdU. (C), (F) Fusion des deux marquages : les noyaux cellules prolifératives dans les 24 H apparaissent en blanc
alors que les autres apparaissent en bleu. Echelle des images 50 um microscopie confocale 20x (G) Ratio des cellules marquées
EdU / nombre de cellules, un point correspond a une position du systéme, N=1. Echelle = 100 um

Le ratio de cellules marquées positivement a 'EdU par rapport au nombre de noyaux total, est
supérieur pour des piliers de 30 um par rapport a un état confiné a 5 um. Aprés 24 h, 88+/-4 % des

cellules se sont divisées a 30 um alors qu’il y en a seulement 43 % +/-6 a 5 um.
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Morphologie cellulaire et immunofluorescence in situ :

Des tests d'immunomarquage ont ensuite été réalisés sur les cellules hématopoiétiques non
adhérentes TF1-BA. Dans notre cas, méme si nous forcons les cellules hématopoiétiques TF1 a adhérer
sur une couche de fibronectine quelques heures avant le montage ; elles ne sont que faiblement
attachées au substrat et tendent a devenir de moins en moins adhérentes avec le temps. Lors de nos
premiers tests de marquage apres démontage du systeme, nous perdions la quasi-totalité des cellules
a la suite des nombreuses étapes de ringage nécessaire a I'immunomarquage. De plus, I'induction de
la production de I'oncoprotéine BcR-Abl réduit encore I'adhésion des cellules au substrat, la perte des
cellules était donc exacerbée pour les cellules TF1-BA. Nous avons donc ensuite réalisé le marquage
directement dans le systéeme, les solutions sont ajoutées dans la réserve du systeme et les molécules
diffusent ensuite a travers I'agarose. Apres 48 h dans le systéme, les noyaux des cellules TF1-BA sont
marqués en vert (Nucgreen) et l'actine en rouge (Phalloidine). Pour la condition contréle, impossible
donc d’utiliser nos contrdles habituels sans gel d’agarose, nous utilisons donc un contréle in situ des
cellules non confinées. En effet comme présenté en 2.1, des trous sont percés dans le gel d’agarose, les
cellules qui restent a cet endroit ne sont donc pas confinées mais restent immobilisées lors des étapes
de marquage.
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Figure 36 : Immunomarguage in situ de cellules non adhérentes TF1-BA, marquage aprés 1 jour dans le systeme des noyaux en
vert (Nucgreen) et de |'actine en rouge (phalloidine). (A) Cellules contrdles (B) Cellules sous confinement a 5 um. Zoom échelle
= 20 um microscopie confocal 20x (C-D) Quantification de la circularité et de I'aire des noyaux: les cellules confinées
présentent un noyau dont l'aire et la déformation sont plus importantes comparées a la condition controéle. 213 noyaux sont
analysés au minimum pour chaque condition. Echelle de gauche =50 um a droite = 20 pm.

Nous comparons alors le phénotype nucléaire des deux conditions : I'aire nucléaire projetée est
significativement supérieure lorsque les cellules sont confinées (Figure 36C, 122 + 6 um? pour le
contréle contre 265 + 14 um? pour les cellules confinées) mais également un noyau plus déformé,
présentant une forme non circulaire (Figure 36D, baisse de la circularité des noyaux de 0,83 + 0,01 a
0,61 +£0,01).
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3.6. Drug screening :

Un autre avantage de |'utilisation de piliers d’agarose pour le systeme de confinement est que
contrairement au PDMS, il n’induit pas une absorption de molécules a sa surface. Les études de
confinement cellulaire peuvent donc étre combinées a l'ajout de drogues. Ici, nous testons son
utilisation en combinaison avec une molécule pharmaceutique : I'imatinib. Son action est présentée
dans le chapitre2, elle est utilisée comme thérapie ciblée pour les patients atteints de leucémie
myéloide chronique et a donc une action sur les cellules leucémiques que nous utilisons qui présentent
I’'oncogene Ber-Abl : les TF1-BA. L'imatinib est ajouté apres confinement des cellules a 2 uM et pendant
trois jours. En parallele, des systemes sont laissés sans traitement et la méme chose est effectuée dans
des puits contréles a l'intérieur de plaques de culture cellulaire classique. Comme pour le suivi de
prolifération de 3.3, un comptage est effectué par analyse d’images avec un marquage d’lodure
Propidium marquant les cellules mortes. Ce processus ne peut pas étre appliqué dans le cas des puits
classiques, les cellules se regroupent en ilots sous traitement et il n’est pas possible de les individualiser
pour le comptage. Un comptage a J3 est effectué en récupérant toute la population et en comptant par
cellule de Malassez et marquage des cellules mortes par bleu de Trypan. Il est alors compliqué de
comparer directement les valeurs obtenues dans les puits et dans le systeme (il faut prendre en compte
les éventuelles pertes de cellules lors de la collection par le bleu Trypan, et nous n’avons pas la méme
erreur sur les mesures entre le comptage a la cellule de Malassez et le comptage des cellules in-situ).
Cependant, la comparaison avec et sans traitement montre bien que les cellules sont largement
affectées par la présence d’Imatinib méme au sein du systeme. Le rapport de comparaison avec et sans
traitement est comparable entre les puits contrdles et les systemes a 30 um. En revanche, Il n’est pas
possible, pour l'instant, de présenter I'effet du confinement sur ces analyses ; 'expérience n’a été
effectuée qu’une seule fois, la densité cellulaire était trop hétérogéne au sein de la lamelle (ce qui est
souvent le cas avec ce type cellulaire), ceci nécessiterait un nombre plus important de répliquas.

Un exemple d’'images typiques et les valeurs de comptage sont donnés en annexe.
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3.7. Ajustement de la rigidité :

Comme présenté en Chapitre 2, Il est facile d’ajuster la rigidité de I'agarose en changeant le type
et la concentration utilisés. Dans le cas du systeme de confinement cellulaire, si la rigidité est abaissée
les cellules peuvent alors déformer I'hydrogel utilisé pour la réalisation des piliers. Un confinement par
un gel d’agarose Ultra low gelling point 2,0% (m/v) a été imposé sur des cellules TF1-BA pendant 3 jours.
Un marquage des noyaux et de I'actine a été réalisé et les résultats sont présentés sur la figure suivante.
La morphologie nucléaire est comparée avec une condition confinée avec de I'agarose standard et sans
confinement.

A Figure 37 : Morphologie nucléaire
des cellules TF1-BA apres 72 h de
confinement sous confinement avec
Agarose Ultra low gelling point (Ulow)
2% (m/v), Agarose standard (std) et
sans confinement. N>150 dans
chaque condition.
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Sous agarose Ultra low gelling point, les noyaux présentent une aire et une circularité différentes
des cellules sous confinement avec un gel en agarose standard et controle. Les valeurs obtenues sont
de 105 um? +/- 34 pour I'aire et 0,80 +/- 0,14 pour la circularité concernant le confinement en Agarose
Ultra low gelling point contre 195 um? +/- 105 et 0,63 +/- 0,3 pour 'agarose standard confiné et 154
um?+/- 53 et 0,93 +/- 1,5 pour la condition contréle.
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4. Mécanique et signalisation

Le systeme en lui-méme n’induit donc aucune différence de viabilité ni de prolifération pour les
différents types cellulaires utilisés, il peut donc étre utilisé pour étudier de maniere efficace I'impact du
confinement sur le comportement des cellules et ceci méme pour des expériences a long terme. Cette
partie présente les prémices des résultats obtenus a 'aide du systeme sur différents aspects des projets
présentés dans le chapitre 2 tout d’abord concernant le modele hématopoiétique et ensuite le modele
mammaire.

4.1. Mécano transduction chez les cellules hématopoiétique (TF1-GFP) : 1-Analyse
globale de la population

La premiére stratégie adoptée a été d’effectuer des analyses d’expression génétiques par RT-
gPCR sur des populations de cellules hématopoiétiques immatures TF1-GFP. Trois séries de tests n’ont
montré aucune différence d’expression entre les gels de 30 um et 5 um, aprés 72 h, pour différents
genes pourtant rapportés comme mécano sensibles tel que Jun et Fos. Cependant, différents problémes
sont apparus et compromettent l'interprétation de ces résultats. Comme auparavant exposé, les
cellules TF1-GFP sont des cellules non adhérentes qui sont forcées a adhérer sur un coating de
fibronectine au départ de I'expérience ; cependant au bout de 72 h, beaucoup de cellules ne sont plus
adhérentes sur la lamelle. Ceci démontre tout d’abord I'existence de deux populations différentes au
sein de nos échantillons : les cellules restées adhérentes sur la lamelle et les cellules flottantes. Ces deux
groupes peuvent alors posséder des propriétés bien différentes. Les analyses suivantes ont donc été
réalisées a 48 h en séparant la portion des cellules qui sont restées adhérentes de celles flottantes. La
figure suivante montre les résultats obtenus pour Fos et Jun.

A TF1-GFP Day 2 - JUN expression B TF1-GFPDay 2 - FOS expression
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Figure 38 : Résultats RT-qPCR de cellules TF1-GFP aprés 48 h dans le systéme, en séparant les cellules adhérentes des cellules
non adhérentes. (A) Expression de JUN (B) Expression de FOS, n=1.

L’expression est donc bien différente suivant les deux proportions, confortant I'idée qu’il semble
important de les séparer pour des études génomiques. Cependant, les résultats demeurent difficiles a
interpréter. Méme si un nombre plus important d’expériences sont nécessaires pour ce type d’analyse,
nous avons décidé de ne pas continuer dans ce sens. En effet, des problemes d’hétérogénéité de
population demeurent. Ces cellules ont fortement tendance a se regrouper, au cours du temps, contre
les bords. Dans notre cas, a 72 h, nous avons donc trés peu de cellules au centre de nos puits et un
regroupement s’observe contre la couronne du gel en agarose Figure 39 A,B. Par microscopie confocale,
nous pouvons voir que dans le cas des piliers de 30 um, des cellules non adhérentes viennent parfois
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constituer une deuxiéme couche de cellules au-dessus des cellules adhérentes en bord de puits Figure
39C. Ces cellules peuvent donc venir compromettre nos résultats.

Pillar

Figure 39 : Visualisation
des bords des puits a 30
um a 72 h pour les TF1-
GFP (A) (B) contraste de
phase échelle 50 um (C)
échelle = 10 um
microcopie  confocale
20x dry.

4.2. Mécano transduction chez les cellules hématopoiétiques (TF1-BA) : 2- Analyse in situ
par immunomarquage.

Des tests dimmunomarquage ont ensuite été effectués sur des cellules TF1-BA. Ici,
contrairement a la RT-gPCR, une analyse locale est possible, nous pouvons sélectionner les zones que
nous voulons analyser et évaluer si des différences sont observées entre différentes zones hétérogenes
en densité cellulaire. Un immunomarquage in situ est effectué sur des cellules TF1-BA aprés 72 h : deux
facteurs de transcription twistl (magenta) et YAP (Yes asssociated Protein) ajouté a un marquage des
noyaux (Nucgreen, cyan).
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Figure 40 : Immunomarquage du facteur de transcription twistl et des noyaux (nucgreen) sur des cellules TF1-BA aprés 72 h
avec ou sans confinement 40x microcopie confocale. Echelle = 50 um.

Aucun signal n’est retrouvé pour le canal dédié au signal de YAP (canal non présent sur les
images) et un signal similaire entre I'état confiné et I'état non confiné est retrouvé pour Twistl (en
magenta sur les images). Le signal est a la fois cytoplasmique et nucléaire avec I'apparition de points
localisés au sein du noyau. Les noyaux (cyan) sont comme en 3.5 trés déformés a 5 um.

4.3. Co-culture de cellules leucémiques TF1-BA et cellules stromale HS27A :

Afin d’obtenir des conditions plus physiologiques et contrer les problemes d’hétérogénéité de
la lamelle rencontrés sur les TF1-BA dus a leur faible adhésion sur fibronectine, des expériences ont été
effectuées en co-culture. Une premiére couche de cellules stromales HS27A est ensemencée dans
chaque puits et les cellules TF1-BA sont ensuite ensemencées par-dessus avant confinement Figure 41,
A. Les cellules sont ensuite confinées a 9 um pendant 3 jours, les controles sont laissés a 30 um. Des
marquages de YAP, d’actine et de noyaux sont réalisés in fine.
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Figure 41 : Immunomarquage Co-culture de cellules stromales HS27A et cellules leucémiques TF1-BA avec et sans confinement
aprés 72 h. Actine : Jaune, Noyaux : cyan, Yap : rouge. (A) Représentation schématique de la co-culture une couche de cellules
HS27A et au-dessus des cellules TF1-BA. (B, C, E, F) Projection maximale en z, Actine : Jaune, Noyaux : cyan échelle 8 um
(C,D,E,F) et 15 um (B,E) (D, G) YAP: rouge, seules les cellules stromales présentent un signal nucléaire, échelle 8 um
microscopie confocale 40x.

Encore une fois, on retrouve des noyaux trés déformés et présentant majoritairement une
forme circulaire pour les cellules TF1-BA sous confinement. Les cellules hématopoiétiques ont tendance
a se regrouper en petits ilots sur le lit des cellules HS27A mais la distribution globale sur la lamelle est

plus homogene. Un signal YAP nucléaire est exclusivement observé sur les cellules HS27A.

Apreés trois jours, aucun signal de YAP n’est obtenu pour aucune des conditions présentées dans
ce manuscrit pour les cellules TF1-BA (avec et sans confinement, avec et sans cellules stromales, avec
agarose rigide et agarose Ultra low gelling point).
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4.4. Yes Associated Protein et MCF10A :

En parallele, des marquages sont également effectués sur les cellules immatures mammaires
MCF10A. Un marquage du facteur de transcription YAP est associé a un marquage classique des noyaux
avec Nucgreen apres deux heures puis apres 24 h dans les systémes.
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Figure 42 : Immunomarquage du facteur de transcription YAP (rouge) associé a un marquage nucléaire (cyan) sur les cellules
mammaires MCF10A apres 2 h (A,B,E,F) ou aprés 24 h (C,D,G,H). (A-D) Sans confinement, Yap est majoritairement nucléaire a
2 h et strictement nucléaire a 24 h. (E-H) Sous confinement, Yap est cytoplasmique apres 2 h alors qu’il est dégradé a 24 h.
Echelle =50 um.

A 30 um, YAP (en rouge) est majoritairement nucléaire a 2 h et strictement nucléaire a 24 h.
Sous confinement, le signal est cytoplasmique a 2 h alors que seulement un tres faible signal est retrouvé
apres 24 h. La Figure 42 présente un exemple type des résultats obtenus dans chaque cas ; des images
sont acquises sur I'ensemble de la lamelle présentant des zones a densité variable, le signal obtenu est

semblable pour chaque cas.
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Discussion :

Le principal enjeu de cette partie a donc été I"élaboration d’un nouveau systeme de confinement a
I’échelle cellulaire. Il est constitué d’un hydrogel (I'agarose) présentant des piliers de hauteur controélée,
maintenu en contact d’'une lamelle de verre grace a un systéme de serrage. Les cellules, ensemencées
sur cette derniére, sont alors confinées a la hauteur des piliers par le gel. Le choix de I'agarose (et non
du PDMS tres largement utilisé dans le domaine de la microfluidique) et les nombreuses contraintes
imposées ont compliqué son développement. De nombreux problémes sont apparus et le temps
nécessaire a été beaucoup plus important gu’initialement prévu. A chaque fois, il a fallu réfléchir au
design, concevoir et réaliser les pieces et effectuer tous les tests pour les multiples versions. Des délais
de livraison des pieces externalisées ont également retardé la validation du systeme de plusieurs mois.
Le systeme est maintenant abouti, répond aux cahiers des charges et a été fabriqué en petite série afin
de pouvoir avoir plusieurs conditions en parallele. Toutes les parties (a I'exception du gel en agarose)
sont stérilisables et réutilisables, ce qui augmente la reproductibilité et lui permet de ne pas étre
manipulateur-dépendant. Son utilisation ne nécessite aucune instrumentation spécifique ; a I'exception
de la fabrication des wafers de silicium (élaborés par photolithographie en salle blanche) qui, une fois
obtenus, peuvent servir plusieurs années. Il est maintenant complétement pris en main par une
doctorante au sein de notre laboratoire travaillant sur les cellules colorectales HT29 mais également
chez nos collaborateurs biologistes du CRCL pour la poursuite des deux projets.

Validation :

La validation du systéme a été réalisée a I'aide de trois types cellulaires différents : des cellules
épithéliales mammaires non transformées MCF10A, des cellules hématopoiétiques immatures
présentant ou non I'oncogéne responsable de la leucémie myéloide chronique respectivement TF1-GFP
et TF1-BA et des cellules stromales HS27A, attestant ainsi de sa compatibilité avec des cellules
adhérentes mais aussi non adhérentes. La contrainte appliquée est contrélée, uniforme et stable sur
plusieurs jours de culture. Aucun impact du systeme en lui-méme n’a été retrouvé en termes de viabilité
et de prolifération cellulaire, méme apres plusieurs jours de culture (jusqu’a 7 jours pour les cellules a
inhibition de contact MCF10A). Il peut donc étre utilisé pour découpler les conséquences d’un signal
mécanique prolongé sur les cellules, sans probléeme de conditionnement de milieu de culture ou
d’échanges gazeux. L'acces direct avec la réserve de milieu de culture et la porosité de I'agarose
permettent d’obtenir un renouvellement efficace du milieu de culture aussi souvent que nécessaire. Les
études actuelles de confinement a I'échelle cellulaire se cantonnent souvent seulement a quelques
heures, cependant ceci ne peut pas permettre d’observer des phénomeénes d’adaptation cellulaire qui
peuvent se mettre en place in vivo.

Applications :

Les caractéristiques données au systéeme permettent d’obtenir une vaste variété d’analyses
possibles. Il est compatible avec la microscopie a haute résolution, des objectifs a faible distance de
travail peuvent permettre de visualiser la population cellulaire au sein du systeme. Ses dimensions
permettent également d’étre compatible avec les tailles classiques des chambres environnementales,
deux systémes peuvent étre placés cote a cote pour la réalisation de vidéo-microscopie. Des études
dynamigues peuvent donc étre envisagées en comparant directement un état confiné et un état non
confiné par exemple. De plus, couplé a la porosité du gel, ceci permet d’effectuer et de visualiser des
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immunomarquages directement in situ. C'est en avantage certain pour |'étude de types cellulaires
faiblement adhérents ou beaucoup de cellules sont perdues lors des différentes étapes de rincage
nécessaires. Des analyses moléculaires post confinement peuvent également étre mises en place, la
population cellulaire récoltée est suffisante pour des tests tels que le Western Blot et la gPCR. L'étude
de la composition du sécrétome des cellules sous confinement, méme si elle n’a pas été testée ici,
pourrait également étre envisagée en observant pas exemple la sécrétion de molécules ayant un réle
avéré dans le dialogue entre cellules cancéreuses et cellules du microenvironnement. Des parametres
supplémentaires peuvent également étre ajoutés afin de complexifier les modeles d’études, combiner
différents effets et se rapprocher un peu plus de la complexité retrouvée in vivo. Différentes populations
cellulaires peuvent étre mises en culture en méme temps dans le systeme notamment des cellules
stromales ou immunitaires. Leurs importances et leurs réles dans la progression tumorale et résistance
thérapeutique ne font plus aucun doute ; il est donc désormais primordial de les intégrer dans les
études. Des agents thérapeutiques peuvent également étre directement ajoutés, ce qui est difficile avec
I"utilisation du PDMS et peut permettre d’évaluer directement I'effet combiné de molécules et de
contraintes mécaniques.

Perspectives d’évolution du systeme :

Ici, un seul design et trois hauteurs de piliers (30 um comme contrdle, 5 et 9 um pour |'état
confiné avec une ou deux populations de cellules) ont été utilisés mais il est évidemment possible de
modifier cet aspect. Multiplier les expériences avec différentes hauteurs de confinement pourrait
permettre de comprendre si les effets observés sous confinement sont linéairement augmentés avec le
taux de déformation ou s'il existe une déformation seuil. Par exemple, sur des cellules Hela et
I"utilisation du systeme de confinement en PDMS, un seuil de confinement a déja été mesuré a 3,5 um
avant la rupture de la lamina nucléaire®®®. L’agarose, en comparaison a d’autres hydrogel, ne gonfle pas.
Il est donc tout a fait possible de lui donner un rapport d’aspect ou une forme différente, a la seule
condition qu’un moule soit réalisable. Il serait particulierement intéressant, par exemple, d’imaginer
une configuration permettant non plus simplement un confinement en z des cellules mais également
dans les directions x et y. Un moule présentant différentes hauteurs de confinement pour un méme
support pourrait également étre utile pour étudier I'existence de seuils pour différents effets. Il est assez
difficile a mettre en place par le procédé utilisé actuellement en photolithographie mais peut par
exemple étre plus facilement créé par microfraiseuse. Il est en cours de tests au sein de I'équipe sur des
cellules colorectales ; en un seul gel quatre zones sont définies : une zone contréle a 30 um, une a 5 um,
9 um, 11 um et 13 um. La microfraiseuse ne permet pas de descendre en dessous de 5 um de hauteur,
ceci n’est donc pas adapté pour des cellules de petites tailles. La rigidité du gel peut étre modulée, en
changeant simplement le type d’agarose et/ou sa concentration. Des tests préliminaires sur les cellules
TF1-BA confinées a I'aide d’agarose Ultra-Low ont, par exemple, montré que la forme des noyaux des
cellules confinées est différente suivant la rigidité. En abaissant la rigidité, les cellules peuvent alors
déformer le gel. Des billes fluorescentes peuvent également étre incorporées lors de la fabrication des
gels en agarose, elles peuvent ensuite étre utilisées (comme il sera présenté dans le chapitre suivant)
afin de quantifier la dynamique de déformation du gel induite par les cellules (technique de Traction
Force Microscopy, TFM). Ce type d’expériences pourrait permettre de déceler une éventuelle
adaptation des cellules sous confinement, qui pourraient se réorganiser et changer de phénotypes afin
de subir moins de forces de compression avec le temps et d’obtenir les échelles de temps nécessaires
a cette adaptation pour se mettre en place. Dans le systeme actuel, I'agarose est utilisée pure et ne
fournit donc aucune possibilité d’adhésion aux cellules. Néanmoins, comme présenté dans le chapitre
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2, il est possible d’y incorporer des molécules permettant aux cellules d’y adhérer. Le réle de différentes
protéines de la matrice extracellulaire pourrait donc étre étudié pour les cellules sous confinement,
ajoutant encore un parametre rencontré par les cellules in vivo. Pour le moment, méme si la possibilité
de changer la rigidité du gel a déja été testée, le substrat a toujours été une lamelle de verre rigide. Il
serait alors intéressant d’envisager un coating de la lamelle par un matériau moins rigide afin d’étudier
I'effet non seulement du confinement mais aussi de la rigidité de la matrice extra cellulaire. Cette étape
demande encore des étapes de développement mais la possibilité de prétraiter les lamelles de verre
par une couche d’agarose ou de PGMEA ne semble pas insurmontable avec le systeme en |'état actuel.

Baisse de prolifération sous confinement :

Outre la validation du systeme de confinement, les résultats obtenus ouvrent la voie a
différentes perspectives. Une baisse de prolifération a été mesurée pour les trois types cellulaires apres
1 jour, 2 jours ou trois jours de confinement par suivi en microscopie. Ceci a également été attesté par
une baisse de la protéine Cycline B1 chez les cellules HS27A par Western Blot et une baisse du nombre
de cellules marquées a I'EDU pour les cellules MCF10A. Il est important de noter cependant que les trois
modeles cellulaires ont été confinés a la méme hauteur (ie 5 um) ce qui ne représente pas le méme taux
de déformation pour chaque type (pour les TF1 aux alentours de 50%, pour les MCF10A de 40%).

Ces résultats sont en accord avec la littérature ; des résultats similaires ont été obtenus en
utilisant des systémes de confinement en PDMS®> 1% ou par microcopie par force atomique® ou des
retards de mitose ont été observés. Méme si cela n’était pas I'objectif premier des projets impliqués
dans cette partie, il serait intéressant de se focaliser un peu plus sur les modes de division sous
confinement. Différentes études ont déja été réalisées dans cette optique et ont montré par exemple
que des défauts de division, des changements dans la mise en place de |'axe de division étaient observés
sous confinement®® %% 257272 imputables notamment a un arrondissement limité. La polarisation en
métaphase indispensable au processus mitotique peut étre affectée par le microenvironnement et
notamment pas ses propriétés mécaniques®’. Dans le contexte des deux projets initiés avec le CRCL
(modeéle cancer du sein et Leucémie Myéloide Chronique), il serait par exemple particulierement
intéressant de comparer le processus de mitose sous confinement des cellules TF1-GFP modeéles de
cellules immatures hématopoiétiques avec les cellules TF1-BA modéles de cellules souches de leucémie
myéloide chronique ou pour des cellules mammaires MCF10A et les différentes lignées modélisant
différents stades de tumeurs du sein. Il ne serait pas étonnant de retrouver des capacités accrues des
cellules cancéreuses a se diviser sous contrainte. Une étude récente a montré que l'induction d’un
unigue oncogéne RasV12 augmentait les capacités des cellules a conduire une division compléte sous
confinement!®. Ils ont également montré que I'induction de cet oncogéne induisait une baisse de la
rigidité des cellules a I'interphase. Dans la littérature et par des analyses effectuées au sein de I'équipe
du CRCL sur les lignées TF1-GFP et TF1-BA en particulier, une rigidité plus importante est retrouvée a
I'inverse pour la population leucémique. Des analyses quantitatives de la progression mitotique, de
I'apparition d’aberrations, de divisions asymétriques comme dans®®, de cassures de I’ADN (marquage
YH2AX), de problemes de ségrégation des chromosomes ou de micronuclei pourraient peut-étre

27 | serait utile de suivre les

permettre de mettre en lumiere certaines différences entre les lignées
divisons sous confinement pendant plusieurs jours, ce qui permettrait de regarder les conséquences
apres plusieurs divisions, et par exemple d’observer la capture de micronuclei apres quelgues divisions.

Ceci pourrait participer a I'hétérogénéité tumorale. De plus, dans le contexte des cellules souches
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cancéreuses, il serait également important de regarder si la baisse de prolifération pourrait étre imputée
a 'augmentation de cellules en quiescence.

Déformation nucléaire :

Des noyaux présentant une aire projetée et une forme largement modifiée ont été observés
pour les cellules leucémiques TF1-BA en culture seules ou en co-culture avec les cellules stromales
HS27A. Cette déformation semble beaucoup moins marquée pour les cellules hématopoiétiques TF1-
GFP et les cellules MCF10A qui elles présentent une forme plus allongée et cylindroide. La modification
de la forme du noyau a déja été documentée dans plusieurs pathologies dont le cancer?’! I'influence du
microenvironnement sur la déformation des noyaux a déja été observée?’? 23, Le changement de

274 ot de condensation de la

morphologie semble étre toujours relié a un remodelage du cytosquelette
chromatine?”. Le lien entre la contractilité de I'actomyosine et la déformation des noyaux dans la
régulation du transport nucléaire des molécules de signalisation a été souligné ces derniéres années?’.
Des études dynamiques seraient maintenant nécessaires pour comprendre comment la déformation du
noyau et la mécanosensibilité module 'expression des génes?’’. Des analyses dynamiques, profitant de
la compatibilité du systéme avec la videomicroscopie a haute résolution, permettraient de suivre la
déformation des noyaux sur plusieurs jours a |'aide de constructions fluorescentes comme [’histone ou
la lamina A/C (qui a une influence sur la rigidité du noyau?’® et sur laquelle I'influence des forces

mécaniques n’est pas encore complétement comprise?”®) .

YAP :

Un autre aspect intéressant concerne les résultats obtenus en immunofluorescence sur le
facteur de transcription YAP. Ce facteur de transcription est un élément de mécanotransduction avéré

104 280 |’intérét autour de

et dérégulé dans divers cancers' et notamment dans le cadre du cancer du sein
sa régulation est grandissant (notamment comme potentielle cible thérapeutique) mais son mécanisme
d’action n’est pas encore clairement établi. Il serait régulé pas différents signaux mécaniques tels que
la rigidité de I'environnement, les forces de tension, les contraintes de cisaillements, la surface
d’adhésion et récemment la forme du noyau?®¥28, Nos résultats montrent clairement un effet du
confinement sur 'activité de YAP. Le signal nucléaire retrouvé dans nos conditions de contréle est en
accord avec la littérature qui décrit une activation de YAP pour un substrat rigide®®3. Le confinement
induirait ensuite son inactivation et un signal cytoplasmique dés 2 h de confinement. Le peu de signal
obtenu a 24 h correspondrait ensuite a sa dégradation par le protéasome. Ceci serait également en
accord avec la baisse de prolifération retrouvée sous confinement®*. Une étude trés récente sur des
cellules d’ostéosarcome et glioblastome a permis d’observer le méme phénomene d’inactivation de YAP
sous confinement lorsque les cellules passent au travers de microcanaux?®. La méme chose est
observée pour des cellules de fibrosarcomes confinées par un systeme de PDMS et peut s’apparenter a
ce qui a été observé sur des monocouches de cellules oscillantes?®. || serait également trés intéressant
de comparer ces résultats impliquant YAP sur des cellules non adhérentes ou I'organisation du
cytosquelette d’actine est différente comme pour les cellules TF1 GFP et TF1 BA. Ce facteur de
transcription, largement étudié pour les cellules adhérentes et les tumeurs solides, I'est beaucoup
moins pour ce type de cellules hématopoiétiques. Cependant, quelques études récentes suggerent tout
de méme un roéle comme régulateur d’apoptose mais également un effet combiné avec I'oncogene Ber-
Abl?7 ou le traitement par Imatinib dans le cas des leucémie myéloides chroniques?®.
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Il serait aussi important de tester I'effet de la leptomycyne B sous confinement, I'export
nucléaire devrait étre ainsi bloqué et Yap devrait rester nucléaire méme avec des forces de
compression?3, De plus, la présence de Yap dans le signal ne correspond pas forcément a son activation
il serait donc important de regarder |'expression de certains de ses génes cibles. Le signal de Yap serait
également a mettre en parallele avec I'architecture du cytosquelette dans nos conditions avec et sans
confinement®°. La forme du noyau a déja été observée comme un facteur d’influence du signal de Yap,
il serait donc intéressant d’utiliser notre systeme en agarose rigide mais également avec des agaroses
moins rigides. Si ces derniers peuvent étre déformés par les cellules ils n’'imposent plus la méme

déformation nucléaire et potentiellement plus la méme régulation du signal de YAP. De plus, une étude
récente montre l'influence de 'encombrement macromoléculaire sur la translocation de ce facteur de

transcription en réponse a un choc osmotique?®.
Analyses phénotypiques :

Il serait également intéressant d’étudier les changements phénotypiques des cellules sous
contrainte et de détecter si une éventuelle adaptation se met en place pour des expériences a long

terme. Des études ont décelé un amollissement des cellules sous compression et un gonflement?%% 28,

Ce phénomene pourrait étre potentiellement relié a l'activité de YAP et au phénomeéne
d’encombrement nucléaire. Une analyse de volume cellulaire par exclusion de fluorescence serait tout
a fait adaptable au systéme et permettrait de sonder s’il existe une régulation du volume qui entraine
une modification de la rigidité cellulaire. De plus, il serait intéressant de comparer les analyses sur des
cellules cancéreuses et leurs homologues du tissu sain (par exemple les cellules TF1-GFP et TF1-BA). Il a
déja été suggéré que les cellules cancéreuses pouvaient répondre différemment aux stimulations
mécaniques’* 291, Des analyses par AFM au sein de I'équipe du Dr Maguer-Satta ont déja montré une
différence de rigidité intrinséque des cellules entre ces deux populations, suggérant déja un
comportement mécanique altéré par I'oncogene BCR-Abl et donc un potentiel impact des stimulations

mécaniques différentes.
Mécanisme de résistance :

Un autre aspect important, qui n’a malheureusement pas pu étre réellement débuté dans le

temps imparti de cette thése, est I’évaluation de I'impact des contraintes mécaniques dans le cadre de
la résistance thérapeutique des leucémies myéloides chroniques. Comme présenté dans le chapitre 2,
tous les mécanismes rentrant en jeu ne sont pas encore connus. L'équipe de Véronique Maguer-Satta
travaille notamment sur le réle des BMP (Bone Morphogenic Proteins) dans ces processus de résistance.
lls ont montré que chez les patients atteints de LMC, cette voie est dérégulée et que cette altération
persiste sous traitement?®2. Un mécanisme de survie des cellules souches leucémiques se met en place
chez les patients résistants impliquant différents facteurs de cette voie comme une surexpression d’un
récepteur (BMPR1b) et une production augmentée de ligand BMP 2 et 4 par les cellules leucémiques
elles-mémes et les cellules stromales?®. Les BMPs sont des éléments forts du dialogue entre les cellules
de I’'environnement et les cellules souches cancéreuses, leur étude est complexe car mettant en jeu une
synergie de différents éléments et des signaux parfois contradictoires. Dans un contexte physiologique,
il a été montré que des signaux mécaniques peuvent réguler la transcription de différents ligands. Il
semble donc extrémement intéressant d’étudier I'impact des contraintes mécaniques sur le processus
de résistance mis en lumiere par I'équipe du CRCL, en étudiant le comportement des cellules
leucémiques sous confinement mais également les cellules stromales. Des études du sécrétome
pourraient par exemple permettre de quantifier les ligands de BMP sous contrainte, des marquages
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immunofluorescents pourraient ensuite permettre de cibler certains éléments clefs des voies de
signalisation de BMP et comprendre leur évolution avec I'influence des forces mécaniques. De plus,
maintenant que le systéme est au point et reproductible, il serait intéressant d’analyser plus en détails
I'expression de genes mécanosensibles, souches et impliquant la voie BMP par gPCR.
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Chapitre 4 : Un modeéle 3D, le sphéroide

Comme présenté dans le premier chapitre d’introduction, un modele de culture 3D de cellules
semble particulierement intéressant pour modéliser une tumeur solide : le sphéroide. Méme si l'intérét
de la communauté pour ce systeme va croissant, il est évident que son utilisation est plus complexe que
la culture cellulaire classique en 2D : en termes de production homogene d’échantillons mais également
d’analyses. Nous présentons dans cette partie, un systeme de micro-puits qui présente un intérét dans
la production mais aussi I'analyse de sphéroides a moyen débit. A I'instar du chapitre 3, celui-ci débute
par la présentation du systeme développé et sa conception. La deuxiéme partie permet de présenter
guelques types d’analyses permises par le microsystéme. Dans la derniere partie, nous présentons les
différentes techniques testées pour appliquer des contraintes mécaniques sur les sphéroides et les
résultats obtenus. Deux modeles biologiques sont utilisés ici : le cancer colorectal et le glioblastome
(cancer du cerveau). Les études concernant ce dernier, ont été mises en place en collaboration avec
I’équipe « Diversité du transcriptome des cellules souches » du CRCL.

1. Présentation du systéme de micropuits
1.1. Systemes de production de sphéroides existants

De multiples techniques de génération de sphéroides ont émergé ces derniéres années. La taille, la
vitesse de formation et le temps de culture peuvent influencer la complexité et |'organisation des
sphéroides ; il est donc primordial de contréler ces parametres tout en gardant des conditions de culture
physiologiques afin d’obtenir des analyses robustes et reproductibles. Le tableau ci-dessous issu d’'une
revue récente résume les différentes techniques utilisées actuellement pour la production de
sphéroides. La génération de sphéroides se base sur I'induction de I'agrégation des cellules entre elles,
en promouvant l'interaction cellule-cellule au détriment de la liaison cellule-surface.
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Figure 43 : Récapitulatif des différentes méthodes de génération de sphéroides Issu de?%*.

Une des stratégies est d’ensemencer les cellules sur une surface non adhérente et de les garder en

culture sous agitation afin d’induire I"agrégation spontanée des cellules entre elles?®*. Une couche
d’agarose ou d’un polymere hydrophobique polyHema peut étre utilisée pour le traitement de surface
de matériel de culture classique. Des solutions commercialisées par Corning permettent aussi d’obtenir

des boites de pétri et flasques non adhérentes prétes a I'emploi®®®. Les cellules peuvent également étre
gardées en suspension dans une solution de matrice liquéfiée®’. C'est une technique trés simple a
mettre en place mais qui ne permet pas de controler la taille et le nombre de sphéroides produits Figure

43A.

'utilisation de bioréacteurs présente une méthode de production haut-débit : I'auto-agrégation
des cellules est ici induite par une agitation continue permise par un agitateur magnétique a l'intérieur

de la flasque ou par rotation de la flasque Figure 43C. Peu de manipulations sont nécessaires pour la
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production de grandes quantités de sphéroides qui peuvent étre gardés en culture sur du long terme.
En revanche, la taille des agrégats produits est hétérogene et le suivi individuel des sphéroides est
impossible?®®. De plus, les cellules sont continuellement soumises a des forces hydrodynamiques ce qui
peut influer sur leur comportement, méme si des bioréacteurs développés par la NASA présentent des

contraintes de cisaillement réduites basés sur des méthodes de microgravité?®.

"auto-assemblage des cellules peut également étre induit par I'utilisation de plague multi puits a
faible adhésion. La surface est rendue non adhérentes par coating d’agarose, PolyHema et le
regroupement des cellules au centre est obtenu en utilisant des puits ronds ou coniques : Figure 43E.

C’est une technique largement utilisée3%°-302

car simple a mettre en place et reproductible ; des
solutions prétes a 'usage sont commercialisées par exemple chez Corning, Biosciences, Grenier bio
one... Cependant, le nombre de sphéroides produit est relativement bas (un seul par puits,
classiqguement plaque de 96 puits) et le systeme est incompatible avec des techniques de microscopie

haute résolution.

Afin d’augmenter le rendement de production, des techniques de micropatterning Figure 43D ont
été mises en place qui permettent la production de centaines de sphéroides uniformes en un seul
pipetage grace a un réseau de micropuits. Des cellules sont ensemencées et par agitation ou
sédimentation celles-ci se placent au fond de ces puits non-adhérents et aprés 24 h ou 48 h d’incubation
elles s’auto-assemblent et forment des sphéroides. La taille des puits et la densité d’ensemencement
permettent de controler la taille des sphéroides créés. Il est possible d'incuber et de laver les sphéroides
avec différentes solutions sans les perdre ou les détériorer mécaniqguement. Différents systéemes ont
déja été développés et certains sont déja commercialisés. Des matériaux photosensibles sont utilisés
(PGMEA3% 304) mais nécessitent alors une ingénierie chimique importante pour un bon transfert du
motif, tout en garantissant la biocompatibilité des matériaux utilisés

La société Stemcell propose une solution directement préte a I'usage : aggrewell?®>3% Ceci peut se
révéler relativement colteux pour une utilisation quotidienne et nécessite un pré-traitement afin
d’empécher I'adhérence des cellules sur le substrat.

Des systemes d’agrégation en gouttes pendantes ont également été imaginés Figure 43F: ils
permettent d’obtenir des sphéroides homogeénes en taille3®. Néanmoins, c’est un des procédés qui
nécessite le plus de manceuvres et il est important de controler I'évaporation du milieu de culture de la
goutte durant I'agrégation, car celle-ci pourrait affecter la viabilité des cellules pas osmolarité. Une
technique qui permet de maitriser cet élément a été développée et est commercialisée par 3D

309, 310

biomatrix mais demeure assez exigeante.

Les sphéroides peuvent également étre produits a partir d'une méthode d’encapsulation Figure
43B. Des gouttes de cellules et d’hydrogel sont dispersées dans un bain de calcium, I’hydrogel se gélifie
alors et permet la formation de microcapsules piégeant les cellules en suspension. Différents procédés

311, 312

micro-fluidiques permettent de mettre en place cette méthode . Des hydrogels a peptides auto-

assemblant gélifiant sans utilisation de bain de calcium ou de méthode de double émulsion a I'huile ont

313, 314 Ces techniques d’encapsulation permettent la formation de

également été développés
sphéroides homogeénes mais nécessitent souvent un certain nombre de manipulations. Si les sphéroides
doivent étre gardés en culture a long terme une étape doit étre ajoutée afin d’enlever la microcapsule

qui pourrait induire un confinement de I'agrégat lors de sa croissance.
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L'utilisation de forces externes a également été envisagée pour guider I'assemblage des cellules

317

Figure 43G. L'emploi de particules et de champs magnétiques3'™ 31 mais également d’ultrasons®?’ ou

de dielectrophorése®® peuvent aider a la formation de sphéroides. Le rendement de ces méthodes peut
étre relativement élevé et les agrégats ainsi produits ne présentent pas de conséquences physiologiques
perceptibles dues aux différentes stimulations physiques mais elles requiérent cependant une
instrumentation assez spécifique.

319-326

Différents systemes microfluidiques ont également été développés. lls permettent la

production d’une centaine de sphéroides en parallele et offrent la possibilité de suivi individuel par
microscopie. En revanche, ils sont tous fabriqués en PDMS qui peut alors présenter les mémes
désavantages que ceux exposés en Partie 2. lls nécessitent la mise en place de méthodes de perfusion
pas toujours aisées et transférables et ne permettent pas de récupérer les sphéroides in fine pour des
analyses moléculaires.

Des techniques de plus en plus ingénieuses sont développées mais peuvent présenter des difficultés
en termes de mise en place, rapidité, reproductibilité et rendement et n’offrent pas toutes les mémes
utilisations. Il est donc important de bien sélectionner la procédure de génération des sphéroides en
fonction des besoins de I'étude. Peu de techniques se révelent réellement adaptées a la microscopie
haute résolution trés largement utilisée dans notre équipe ; il a donc été décidé de développer une
nouvelle méthode, inspirée de la méthode de micropatterning Figure 43D et utilisant le micro-moulage
d’un hydrogel classique : I'agarose, il est présenté en détail dans le paragraphe suivant.

1.2. Description du dispositif

Une technique de fabrication de micropuits en hydrogel a été développée au sein du laboratoire
(brevet FR 1870349 déposé) afin de répondre a des besoins pas encore totalement satisfaits par les

systémes présentés précédemment.

L'idée développée au sein de I'’équipe a donc été de garder ce principe de micropuits mais une fois
encore d’utiliser 'agarose pour ces nombreux avantages précédemment présentés. Des moules sont
créés sur un wafer de silicium par photolithographie (voir Matériel et Méthodes pour les détails de la
technique). Cette fois, I'agarose n’est pas directement moulée sur le wafer mais des moules en PDMS
vont permettre de faire I'intermédiaire entre les deux : Figure 44. Ceci permet d’une part de conserver
les wafers en silicium plus longtemps et d’autre part d’avoir des patrons bien plus maniables et pratiques
pour le moulage de I'agarose. A noter que cette solution a également été testée dans le développement
du systeme présenté dans le chapitre 3 mais ne s’est pas révélée satisfaisante pour cette partie car les
rapports d’aspect et planéité de I'échantillon nécessitaient une rigueur plus importante qui n’est pas
forcément parfaitement atteinte par le transfert par les moules en PDMS. Afin d’obtenir un systeme
compatible avec la microscopie haute résolution, un traitement chimique a été mis en place afin de faire
adhérer I'agarose sur une lamelle de verre. Les lamelles de verre sont fonctionnalisées avec I'amino-
propyl-tri(ethoxy)silane (APTS) qui crée des groupements NH3* en solution. Cet excés de charges
positives permet I’adhésion de I'agarose sur la lamelle fonctionnalisée, par interactions électrostatiques.

Sans ce traitement, le gel d’agarose flotte dans le milieu de culture.
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Figure 44 : Représentation de la fabrication des puits en agarose. (A) Wafer de silicium réalisé par photolithographie (B)
Fabrication d’un contre moule en PDMS a I'aide du wafer (C) Représentation du contre moule en PDMS obtenu (D) Moulage
des micropuits d’agarose a I'aide du contre moule PDMS sur une lamelle de verre traitée par APTS, ceci permet I'adhésion de
I'agarose. (E) Représentation du réseau de micropuits obtenu apres gélification de I'agarose, en adhésion sur la lamelle de
verre (F) Stérilisation par rayonnements UVs et ensemencement des micropuits.

‘ o0 a5

Figure 45 : Formation d'un sphéroide par agrégation de cellules HCT116 au fond d'un puits d’agarose, (#200 um) en agarose
(standard 4% m/v). Echelle = 50 um.

Le recours a des micropuits formés en agarose pour la formation de sphéroides commence a se
développer?” 328 - une solution commerciale a également été pensée par microtissues, Inc®?°. La
compagnie commercialise des moules réutilisables permettant le moulage des micropuits en agarose.
Cependant le réseau de micropuits n’est jamais attaché a un substrat, ce qui oblige a transférer les

sphéroides pour toute analyse fine par microscopie optique.

La premiére construction du systeme est d’utiliser une grande lamelle de verre et de créer un
puit a partir d’un tube Falcon de 50 ml sectionné a une hauteur de 1.2 mm et d’un joint silicone placé a
I'extérieur, de la méme maniére que la version 1 du systeme de confinement Figure 23.
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La deuxieéme solution est de recourir a des plagues classiques de culture 24 puits, de percer a la
scie cloche chacun des puits et de venir remplacer le fond par des lamelles de verre de diamétre 14 mm.
Différentes solutions ont été alors testées pour coller correctement la lamelle de verre et maintenir une
bonne stérilité ; la plus efficace a été d’utiliser une colle NOA biocompatible (NOA 81, Norland Optical
adhesive) qui polymérise en quelques secondes sous rayonnements UV. Cette combinaison permet ainsi
d’obtenir 24 réplicas de plus d’une centaine de sphéroides (130 sphéroides sur le design actuel de puits
de diametre 200 um) tout en gardant des dimensions classiques de culture cellulaire compatible avec
tous les supports et accessoires de microscopie.

A

()

9

5 r!Tﬂ“”&Tﬂ—l >

Figure 46 : Représentation de la configuration des micropuits. (A) Les micropuits sont positionnables dans une plaque 24 puits
classique (B) Image de sphéroides HCT116 obtenus a I'aide d’un systéme en agarose standard, 6 jours aprés ensemencement
des cellules. Echelle=600 um.

Diverses applications sont compatibles avec ce mode de production de sphéroides, plusieurs
d’entre elles sont décrites dans la partie suivante. Suivant I'utilisation, la solution une ou deux est
préférée, le type d’agarose utilisée varie également avec les applications et sera précisé dans chaque
cas.
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2. Applications

Pour la suite de ce chapitre, sauf mention contraire, les micropuits ont un diamétre de 200 um et
sont fabriqués en agarose standard 4%. De plus, par souci de simplicité, le terme de neurosphere ou
colospheére ne sera plus utilisé, il lui sera préféré le nom plus généraliste de sphéroide qui est applicable
a tous les types cellulaires utilisés dans cette étude.

2.1. Suivi de prolifération

La principale particularité de notre systéme de micropuits réside dans sa compatibilité avec la
microscopie haute résolution, permise par leur adhésion sur une lamelle de verre. Elle autorise par
exemple, le suivi individuel d’un sphéroide et cela pour plus d’une centaine d’agrégats en paralléle. Par
un seul pipetage, le systeme permet donc la formation d’une centaine de sphéroides de tailles similaires.
La concentration cellulaire de départ permet de moduler la taille initiale des sphéroides. Le diametre
des puits en agarose peut également varier suivant le moule utilisé pour I'agarose. L'idée est ici de
regarder si la présence d’une sous-population de cellules souches de glioblastome au protéasome inactif
(qui serait synonyme d’un état souche) a une influence sur la croissance des agrégats. Ce marquage est
explicité dans le chapitre 2. Pour cela, I'aire de sphéroides issus de cellules N14 a été évaluée durant
prés de 6 jours. Le suivi a été débuté apres la formation des sphéroides. Une image par épifluorescence
puis une image en lumiere blanche ont été acquises toutes les trente minutes a chaque position. Pour
les sphéroides présentant un signal fluorescent, la mise au point a été effectuée sur le canal de
fluorescence, alors que pour ceux ou aucune fluorescence n’est détectée, le plan médian du sphéroide
est enregistré comme référence.

Trois phénotypes différents sont apparus pour les sphéroides avec un signal en fluorescence, ils
sont représentés sur la figure ci-dessous.
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Figure 47: Différents phénotypes observés pour les cellules N14 Zsgreen. (A) Expression fluorescente diffuse (B) Petits points
de fluorescence ne correspondant pas a la taille d’une cellule (C) Cellules fluorescentes dynamiques. Images en épifluorescence
et lumiére blanche. Echelle =50 um.

Certains sphéroides présentent une expression diffuse de la fluorescence Figure 47A qui ne
semble pas évoluer au cours du temps (méme « tache » et qui reste au méme endroit du sphéroide).
Pour d’autres, seulement des petits points de fluorescence sont observés, bien inférieurs a la taille d’'une
cellule et présents tout au long de I'acquisition Figure 47B. Enfin, pour un dernier profil, une fraction
dynamique du sphéroide apparait Zsgreen positive avec une taille et un comportement qui peut
s’apparenter a celui d’une cellule individuelle Figure 47C. Les deux premiers profils sont assez difficiles
a interpréter. Nous nous sommes donc intéressés seulement au dernier profil, qui correspond au
marquage d’une sous-population des cellules du GBM présents en faible proportion au sein des
sphéroides. Les deux autres cas, moins fréquemment rencontrés, sont exclus de nos analyses.

Nous avons suivi au cours du temps la croissance des agrégats au sein de nos systémes de
micropuits par vidéo-microscopie. L'analyse de chacun des sphéroides est stoppée lorsque celui- ci
atteint un diamétre de 190 um afin gu’aucun biais ne soit apporté par le fait que le sphéroide soit
contraint par les murs d’agarose. Ainsi, I'aire des sphéroides est analysée toutes les 30 minutes pour 64
agrégats différents.
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Figure 48 : Suivi de prolifération de sphéroides N14. (A) Aires normalisées obtenues par analyse automatique, n=64, intervalle
de temps des prises d’images=30 min, temps total d’acquisition = 114 h. (B) Exemple typique de prolifération d'un agrégat par
vidéo-microscopie. Echelle = 50 um (C) Taux de croissance des N14 avec ou sans cellule ZsGreen positive : 100*(aire finale-aire
initiale)/aire finale).

Le taux de croissance des sphéroides (100*(aire finale — aire initiale) / aire finale) n’est
significativement pas différent entre la proportion des sphéroides présentant des cellules Zs Green
positives au protéasome inactif et ceux n’en présentant aucune. La classification des sphéroides
n’évolue pas au cours des 138 h de culture : aucune cellule ne semble apparaitre fluorescente pour les
agrégats qualifiés de « non ZsGreen » au lancement de I'expérience et les différents profils de
fluorescence s’averent également constants. Toutefois, cette information est a prendre avec prudence.
En effet, I'acquisition n’a été effectuée que pour un seul plan en z or les sphéroides de N14 sont trés
dynamiques en comparaison de ceux issus des cellules HCT116 initialement utilisés. Un suivi plus
rigoureux de la fluorescence nécessite donc une acquisition en 3 dimensions.

En parallele, les deux populations ont été triées par FACs (fluorescence activated cell sorting)
par nos collaborateurs puis gardées en culture plusieurs jours en flasques non-adhérentes (des
agrégations de sphéroides doivent alors avoir lieu et peuvent polluer I'analyse). Aucune différence en
termes de taille de sphéroides n’a été observée et aucune fluorescence n’a été détectée pour la
population classée ZsGreen négative. Ces deux informations confirment donc nos observations. La
présence de cellules Zsgreen positives ne semble pas avoir de conséquence sur la croissance globale du
sphéroide.
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2.2. Suivi de cellules au sein de sphéroides a I'aide de marqueurs fluorescents

Nous avons ensuite décidé de suivre la dynamique des cellules Zsgreen positives au sein d’un
sphéroide. Pour cela, une acquisition en 3 dimensions a été effectuée par épifluorescence et lumiere
blanche pendant deux jours pour 9 sphéroides présentant le phénotype n°3 Figure 47C. Pour chaque
sphéroide, chaque cellule Zsgreen positive est suivie en 3 dimensions au sein du sphéroide tout au long
de lacquisition. Une analyse mise en place a l'aide du logiciel Matlab permet de suivre
automatiguement chaque entité fluorescente. 22 cellules ont été suivies de cette fagcon et une
projection en 2D de la trajectoire 3D est donnée sur la Figure 49.

Figure 49 : Projection en 2D du suivi dynamique en 3D d'une cellule Zsgreen positive au sein d'un sphéroide de N14. Une image
en lumiere blanche est fusionnée avec une image en épifluorescence, la cellule suivie par analyse d’image est repérée par la
croix bleue. Echelle = 50 um.

Sur les 48 heures d’acquisition, seules 6/22 des cellules marquées restent fluorescentes
(réparties sur 4 puits), les autres s’éteignent a des temps variables et 3 apparaissent en cours
d’acquisition pour deux sphéroides. Les cellules ZsGreen positives sont assez dynamiques et n’ont pas
de localisation privilégiée au sein du sphéroide : elles peuvent aussi bien se retrouver au centre du
sphéroide qu’a sa périphérie. La proximité de cellules nouvellement fluorescentes avec d’autres cellules
positives pourrait laisser envisager qu’elles sont issues d’une division de ces derniéres mais nos
expériences n’ont pas permis de nous en assurer.

Ces différentes remarques sont a prendre avec précaution. |l serait intéressant de coupler ce
suivi par vidéomicroscopie de I'activité du protéasome avec un marquage nucléaire ou de I'espace
extracellulaire (exemple sulforodamine) pour les vérifier. Ceci permettrait par exemple de détecter le
taux et le mode de division des cellules Zsgreen positives. En effet, les cellules souches cancéreuses sont
décrites comme des cellules pouvant étre originaires de divisions asymétriques mais aussi pouvant
rentrer en quiescence. En flasque « classique » chez nos collaborateurs, des cellules ZsGreen négatives
ont rapidement été retrouvées dans les flasques issus de la population triée ZsGreen positive.

Différentes analyses moléculaires ont été réalisées par I'équipe du docteur Gabut entre une
population de cellules triées ZsGreen positives et une population non triée. Moins de 1% de la
population non triée a été détectée positive. Aucune différence significative n’a été détectée pour un
nombre important de marqueurs de différenciation ou de génes. lls ont conclu que ce rapporteur ne
permet pas d’isoler un sous-groupe de cellules plus immatures au sein des sphéroides de N14 et ont
stoppé son utilisation. En outre, les expériences présentées en Figure 48 et Figure 49 méme si elles
n’ont pas toutes menés a des analyses, en raison de problemes techniques, ont été réalisées plusieurs
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fois et ont montré des proportions variables des divers profils phénotypiques sans qu’aucune raison
n"ait pu étre mise en avant. Ceci complique donc l'interprétation du signal mais également la mise en
place des expériences et leur reproductibilité. Il a donc été décidé de ne pas continuer I'analyse de ce
marquage.

2.3. Immunomarquage

Les systemes de micropuits représentent également une plateforme adaptée aux marquages
cellulaires par immunofluorescence. Les étapes de fixation, incubation des marqueurs et visualisation
par microscopie peuvent étre effectuées directement au sein des puits. Dans ce cadre, j'ai pu co-
encadré une stagiaire en L3 (Chloé Exbrayat) qui a utilisé les dispositifs d’agarose pour
I'immunomarquage de sphéroides HCT116. Aprés quatre jours de culture, les agrégats sont fixés,
I’actine et les noyaux sont marqués. L'acquisition d’image est effectuée par microscopie confocale.

»
)

N A —

"4g 30 pm gg S0 UM FEEMY
Figure 50 : Immunomarquages d’un sphéroide HCT116. L'actine est marquée en rouge (Phalloidine) et les noyaux en vert
(Nucgreen). Différents z-stacks sont acquis par microscopie confocale a différentes profondeurs du sphéroide.Echelle = 30 um.

Pour des sphéroides de 200 um de diametre, il nest pas possible de I'imager sur toute sa
profondeur par microscopie optique. En raison de la faible profondeur de pénétration des photons les
images sont inexploitables au-dela de 50 um de profondeur. Des techniques de clarification se
développent ces derniéres années, elles permettent de contourner ce probleme en homogénéisant les
indices optiques, réduisant ainsi la diffusion®°. Une méthode est maintenant utilisée en routine dans
I’équipe, notamment par la doctorante Saba Goodarzi, en utilisant soit une solution commerciale
(RapidClear), soit simplement une solution de glycérol.

2.4. Cellules isolées

Une évaluation largement utilisée dans I'étude du caractére souche des cellules cancéreuses
est de tester leur capacité d’initier de maniére clonale la formation d’un sphéroide (sphere formation
assay). Ce type de tests a été initialement utilisé pour I'authentification de cellules souches neurales33!
et fut ensuite largement repris dans le domaine de la cancérologie aprés 'apparition du concept de
cellules souches cancéreuses et pour différents modeéles biologiques (cancer du sein®? du cerveau®!

du colon3%).

L’essai se base sur un test de résistance a I"anoikis qui désigne une forme spécifique d’apoptose
due a un défaut d’adhésion a la matrice extracellulaire ou aux cellules voisines. Ce phénomene
physiologique d’autodestruction est une barriére de défense contre une colonisation de cellules au
mauvais endroit et est indispensable pour 'homéostasie tissulaire et le développement. Dans un
contexte pathologique, une résistance a ce processus peut apparaitre ; ceci parait indispensable par
exemple dans le cadre tumoral et la création de métastases. Les cellules cancéreuses peuvent ainsi

91/ 142



Chapitre 4 : Un modele 3D, le sphéroide

survivre apres le détachement de leur site primaire et migrer par I'intermédiaire du systeme vasculaire
vers d’autres organes ou localisations33*.

Les systemes d’agarose sont utilisés pour mettre en place ces tests de « sphere-forming assay ».
Ceci permet tout d’abord d’avoir un systeme compatible avec la haute résolution mais aussi une solution
a moyen débit rapide a mettre en place. Les premiers tests ont été effectués a I'aide des cellules HCT116
puis avec les cellules de GBM N14. Cette fois-ci, le diametre des puits est réduit a 100 um et la
concentration cellulaire d’ensemencement est réduite. Le nombre de cellules par puits est contrélé de
maniere statistique en fonction de la densité d’ensemencement et les puits présentant une cellule
unigue sont suivis par vidéo-microscopie.

Etatinitial : cellulesisolées Etat Final

Figure 51 : Test de cellules isolées N14 dans des micropuits d’agarose standard @100 um. (A) Etat initial : repérage des puits
présentant une cellule isolée (B) Etat Final, apres 175 h visualisation de la formation ou non d'un sphéroide. Echelle = 100 pm.

Manuellement, nous vérifions pour chaque puits présentant une seule cellule, son état aprés
guelques jours de culture. Nous obtenons ainsi en moyenne 20% des cellules N14 isolées qui initient
au bout de quelques jours la formation d’un sphéroide (trois expériences indépendantes pour une
moyenne d’une centaine de cellules isolées). Cette proportion est stable et est retrouvée pour trois
expériences indépendantes. A noter également qu’un test a été effectué avec des cellules comportant
le rapporteur ZsGreen, des cellules ZsGreen négatives et positives sans discrimination. Les 2 types de
cellules ont montré leur capacité a former des sphéroides.

Il est important de constater que plusieurs autres éléments n’ont pas été vérifiés ici. Tout d’abord,
il serait nécessaire de coupler ces mesures avec un marquage nucléaire fluorescent afin de vérifier
gu’une seule cellule est bien présente dans le puit au départ. Certains cas plus douteux ont été exclus
de nos analyses. Dans certains cas, une seule division est apparue aux premiéres heures de suivi mais
ne menant pas a d’autres divisions et a la formation de I'agrégat. Nous pouvons pour ce cas émettre
une hypothése : la division était engagée avant I'ensemencement et se poursuit au sein du puits. De
plus, aucune distinction n’a été faite sur la taille ou I'aspect des sphéroides obtenus. Aucun consensus
n’est établi sur le temps nécessaire a ce type de test, nous avons donc établi la durée d’acquisition de
maniéres empiriques et la encore aucune distinction n’est faite sur la vitesse de croissance. De plus, il

serait important de vérifier I'état des cellules qui n’ont pas initié de sphéroides. Un caractére
spécifique des cellules immature réside dans leur capacité a se mettre en quiescence et a rester en
phase GO. Il serait donc important de caractériser par des marqueurs de quiescence ou d’apoptose
I'état des cellules classées dans cette catégorie. Enfin, les analyses ont été entierement effectuées

manuellement, il est alors essentiel de mettre en place une automatisation par analyse d’images pour
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augmenter les statistiques. La these d’un doctorant en cours dans I'équipe est consacrée
exclusivement a ce sujet maintenant (A. Chambost, 2°™ année de thése).

3. Croissances et contraintes

3.1. Croissance « libre »

A partir des courbes de croissance de N14 présentées précédemment et en effectuant la méme
analyse sur des sphéroides HCT116, nous avons voulu quantifier le mode de croissance des agrégats
« libres » qui croissent dans du milieu de culture sans appliquer des contraintes extérieures. Deux
modes de croissance simples sont possibles : une prolifération volumique c’est a dire que toutes les
cellules constituant I'entité proliférent ou alors une croissance surfacique ou seules les cellules en
périphérie se divisent.

. . In (2 .
Pour le cas d’une croissance volumique nous avons R(t) = Roet‘f’)/3 avec B/3 =% et en croissance
d

1

surfacique R(t) = R, + aet avec e = épaisseur de la couche proliférative et a = ~-ou Tqest le temps
d

de division caractéristique des cellules utilisées.

Nous appliquons les deux modeéles a nos courbes de croissance et nous obtenons alors par
ajustement linéaire (en log linéaire pour le modéle volumique) Figure 53 :

N 14 : Volumique : T4=92 h
HCT116 : Volumique : T¢= 33 h

Ce qui ne correspond pas a ce que nous observons en manipulation (Td en 2D pour les HCT116
=24 heures, Td en 3D pour les N14 : 40 heures). Concernant, les HCT116 nous utilisons un temps obtenu
en culture classique en 2 Dimensions, pour les N14 nous utilisons le temps de division obtenue par des
expériences de « sphere forming assay » Figure 52.

Figure 52 : Temps de division obtenu cellules N14. Les
valeurs sont obtenues par l'analyse d'expériences de

"spheres forming assay", méthode présentée en 2.4
Données acquises par A. Chambost N=150.

30 A

25 A

201

154

Number of divisions

0 10 20 30 40 50 60 70
Time to division (hour)

Pour appliguer un modele surfacique nous calculons I'épaisseur de couche qui proliferent en
utilisant des temps de division connus pour ces deux lignées nous avons alors :
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N 14 : e=0,1387*40/In(2) = 8,5 um
HCT116 : e=0,4283*24/In(2)=15 um

Ce qui correspondrait dans les deux cas a peine une couche de cellules.

a5 - 3
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Figure 53 : Ajustement linéaire et exponentiel pour les deux lignées respectivement suivant le modele surfacique (2 graphes
de gauche en R-RO) et volumique (2 graphes de droite en R/R0). L'ajustement est effectué pour chaque courbe, la moyenne
des ajustements est représentée par la courbe en noire.

Expérimentalement nous avons également utilisé le marquage EdU déja utilisé dans le
chapitre3. Le temps auquel I'EdU est ajouté est ajusté en fonction du temps de prolifération connu (pour
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la lignée cellulaire N14 I'EdU est ajouté 72 h avant révélation, pour les HCT116 24 h avant). Les résultats
sont donnés sur la Figure 54.

Figure 54 : Coupe transversale au milieu d’un sphéroide de N14 (A) et d’un sphéroide HCT116 (B) immunomarquage des
noyaux en vert et EdU en rouge (ajouté 24 h avant révélation) échantillon transparisé. Les cellules Edu+/Nuc+ apparaissent
en jaune Echelle =50 um
Dans les deux cas, la prolifération semble donc volumique, les cellules marquées EdU positives sont
retrouvées au sein du sphéroide.

3.2. Croissance sous contraintes de sphéroides HCT116 au sein des micropuits

Suivi de croissance sous contrainte :

Si les sphéroides sont ensuite laissés dans les systémes de micropuits ils continuent a croitre
mais de maniére non isotrope : ils ont une croissance en z (partie non contrainte) et peuvent dépasser
la hauteur des puits (ici 200 um). En x,y ils sont contraints par les bords des puits. Comme présenté dans
le chapitre 2, il est possible d’ajuster la rigidité de I’hydrogel, les contraintes dues a la croissance peuvent
donc étre modulées.

Lorsque les micropuits sont réalisés en agarose standard a 2% (m/v), les sphéroides continuent
a croftre de maniéere longitudinale et ont alors une forme cylindrique. Un marquage en EdU (cellules en
prolifération dans les dernieres 24 h) et une clarification des échantillons (qui permet d’obtenir le signal
sur la totalité du sphéroide) permettent de montrer que seules les cellules en périphérie continuent a

proliférer Figure 55.

Figure 55 : Exemple d’un
sphéroide HCT116 contraint
dans un micropuits d'agarose
standard 2% (m/v),
immunomarquage des noyaux
en vert et EAU en rouge (ajouté
24 h avant révélation)
échantillon  transparisé.  Les
cellules Edu+/Nuc+ apparaissent
en jaune (A) Coupe transversale
au centre de 'agrégat. (B) Coupe
longitudinale de I’échantillon.

Echelle =50 um, images prises en
microscopie confocale 20x.
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En utilisant une agarose Ultra Low gelling point a 2% (m/v), les sphéroides cette fois peuvent
déformer les micropuits en continuant a proliférer. La courbe de prolifération ne montre pas de rupture
brutale et le diametre du sphéroide continue d’augmenter méme lorsqu’il excede 200 um (Figure 56 A).
Le marquage EdU montre toutefois que les cellules prolifératives se limitent aux deux premiéres
couches externes lorsque I'agrégat présente un diamétre de 220 um Figure 56 B.

135 ;
4+ 1
+ 4+
13+ +
’>,t"
125} ok
R=100um [— )
gk
12+
4+
o }8
+
g +
11}
+
105} i
1+
+
095+ 5
+
09l 1 1 )
0 10 20 30 40 50 60 70
Time(hours)

Figure 56 : Suivi de la croissance et prolifération d’un sphéroide HCT 116 contraint dans des micropuits d'agarose Ultra Low
Gelling Point 2% (m/v). (A) Suivi de prolifération d’un sphéroide, lorsqu’il atteint un rayon de 100 um il est contraint par les
murs d’agarose. (B) Fixation et immunomarquage du sphéroide contraint (diametre de 220 um) noyaux en vert (NucGreen)et
EdU en rouge ajouté 24 h avant la fixation. Les cellules Edu+/Nuc+ apparaissent en jaune. Images obtenues par microscopie
confocale en 20x a 27 um de profondeur. Echelle = 100 pum.

Suivi des forces induites pendant la croissance sous contrainte par Traction Force Microscopie
Méthode

Il est également possible d’analyser les forces induites pendant la croissance du sphéroide sous
contrainte au cours du temps a I'aide de techniques de microscopie a force de traction (TFM, Traction
Force Microscopy). Le principe de la TFM est de suivre la déformation d’un matériau et remonter aux
forces a I'aide des lois physiques régissant son comportement. Cette technique a déja été utilisée pour
mesurer les forces imposées par des cellules uniques sur un substrat en 2D3% puis des améliorations

339, 340 338-

ont été développées afin d’augmenter le nombre de cellules analysées ou encore la résolution

30 Des études ont également été mises en place pour des organismes entiers et étendues aux trois

t341 345,346

dimensions pour une cellule étalée sur un substrat®**!, au sein d’'une matrice extracellulaire ou pour

des monocouches de cellules®*. Parallelement, des sondes élastiques déformables ont été développées

pour accéder aux forces de compression internes a des agrégats® 34°.

Dans ce but, des billes fluorescentes sont injectées dans le gel avant moulage des micropuits en
agarose. Ces derniéres vont permettre d’accéder a la déformation du substrat induit par les agrégats en
croissance en suivant leur signal par vidéo-microscopie fluorescente. Les champs de déformations sont

obtenus par analyses d’images et comparaison d’une image des signaux fluorescents a I'instant t avec
une image de référence. Pour cela deux grandes catégories d’analyses se dégagent : les techniques de
suivi de particules (single particle tracking SPT) qui se basent sur le suivi de particules individuelles dans

un milieu et les méthodes de suivi de patterns (Particle Image Velocimetry PIV). La technique
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développée par Hélene Delanoe-Ayari au sein de I'équipe appartient a la deuxieme catégorie et se base
sur une implémentation pyramidale et itérative de I'algorithme de Kanade—Lucas—Tomasi***(KLT).

Commencons tout d’abord a nous intéresser brievement a I'algorithme classique de suivi de
KLT. Il se base sur trois parametres : des petits déplacements (utilisation du développement de Taylor),
la conservation de I'intensité lumineuse et un mouvement homogéne pour un voisinage. Les éléments
a suivre sont détectés sur I'image de référence a I'aide de la notion de maximum d’intensité locale (ils
correspondentici aux billes fluorescentes) et une fenétre centrée sur chacun de ces derniers, est ensuite
repérée. La fenétre la plus comparable (maximum de vraisemblance) a cette derniere est ensuite
recherchée sur la seconde image a l'instant t. Ceci est réalisé par une estimation au sens des moindres
carrés en minimisant la fonction résiduelle suivante :

Uxtwy,  UytWy

e(dody)= > D UGy —J(x+dyy+ )

X=Uy =Wy Y=Uy—Wy

Avec | I'image de référence, J I'image a l'instant t, U=(U,,U,) un point de I'image | et v=u+d ce
méme point sur I'image J et w=(wy, w,) la fenétre autour de celui-ci.

Deux améliorations sont ensuite ajoutées a cet algorithme : une implémentation pyramidale et
un ajustement itératif. lls permettent d’accéder a des déplacements plus importants et une résolution
plus robuste qui permet d’appréhender des variances potentielles de luminosité et présence de bruits.
Une pyramide est une succession de différentes versions de I'image Initiale présentant des résolutions
réduites. L'algorithme est alors exécuté sur des images de plus en plus résolues avec la propagation des
résultats du niveau supérieur jusqu’a I'image initiale. Le paramétre itératif quant a Iui consiste a
exécuter 'algorithme plusieurs fois pour chaque niveau de la pyramide en déplacant I'image de 'instant
t selon le dernier vecteur de déplacement obtenu. La solution doit alors finir par converger. Les points
gui n’ont pas convergé sont exclus. Une résolution inférieure a la taille d’un pixel est acquise par une
interpolation bilinéaire.

Cette méthode permet d’avoir accés a des phénomeénes locaux tout en ayant un algorithme
parallélisable (implémentable sur processeur GPU) robuste et assez précis pour nos types d’analyse.

Les paramétres a gérer sont les suivant :

-les propriétés expérimentales : taille et concentration des microspheres intégrées dans le gel et
acquisition d’image (intervalle de temps, résolutions)

-les éléments d’analyses : les points a suivre, la hauteur de pyramides, le nombre d’itération et seuil, la
taille de la fenétre

lls sont détaillés dans la partie matériels et méthodes en fin de manuscrit.
Résultat

En pratique, I'analyse est mise en place de la fagcon suivante. Une premiére étape est nécessaire
pour recaler les images obtenues, pour cela I'algorithme est utilisé sur une partie au bord de I'image qui
ne subit aucun déplacement. Les déplacements sont ensuite calculés pour une position en z. Un masque
est créé a chaque temps afin de repérer la taille du sphéroide et suivre seulement des points a I'extérieur
de celui-ci. Les déplacements sont représentés sur la figure suivante en B. La norme des déplacements
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est donnée pour chaque point a un temps donné puis la moyenne au cours du temps. Le temps de
référence est pris lorsque le sphéroide atteint la taille du micropuits.

A Microwells

o B

. . Time
C Displacements all around spheroid D Mean displacements over time .
16
25 n
o 14
E— o
ST T=26h
R
2007 T e, 12}
+ + Oh
Ty B
- 1 . - 10 b
% 15 +¢+ o E
+ — -
3 i s 8
& ; I +#¢+ ib“'th_ :
L+ n ey it
5105 1t Sy T ey HEr 2 6
SFHE AT H LY GEL e
+ -+ I %+ L4+ 1
+ S, I + ,, +3 T+ +F F
FE iy *p R e R T 4
5 oy ++1++ ++~‘H++++++++Jt¢++ + SRR "j*ﬁti*"*"*ji,
et g + e AT
++ + 4 oy +, 2
e +
T
0 ‘ ‘ . ‘ o= - , A
550 600 650 700 500 550 600 650 700
r (pixels) r (pixels)

Figure 57 : Analyses des déplacements. (A) Représentation de la géométrie utilisée. (B) Champs de déplacements pout t=26 h
(t=0 correspondant au moment ou la taille du micropuits est atteinte). (C) U(r) : Déplacement pour t= 26 h, la moyenne est
représentée en gras, chaque couleur correspond a un position angulaire différente autour du sphéroide. (D) U(r) moyen en
fonction du temps, chaque couleur correspond a un temps d’analyse de O(bleu) a 26 h (jaune), intervalle de 2 h.

A partir de ces déplacements il est possible de remonter aux mesures des forces exercées par
le sphéroide durant sa croissance en appliquant les lois de la physique pour un matériau élastique (loi
de Hooke).

En coordonnée cylindrique nous avons :

1 dv u aow
+;_~_;€z:_

Ju
(De, = - (constant en bord) ;g9 = riags P
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@ e =2lo, ~v (@0 + 0, )} 0 = 5lo5 ~v(0, + 03 )£, = 510, ~ V(o + o))

Une simulation a I'aide du logiciel Comsol (figure annexe 3) nous permet de savoir que gg ~ 0
et €, et g4 se retrouve facilement a I'aide des résultats précédents ; nous obtenons alors les valeurs
de g, et g, suivant les relations (1) et (2).
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Figure 58 : Calcul des déformations et contraintes mécaniques. Visualisation des valeurs moyennes en fonction du temps. (A
et B) déformation €o et & en fonction du temps. (C et D) Contraintes o, et ¢, en fonction du temps (I'intervalle entre chaque
frame est de 2 h).

Cette technique nous permet donc de remonter a une analyse dynamique et quantitative des
forces correspondant a une croissance de sphéroide au sein d’agarose Ultra low gelling point. Ce type
d’agarose ne permet pas de stopper la croissance et I'expansion du sphéroides d’"HCT116. Nous
n’arrivons pas a saturation sur les 26 h d’expérience. De maniére surprenante, les forces observées sont
locales : les déplacements ne sont pas homogénes en fonction de la position autour du sphéroide Figure
57C. Ce phénomene peut étre observé sur la vidéo de la croissance du sphéroide HCT116 ici et celles
avec le calcul des déplacements correspondant ici.

Avec cette géométrie en puits, il serait important d’accéder a un suivi en z si nous désirons aller plus
loin car nous avons alors, comme observé avec |'agarose Standard, une croissance dans la partie non
contrainte en suivant la forme des puits Figure 55. Nous avons donc décidé par la suite, d’utiliser une
agarose plus rigide mais en incluant totalement les sphéroides dans I'agarose, pour imposer une
contrainte isotrope.
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3.3. Croissance sous contraintes isotropes : 1. Inclusion en agarose

Afin d’appliquer une contrainte isotrope autour des sphéroides, nous avons testé deux
techniques présentées dans le premier chapitre 1 en 3.2. La Premiere consiste a inclure les sphéroides
dans un gel d’agarose. Puisqu’ils croissent en taille, ces derniers vont déplacer I’hydrogel qui en retour
va exercer des forces de compression tout autour de I'entité. Encore une fois, en ajustant la rigidité de
I'agarose, la contrainte est modulée. Les sphéroides sont formés dans un premier temps a I'aide des
systemes de micropuits en agarose présentés dans cette partie. Douze heures aprés I'ensemencement,
les cellules se sont agrégées et les sphéroides sont récupérés et inclut dans un gel d’agarose Low Melting
point 0.5% m/v. De la méme maniére que précédemment, des billes fluorescentes sont ajoutées au gel
et nous les suivons par analyse d’images. Pendant 36 h, des images sont prises en épifluorescence a
intervalle régulier pour permettre de suivre les déplacements. Le temps de référence (t=0) correspond
au moment ou les sphéroides sont inclus dans I’hydrogel. Le relevé des déplacements est effectué pour
un plan en z particulier.
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Figure 59 Analyses des déplacements. (A) Représentation de la géométrie utilisée. (B) Champs de déplacements pour t=36 h
(t=0 correspondant au moment ou le sphéroide est inclus dans I'agarose). Echelle = 8 um. (C) U(r) : Déplacement pour t= 36 h,
la moyenne est représentée en gras, chaque couleur correspond a une position angulaire différente autour du sphéroide (D)
U(r) moyen en fonction du temps, chaque couleur correspond a un temps d’analyse de O (bleu) a 36h (jaune), intervalle de 2h.
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D’aprés le Landau®¥, en se placant en coordonnée sphérique et pour un matériau élastique,
, b
nous avons : grad(dw(u)) =0etu=ar +3 Or ce nest pas ce que nous observons sur nos

vecteurs de déplacement : u,.(r) présente une forme mieux ajustée par une exponentielle Figure 60.
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Figure 60 : Visualisation du déplacement moyen a t=26 h. Moyenne des points expérimentaux en noir. Courbe bleue :
ajustement en 1/r2 en bleu. Courbe verte : ajustement par une exponentielle. La méme observation a été faite pour chaque
temps d’expérience.

Il apparait clairement sur nos champs de déplacement Figure 59B que nous obtenons une
longueur caractéristique des déplacements. Ceci se retrouve également sur I'ajustement exponentiel
des déplacements, qui donne pour chaque temps le méme ordre de grandeur pour la longueur
caractéristique. L'existence de cette longueur caractéristique pour les déplacements est incohérente
avec un modele purement é

astique. Le comportement de I'agarose n’est donc plus élastique pour des
déformations plus importantes. Il n’est donc pas possible de remonter aux forces exercées pas le
sphéroide avec des lois simples d’élasticité dans ce cas. La relation entre la contrainte imposée et la
déformation de I'agarose présente alors une relation non linéaire plus complexe.

Outre le calcul des déplacements, des suivis de croissance a long terme sont également
effectués en lumiere blanche.

R/RO=1.75
t=84h

50 100
time(hours)

Figure 61 : Prolifération des sphéroides HCT116 dans une matrice d'agarose Low-Melting point 0,5% (m/v). (A) La croissance
des sphéroides induit des forces de tension Ts et normales Ns. (B) ceci peut éventuellement induire pour des déformations
importantes a une rupture du gel. (C-E) Exemple d’une telle rupture (F) Superposition du contour du sphéroide au cours du
temps en rouge, vert et bleu respectivement C, D et E. Images acquises en contraste de phase 20x, échelle = 200 um. (G)
Courbe de suivi de prolifération par analyse automatique du rayon de I'agrégat. Une rupture de la courbe apparait a 75 % de
déformation, correspondant certainement a une rupture du gel. Cette figure apparait dans I'article en soumission et disponible
sous biorxiv 245,
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Lors de la croissance de I'agrégat dans le gel, des forces tensiles (Ts) et normales (Ns) sont induites
par I'expansion, Figure 61A. A 75% de déformation, une rupture est visible sur la courbe de prolifération
a t=84 h, correspondant certainement a une rupture de I'agarose, Figure 61B,G. Ces résultats ainsi que
les résultats de caractérisation rhéologiques de I'agarose ont servi pour une étude collaborative (en
cours de soumission et disponible sous biorxiv?*).

De plus, il apparait que certains sphéroides ne présentent plus du tout une forme sphérique apres
croissance dans |'agarose, certains ont une forme d’ovoide trés particuliere. Les deux géométries
observées sont représentées dans la figure suivante, apres fixation et immunomarquage.

Figure 62 : Immunomarquage des sphéroides de
HCT116 inclus dans un agarose Low melting point
0,5% (m/v), fixation et marquage actine verte et noyau
magenta. Projection maximale en z images prises en
microscopie confocale 20x Echelle =50 um

Il semblerait alors que cette forme en ballon de rugby Figure 62B soit due a des cracks du gel
lors de la croissance de I'agrégat, les sphéroides se relachent alors dans ces cassures et continuent de

s’étendre sous cette morphologie particuliere.
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3.4. Croissance sous contraintes isotropes : 2. Pression osmotique

Une autre technique originale employée précédemment par Dr Monnier Sylvain et son ancienne
équipe de I'Institut Curie est de supplémenter le milieu de culture par un polymere biocompatible : le
Dextran3#® 9 Ce dernier n’est pas internalisé par les cellules et n’infiltre par I'espace extracellulaire des
sphéroides ; il permet alors d’appliquer une pression osmotique constante autour du sphéroide. La
relation entre sa concentration et la pression osmotique a été précédemment calibrée. Cette approche
est compatible avec le systeme de micropuits : le dextran est simplement ajouté au milieu de culture
dans les puits et la pression osmotique est alors appliquée a la centaine de sphéroides présents.

Trois différentes conditions sont testées en parallele :

-la condition « controle » : les sphéroides sont gardés en culture dans du milieu « classique souche »
sans sérum et avec facteur de croissance

-la condition « différenciée » : aprés trois jours de culture en milieu « différencié », les sphéroides
sont laissés quatre jours en milieu « souche » sans sérum et avec facteur de croissance

-la condition « pression » : aprés trois jours de culture en milieu « différencié », les sphéroides sont
laissés quatre jours en milieu « souche » complémenté avec du Dextran 6 kDa a une pression de 5 kPa.

Au vu de la difficulté d’interprétation du marquage fluorescent Zsgreen pour caractériser un état
immature des cellules de GBM au sein de sphéroide, il a été décidé pour cette série d’expériences
d’utiliser la combinaison de différents immunomarquages cellulaires largement utilisés dans la
littérature, afin d’évaluer |'effet des contraintes mécaniques sur |'état des cellules de GBM au sein de
sphéroides.

In fine, le marqueur nucléaire Nucgreen et le marqueur Olig 2 sont ensuite observés par
immunofluorescence et microscopie confocale. Olig 2 est un facteur de transcription qui est souvent
décrit comme « marqueur souche » dans la littérature, il présenterait un réle dans la dédiférentiation
des cellules de GBM.
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Figure 63 : Immunomarquage des sphéroides N14.
Hutgreen NucGreen (vert) Olig 2 (rouge). (A), (B), Contrdle :7
jours de culture en milieu souche. (C) et (D)
Différenciation (3 jours en milieu « différencié » et 4
jours en milieu « souche »). (E), (F), Pression : 3 jours
milieu souches et 4 jours avec du Dextran 6kDa a 5kPa.
Echelle = 50 um. Images acquises par M. Carcel.
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En condition contrdle Figure 63A, B, Olig 2 présente une colocalisation avec le marqueur
nucléaire Nucgreen, ce qui suggére un état immature des cellules qui ne se retrouve pas en état
différencié ou il est exclu comme attendu. Sous pression Figure 63E-F, les sphéroides présentent tout
d’abord un phénotype plus rond et une taille plus importante en comparaison a I'état différencié Figure
63C-D. De plus, Olig 2 semble présenter une localisation plus nucléaire en périphérie qu’au centre du
sphéroide ce qui suggere un effet de la pression sur « I'état » des cellules au sein du sphéroide. Peu de
résultats ont été obtenus au cours de la thése sur cet aspect mais le projet est actuellement repris par
une doctorante arrivée en octobre et va permettre de progresser dans cette direction.
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Discussion :

Intérét du microsystéme en agarose développé

Le but de cette section était I'optimisation d’'un systeme de production et d’analyse de
sphéroides. Ces agrégats multicellulaires sont de plus en plus utilisés et présentent un intermédiaire
intéressant entre la technique plus classique de culture cellulaire en 2D et le modele animal. lls
apportent une complexité supplémentaire en ajoutant notamment l'interaction cellules-cellules en 3D
et I'auto-organisation. Le dispositifimaginé (brevet FR 1870349) est composé d’un réseau de micropuits
d’agarose en adhésion sur une lamelle de verre. Ils permettent une production a moyen débit de
sphéroides de taille homogéne et ceci relativement rapidement (un seul pipetage plus d’une centaine
de sphéroides de @200 um par exemple). L’utilisation de I'agarose comme substrat présente, comme
détaillé dans le chapitre 2, des avantages importants par rapport aux matériaux généralement utilisés
pour les dispositifs microfluidiques. Il permet d’acquérir un environnement a rigidité et diffusion
physiologique, compatible avec la culture cellulaire a long terme et le criblage thérapeutique. De plus,
c’est un matériau naturel sur lequel les cellules n"adhérent pas, il ne nécessite donc pas de traitement
chimique, seulement une stérilisation par rayonnements UV avant I'ensemencement.

Suivi de la croissance des sphéroides sous environnement controlé

Différentes applications de ce dispositif ont pu étre testées au cours de cette thése en utilisant
deux modeles biologiques distincts : le cancer colorectal et le glioblastome. Son intégration sur lamelle
de verre pré-traitée APTS apporte une compatibilité avec la vidéo-microscopie et microscopie a haute
résolution. La formation et la croissance de sphéroides ont pu étre suivies de maniere individuelle, ce
qui permet tout d’abord de s’affranchir des phénomenes possibles de fusion et laisse la possibilité de
détecter des comportements atypiques tout en ayant un nombre relativement important de sphéroides
en paralléle. Aprés implémentation d’analyse automatique d’images, plusieurs dizaines de sphéroides
peuvent étre étudiés en parallele et ce nombre peut étre facilement augmenté. Ceci permet facilement
de comparer différentes conditions. En effet, les données présentées ici sont issues d’un seul puits avec
a l'intérieur un seul réseau de micropuits ; en utilisant une plague classique compléte de 24 puits, cette
statistique peut donc étre facilement augmentée.

Compatibilité des micropuits avec I'immunomarquage

Différents types d’analyses in fine sont également possibles : le microsystéme fournit une
plateforme conviviale pour I'immunomarquage. Les différentes étapes (fixation, perméabilisation,
blocage, incubation d’anticorps) puis la visualisation par microscopie, s’effectuent directement in situ.
De plus, des techniques de biologie moléculaire (PCR, Western Blott) sont également envisageables :
pour cela, les sphéroides doivent cette fois étre extraits des micropuits ce qui est possible par action
mécanique par pipetage répété. Il est également possible de réaliser des systemes « flottants » sans
adhésion sur une lamelle de verre mais simplement déposé dans une plaque de culture classique (24
puits). Il est alors possible de les retourner et aprés sédimentation d’une trentaine de minutes, les
sphéroides quittent les puits et il est alors possible de les récupérer.

Suivi de cellules fluorescentes au sein de sphéroides

Le suivi individuel de cellules particulieres au sein de sphéroide a pu étre mis en place. Méme si
le marquage fluorescent de I'activité du protéasome par le marqueur ZsGreen s’est révélé décevant
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dans le contexte du glioblastome, ce type de méthode peut étre appliqué pour d’autres rapporteurs.
Un autre identificateur fonctionnel est utilisé dans ce méme contexte des cellules souches cancéreuses :
le rapporteur d’activité enzymatique de I'ALDH (aldéhyde déshydrogénase). Cette derniere posséde
notamment un réle dans le métabolisme de I'acide rétinoique et dans la différenciation cellulaire. La
discrimination de certaines cellules par mesure de cette activité a déja montré des résultats dans le
cadre de cancer du sein. Ce type d’identification dynamique présente une option intéressante dans le
contexte des cellules souches cancéreuses qui semblent présenter une plasticité importante. Le tragage
de cellules fluorescentes peut également étre appliqué sur des systémes plus complexes : des
marguages multicolores « rainbow » identifient particulierement chaque cellule par un fluorochrome
différent qui est ensuite transmis a leur descendance®. Ce type de linéage cellulaire a été imaginé pour
I'indentification de neurones mais peut étre appliqué sur d’autres modeéles et pourrait par exemple
permettre de détecter la prévalence ou non de différents clénes au sein de I'agrégat ce qui pourrait étre
trés intéressant notamment pour des modeles aussi hétérogénes que le GBM. Cette technique est
actuellement utilisée au sein de I’équipe biophysique pour les modéles de GBM avec notamment la mise
en place de lignées-GFP de marqueurs souches (Olig2 et ELV4) démarrés par M. Mouelhi dans le cadre
de sa these.

« Sphere forming assay »

Une utilisation également intéressante des systémes est la mise en place de « sphere forming
assays » qui permettent de caractériser différentes sous-populations cellulaires par leur capacité a
initier la formation d’un agrégat de maniere clonale en résistant a I'anoikis. Il constitue un intermédiaire
in vitro au test de tumoriginicité in vivo par xénogreffe plus compliqué a mettre en place. Peu de
techniques développées pour la formation de sphéroides permettent de le faire de maniere clonale ;
seule la méthode de gouttes pendantes pourrait éventuellement permettre d’isoler une cellule unique,
mais il serait ensuite difficile de renouveler le milieu de culture pour chaque goutte et cela ne pourrait
pas étre compatible a de la culture a long terme. Traditionnellement, sa mise en place repose sur un
ensemencement a faible densité de cellules dans un environnement ne permettant pas leur adhérence
(flasque ULA ou polyHema). Ce type de test a été validé par la mise en avant de sous-populations
présentant une hausse de marqueurs connus pour étre synonyme d’immaturité®® 3%, Cependant, bien
gu’ensemencé a faible densité, la clonicité des sphéroides ainsi formés n’est pas rigoureusement
contrdlée, I'agrégation cellulaire ou fusion de sphéres peut se produire. Nous avons notamment pu
constater que les sphéroides de N14 sont tres dynamiques, un regroupement au centre de la flasque
peut donc rapidement se mettre en place. Une véritable clonicité ne peut étre garantie que par
I’ensemencement d’une cellule seule par puits. Ceci peut étre mis en place dans des plaques 96 puits a
faible adhésion mais I'ensemencement est compliqué a contrbler et trés chronophage. Quelques
systémes microfluidiques en PDMS ont été récemment imaginés afin de piéger et d’isoler les cellules de
maniére indépendante®? 32, |Is permettent de s’affranchir des problémes d’agrégation tout en gardant
une solution proposant une assez bonne statistique et rapide a mettre en place mais I'environnement
est encore une fois le PDMS.

Nos microsystémes en agarose apparaissent donc encore une fois comme une solution trés
intéressante pour répondre a ce genre de problématique. Il est ainsi tout d’abord possible de quantifier
la proportion de cellules capables de former des sphéroides, ce caractére permet d’identifier deux sous-
groupes distincts dans la population des cellules de GBM : seuls 20% d’entre elles sont capables d’initier
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la formation de sphéroides. Des études concernant les cellules souches neurales suggérent que des
cellules progénitrices seraient également capables d’induire des sphéres®* ¥4 || serait donc
probablement nécessaire d’ajouter des analyses a posteriori de marqueurs d'immaturité ou de voir si
des sous-groupes peuvent étre distingués en comparant par exemple les taux de prolifération ou bien
encore 'aspect des agrégats obtenus in fine. Il est ensuite envisageable d’étudier le potentiel impact de
drogues ou geéne spécifique (utilisation SiRNA, shut down)ou méme pourquoi pas de pression
osmotique sur cette proportion. De plus, au vu de l'actuel échec de caractérisation d’une sous
population de cellules souches de maniére moléculaire il pourrait étre intéressant d’envisager une
approche inverse pour identifier et caractériser 'activité des cellules CSG en partant d’un phénotype
observé pour identifier une signature moléculaire précise. Une premiére identification fonctionnelle
d’une sous-population de cellules résistantes a |'anoikis permettrait de définir une signature moléculaire
des sous-groupes non pas a I'échelle de sphéroides hétérogénes mais sur des cellules uniques ou du
moins sur des sphéroides venant de se former.

La distinction par propriétés fonctionnelles présente des avantages évidents par rapport aux
marqueurs dynamiques qui peuvent notamment dépendre de la phase du cycle cellulaire. Outre I'état
de cellules souches cancéreuses encore difficile a appréhender, cette méthode permet de distinguer
différentes sous-populations de cellules, ce qui peut s’avérer tres intéressant pour des populations aussi
hétérogenes que les cellules de glioblastomes. Au-dela des études statistiques, des analyses par vidéo-
microscopie de marqueurs fluorescents peuvent étre facilement mises en place grace a la compatibilité
des systémes avec la microscopie haute résolution mais également des observations a posteriori
d’'immunofluorescence ou de biologie moléculaire. Pour ce dernier cas, il est alors nécessaire d’extraire
les sphéroides précisément des puits voulus. Pour cela, des tests préliminaires ont été effectués pour
I"utilisation d’un micromanipulateur. Il est tout a fait possible de prélever de maniére précise des
sphéroides tout juste formés. Malheureusement, dans le temps imparti par la these il n’a pas été
possible d’aller plus loin dans les analyses. Cependant, un doctorant (A. Chambost) est arrivé en 2018
afin de se consacrer uniquement a un projet dédié a cet aspect. C’est une collaboration entre I'équipe
de biophysique et I'équipe du Docteur Gabut (CRCL). Aprés prélevements, on utilisera les récentes
innovations technologiques qui permettent de séquencer de faibles quantités de cellules, voir méme
des cellules unigues.

Croissance et effet des contraintes mécaniques

Les analyses de croissance des sphéroides de N14 et HCT116 mettent en avant les limites des
modeles trop simples utilisés pour ajuster les résultats. Deux approximations majeures sont faites. : le
temps de division cellulaire est considéré comme uniforme pour toutes les cellules constituants les
sphéroides. Ceci n’est probablement pas le cas particulierement pour les cellules N14 qui sont définies
comme une population assez hétérogene, les analyses obtenues par les expériences de « sphere
forming assay » montrent une distribution non uniforme du temps de division. De plus, ici la densité
cellulaire est considérée constante ; or la taille des cellules peut probablement varier au sein du
sphéroide et au cours du temps. Il serait intéressant de vérifier ces aspects avec notamment une analyse
de la taille des cellules par analyse d’images et marquage de |'espace intercellulaire et des temps de
division par marquage Fucci.

Des tests ont ensuite également été mis en place pour analyser |'effet des contraintes mécaniques
sur ces sphéroides. Différentes approches ont été testées : laisser croitre les sphéroides dans les
micropuits de différentes rigidités, par inclusion dans de |'agarose ou par pression osmotique.
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L'analyse des forces induites par microscopie a force de traction a permis de montrer que les
contraintes exercées sont locales. Il pourrait étre intéressant de regarder si c’est toujours le cas pour
d’autres types cellulaires plus cohésifs par exemple. Nous avons également pu observer que la
contrainte imposée par ce type d’agarose ne suffit pas a stopper la croissance cellulaire, les sphéroides
continuent de croitre et aucune saturation n’est observée sur le temps d’analyse. Les contraintes sont
ici bien inférieures a celles souvent utilisées dans les expériences montrant une baisse de prolifération
sous pression osmotique®® °! (centaine de Pa versus kPa). Il serait cependant intéressant de confronter
les suivis de prolifération avec des mesures de croissance « libre » de sphéroides de méme taille. Méme
si aucune rupture de pente n’a été observée ; un ralentissement de |I'expansion pourrait étre envisagé,
les marquages EdU montrant une prolifération uniquement périphérique. Il nous manque cependant
des analyses complémentaires pour interpréter correctement ces expériences. Il serait tout d’abord
important d’effectuer le méme marquage EdU et suivi de prolifération sur un sphéroide non contraint
mais présentant le méme diametre et ainsi comprendre si cette distribution périphérique des cellules
prolifératives est a imputer a la taille du sphéroide ou a sa contrainte dans les puits d’agarose Ultra Low
Gelling Point. Comme présenté dans la littérature®®, nous observons que la contrainte dans des puits
plus rigides, induit une prolifération longitudinale et seules les cellules en périphérie semblent encore
se diviser. Ensuite, les analyse en inclusion dans I'agarose Low Gelling point ont permis de montrer que
tout d’abord I'agarose n’a pas un comportement linéaire élastique a plus fortes déformations et
gu’ensuite a trés fortes déformations des phénomenes de rupture peuvent apparaitre et relacher les
contraintes imposer aux cellules au sein des agrégats. Il est donc important de prendre des précautions
pour ce genre de test.

Ce travail de caractérisation rhéologique de I'agarose, ainsi que la mise en évidence du phénomeéne
de fracture de 'agarose a forte déformation ont été inclus dans un travail collaboratif analysant le réle
des contraintes mécaniques dans I'efficacité des traitements pour des modeles cellulaires de cancer du
pancréas’®.

Enfin, des contraintes ont été appliquées par pression osmotique sur des sphéroides de
glioblastome peu de résultats ont pu étre obtenus sur cet aspect dans le temps imparti par cette thése
mais il semble trés important de creuser cet axe car I'effet des contraintes mécaniques est tres peu
étudié dans le cadre du glioblastome et les prémices du projet nous laissent envisager un impact de la
pression sur |'état souches des cellules cancéreuses par une relocalisation du marqueur olig2 sous
pression. Ici, I'approche utilisée est d’abord de différentier les cellules de glioblastome puis de voir un
potentiel effet des contraintes sur un phénomeéne de dédifférenciation. Ces éléments seront également
poursuivis dans le cadre de la thése de M. Mouheli.

108/ 142



Conclusion générale

Conclusion générale

La majorité du travail présenté dans ce manuscrit a donc été le développement de deux
microsystemes : I'un permettant d’étudier I'impact de contraintes mécaniques prolongées sur une
population cellulaire en 2D et I'autre permettant la production et I'analyse de sphéroides a moyen débit.
Les résultats obtenus constituent les premiers résultats de deux collaborations entre |'équipe
biophysique de I'lLM et deux équipes du CRCL. La mise au point du systeme de confinement en 2D fait
I’objet d’un article en cours de soumission®°. La mise au point des micropuits pour analyser les cellules
en 3D a fait I'objet d’un brevet (FR 1870349). Enfin, la caractérisation rhéologique de I'agarose avec la
mise en évidence d’un comportement élastique aux faibles déformations (inférieur a 10%), mais plus
complexe pour des déformations importantes, a été utilisé pour estimer la contrainte imposée au cours
de la croissance de sphéroides dans un travail collaboratif en cours de soumission?®.

Le systeme de confinement cellulaire est maintenant abouti et validé pour plusieurs types
cellulaires et ce a long terme. Il permet d’envisager plusieurs types d’analyses dynamiques ou post
confinement. Des parameétres peuvent aussi étre rajoutés pour des études multiparamétriques : co-
culture ou ajouts de molécules thérapeutiques par exemple. Il continue a étre utilisé au sein de notre
équipe par M. Mouelhi sur des cellules colorectales mais également dans I'équipe du Dr V. Maguer-
Satta sur les cellules leucémiques et mammaires.

La collaboration avec I'équipe du Dr M. Gabut continue également au-dela de ma these avec les
theses en cours d’A. Chambost sur la partie cellule unique et M. Mouelhi sur la partie effet des
contraintes mécaniques. Ce projet de these a permis de tester un spectre important d’applications du
dispositif de micropuits d’agarose ; ce qui a permis d’initier plusieurs projets actuellement poursuivis
dans I'équipe. Le modele biologique utilisé est complexe, les cellules utilisées sont primaires et le
glioblastome est un type de cancer difficile a appréhender par son importante hétérogénéité inter et
intra tumorale. Cependant il est essentiel de progresser dans sa compréhension car il demeure
actuellement un cancer létal avec 100 % de récidive retrouvé.

La microfluidiqgue permet de répondre de plus en plus au besoin de complexification des
modeles d’études utilisés en cancérologie. Cependant il n‘est pas toujours aisé de développer des
systémes efficaces tout en gardant des conditions physiologiques et ne pas induire des changements de
I’environnement non contrélés (gradients de nutriments, pH ...) surtout au-dela de 1 ou 2 heures.
L'utilisation de I'agarose présente de nombreux avantages pour la culture cellulaire et son utilisation
émerge dans ce domaine de la microfluidique. En revanche, s’il présente des propriétés élastiques a
faibles déformations, nos études en Traction Force Microscopy ont montré un comportement bien plus
complexe pour des déformations plus importantes. De plus, un phénomeéne de rupture apparait a tres
fortes déformations. Il n"est alors pas simple de connaitre les réelles forces de compression appliquées
lors de I'inclusion de sphéroide en croissance dans cet hydrogel.

Il est maintenant avéré que les propriétés cellulaires dépendent des contraintes locales du tissu
et que ces derniéres participent au remodelage dans le contexte tumoral. Les propriétés mécaniques
ont une influence sur les propriétés individuelles sur les cellules mais aussi sur le comportement collectif
a I'échelle du tissu. Il est évidemment intéressant de regarder I'impact des contraintes sur les cellules
cancéreuses mais également sur les cellules du stroma car elles aussi subissent des variations
importantes. Quel que soit le niveau des forces de contraintes appliquées, la méthode utilisée et la
lignée cellulaire, nous retrouvons une baisse de la prolifération sous contrainte.
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L’étude des cellules souches cancéreuses est assez difficile a aborder. Il semble indéniable qu’au
sein d’une tumeur la population cellulaire est hétérogene et que certaines cellules montrent des
caractéristiques particulieres de tumorigénicité. Méme si les thérapies trés agressives bloquant la
croissance rapide des cellules cancéreuses semblent toujours indispensables pour stopper ou ralentir
des formes de cancer tres agressives ou a des stades tres avancés, ces dernieres ne suffisent pas a
éradiquer cette sous-population de cellules souches. Certaines études sont en cours pour cibler ce
groupe cellulaire (ciblage de la prograstine des cellules colorectales qui réduit leur capacité
d’autorenouvelement®®) mais il est souvent difficile de trouver des cibles thérapeutiques qui
n’affectent pas les cellules souches saines indispensables a la vie du tissu d’origine. De plus, nous avons
vu que la contrainte mécanique pouvait stopper la prolifération cellulaire : ce phénomene influe donc
directement sur l'efficacité des traitements ciblant les cellules en prolifération. Enfin, au vu de leur
incroyable plasticité, il semble plus juste d’aborder le concept des cellules souches cancéreuses comme
un état cellulaire dynamique. Si les thérapies ont toujours eu pour but d’éradiquer toutes les cellules
cancéreuses pour permettre une rémission compléte des patients, il est peut-étre intéressant d’aborder
le cancer plutdét comme une maladie chronigue ou il faut contenir les cellules cancéreuses et empécher
leur expansion. L'étude du phénomeéne de compétition cellulaire rentrant en jeu lors de la progression
tumorale pourrait permettre d’envisager ce genre de procédé et nul doute qu’une meilleure
compréhension de ce dernier passe par une meilleure compréhension des signaux mécaniques.
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Culture cellulaire

Les cellules hématopoiétiques immatures TF1-GFP et TF1-BA ont été obtenues et validées comme décrit
en'’®, Elles sont gardées en culture en suspension dans du RPMI1640 (Gibco) oU est ajouté 10% de
sérum de veau feetal (FCS, Life) et 1% pénicilline/streptomycine (Life Technologies). La lignée cellulaire
HS27A, modele des cellules stromales mésenchymes, provient de ATCC et est cultivée en adhésion dans
du milieu RPMI, 10% SVF. Les cellules MCF10A, également obtenues chez ATCC, sont mises en culture
dans du DMEM/F-12 supplémenté par 5% de sérum de cheval (Life), 10 pg/mL insuline, 0.5 pg/mL
hydrocortisone, 100 ng/mL toxine de choléra, 20 ng/mL EGF (Sigma), 1% pénicilline/streptomycine. Les
passages sont effectués a confluence a I'aide de trypsine.

Fabrication du Wafer de silicium :

Les motifs du gel en agarose sont créés sur des wafers de silicium par photolithographie. Une fine
couche de résine négative photosensible (SU8 2000 series, Microchem) est déposée sur le substrat par
induction centrifuge, chauffé sur plague chauffante et exposé aux rayons UV au travers d’'un masque
bicolore (Clewin4, WIEWEB software) représentant le motif voulu. Aprés développement en immersion
dans du PGMEA (Propylene glycol monomethyl ether acetate 484431, Sigma), le substrat est a nouveau
placé sur plague chauffante et nettoyé avec de I'isopropanol et de I'eau distillée. La hauteur de résine
est controlée a 'aide d’un profilometre de contact Veeco Dektak 150.

Le tableau ci-dessous représente les parametres utilisés pour les différents wafers nécessaires a cette
étude. Pour les moules de 9 um utilisés pour les tests de co-culture, le procédé utilisé pour la réalisation
des moules de 5 um est effectué deux fois successivement.

Hauteur Résine Paramétre de spin Cuisson avant Insolation Cuisson apres

coating dépot dépot
5um SU8 Vitesse 500 rpm, 2 min, 95°C 110 mJ 3 min, 95°C
2005 acceleration 200, 10s

vitesse 2500 rpm,
acceleration 500, 30s

30 um SU8 Vitesse 500 rpm, 10 min, 95°C 170 mJ 1 min, 65°C puis 5
3050 acceleration 1, 10s min, 95°C

Vitesse 4000 rpm,
acceleration 3, 30s

Tableau 2 : Parametres utilisés pour la fabrication des moules en silicium utiles dans cette étude. Procédé de photolithographie.
Les moules de 9 um sont réalisés en reproduisant deux fois de suite les parametres utilisés pour la hauteur de 5 um.

Moulage des gels d’agarose

Une solution d’agarose standard (3810, Cart ROTH) diluée dans de I'eau distillée (4% (m/v)) est préparée
et dissoute a I'autoclave a 120°C pendant 15 min. Des billes fluorescentes (@ 0,40 um, BZ5400, Interchim
Fluoprobes) sont éventuellement ajoutées aprées 30 s de bain a ultrason pour la visualisation des piliers
en microscopie confocale. La solution stock est maintenue a I'état liquide tout le long du moulage a
I'aide d’un bain a sec (température voir Tableau 3). 800 plL de solution sont déposés sur le wafer
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préchauffé sur une plaque chauffante (température voir Tableau 3). L'ensemble est alors retiré de la
plague chauffante et la position est maintenue jusqu’a gélification de I'agarose (suivant la température
et le temps défini par le type d’agarose tableau n°2). Des trous sont ensuite percés au travers du support
en Polycarbonate a |'aide de puncher 20G. Le support en polycarbonate contenant le gel en agarose est
placé dans du PBS (Gibco) et stérilisé par rayonnements UV (20 min de chaque c6té Vilber Loumat, 24W,
365/254 nm). Il est ensuite stocké a 4°C dans du PBS. Au moins 3 h avant le montage, les gels et les
supports sont incubés a 37°C dans du milieu de culture.

Type d’agarose plaque T°C plaque T°C gélification Temps
chauffante chauffante gélification

Agarose standard | 78°C 90°c Température 10 min
ambiante

Agarose Ultra- | 50°C 60°C 4°C sous lit de | 72h

Low glace

Tableau 3 : Parameétres de moulage des gels en agarose suivant le type d'agarose utilisé.

Assemblage du systeme de confinement

Avant le montage, les différentes pieces sont nettoyées individuellement a I’éthanol 70% puis rincées a
I'eau distillée et séchées a I'air. Une lamelle de verre (@30 mm No1l, 631-1585, VWR) et deux joints
toriques empilés I'un sur l'autre (24,50x3,00 mm silicone 70 shores FDA, Fishop) sont ensuite placés
entre les deux parties en acier inoxydable et le tout est assemblé par 6 vis serrées petit a petit et en
étoile. Le montage est ensuite stérilisé par autoclave (7 min, 134 °C) et laissé refroidir a température
ambiante avant ensemencement des cellules.

Ensemencement et montage

Les cellules adhérentes MCF10A et HS27A sont ensemencées la veille du montage (500 plL par systéme
a 2x10° cellules/mL) directement sur lamelle de verre. Pour les cellules TF1, une solution de fibronectine
(F.895 Sigma-Aldrich, 50 pg/mL dans du NaHCOs) est incubée 30 min a 37°C et trois lavages au PBS sont
effectués afin d’enlever 'excés de solution. Les cellules sont ensuite ajoutées (5,6x10° cellules/mL pour
les TF1-GFP, 10,2x10° cellules/mL pour les TF1-BA, 500 plL par lamelle) et laissées sédimenter et adhérer
2 ha37°C. Des ringages avec du milieu de culture permettent ensuite de récupérer les cellules TF1-GFP
non adhérées. Les cellules TF1-BA adhérant trés peu au substrat sont rincées en remplacant simplement
200 uL de milieu de culture doucement a la pipette.

Un joint PDMS en forme de couronne est positionné sur la lamelle de verre avant I'ajout et incubation
de fibronectine pour limiter les cellules a la zone oU seront présents les piliers d’agarose pour les
analyses RT-qPCR des cellules TF1-GFP. |l est retiré avant de placer le support en PC et gel d’agarose.

Pour les tests avec ajout d’Imatinib, 2 UM de molécules est ajouté lors de I'ensemencement.

Viabilité cellulaire

Les tests de viabilité cellulaire sont effectués par un double marquage calcéine (C1430, Thermofisher)
et lodure de Propidium (P4170,IP, Sigma). Le gel d’agarose est retiré du systéme et un maximum de
milieu de culture est enlevé par aspiration et les cellules sont rincées avec du PBS préchauffé. Une
solution de calcéine (1 uM) et IP (2 mg/mL) dilué dans du PBS est incubée 20 minutes a 37°C avant
visualisation par épifluorescence. Un contréle du marquage est réalisé en paralléle, les cellules sont
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incubées dans des boites de pétri 24 h a 37°C. Pour le test des cellules mortes, de I'éthanol 70% est
ajouté 30 minutes avant le marquage.

Immunomarquage
Les cellules sont fixées in situ avec du paraformaldehyde 4% (PFA, 15714, EM Grade) : le milieu de

culture est aspiré et le systeme est rincé trois fois avec du PBS. Les cellules sont ensuite perméabilisées
avec 0.5% Triton X-100 (2156825000, Acros organics) dans du PBS pour 10 min a TA puis rincées trois
fois avec 0.1% Triton X-100 et PBS toutes les 5 minutes. Une étape de blocage est ensuite réalisée avec
une solution de 3% d’albumine de sérum bovin (BSA, A2163, Sigma) 0.1 % Triton X-100 dilué du PBS
pendant 20 minutes a TA.

Pour les cellules adhérentes ou les expériences de co-culture, les systémes sont démontés et les étapes
de marquage sont réalisées en retournant les lamelles de verres sur du parafilm et 200 uL de solution.
En revanche, pour les cellules non adhérentes, tout est effectué in situ 500 ulL de la solution doublement
concentrée est ajouté dans la réserve du systeme.

Marquage Concentration Incubation
Phalloidine Alexa 546,Thermofisher | 1:50, 0.1 % T-X 100, PBS 20 minutes, TA
A22282

NucGreen™ Thermofisher, R37109 2 gouttes/ml, PBS 15 minutes TA
YAP, Cellsignalling 14074 1:100, 0.1 % T-X 100/BSA 2% | 12 h

TWIST Abcam ab50887 1:50, 0.1 % T-X 100/BSA 2% 12 h

Tableau 4 : Anticorps et conditions utilisées dans les étapes d'immunomarquage. Pour les cellules non adhérentes le marquage
est effectué in situ la concentration est doublée et les incubations sont réalisées sur une nuit.

Le marquage des cellules prolifératives est réalisé avec le Click-iT® EdU Alexa Fluor® Imaging Kit
(Molecular Probes). L'EdU (5-ethynyl-29-deoxyuridine) est un nucléoside analogue a la thymidine, qui
est incorporé a I’ADN nouvellement synthétisé. A une concentration de 10uM, il est ajouté directement
dans le milieu de culture. Sa détection est basée sur une « click » réaction catalysée par le cuivre, entre
un acide et un alcyne. Suivant les données constructeurs, un tampon de révélation est réalisé juste
avant et est ajouté aux échantillons pour une incubation a température ambiante, a I'abri de la lumiére
durant 30 minutes et rincé avec une solution 3% BSA dans du PBS.

Microscopie

Les cellules ont été observées en microscopie inversée (Leica DM IRB ou Leica DMI8) en contraste de
phase pour le suivi de prolifération des trois lignées. Des images sont prises toutes les 24 h a I'aide d’un
objectif 10x. Des expériences de vidéo-microscopie ont été mises en place sur 24 h dans une chambre
a environnement contrélé (CO,, température, humidité). Une platine motorisée a permis de suivre 10
positions différentes pour un systéme a 30 um et un systéme a 5 um en paralléle. Les tests de viabilité
ont été évalués en épifluorescence a I'aide d’un objectif 5x ou 10x.

Les images des cellules fixées et les expériences ayant permis I"évaluation de la hauteur des piliers en
agarose et 'aire des cellules de TF1-GFP ont été obtenues par microscopie confocale (Leica SP5
confocal), avec un objectif 20x dry (NA 0.65) ou 40x a huile.

Analyse d’images et quantification
Concernant le suivi de prolifération des différents types cellulaires, le nombre de cellules de chaque
image a été déterminé a 'aide du logiciel libre Imagel en utilisant une routine personnalisée basée sur
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I'outil “find maxima” du programme. La densité cellulaire (en cellules/ cm?) a été analysée pour 10
positions différentes pour chaque expérience. Au minimum trois échantillons issus de deux séries
indépendantes d’expériences ont été analysés pour chaque type cellulaire. Les expériences ont été
stoppées lorsque la confluence ou les densités maximales de culture étaient atteintes pour chaque type
cellulaire (3 jours pour les HS27 A, 2 jours pour les TF1-BA et 1 jour pour les MCF10A).

L'aire des cellules TF1-GFP et I'aire et la circularité des noyaux des cellules fixées TF1-BA ont été évaluées
automatiquement a 'aide d’un programme congu avec le logiciel Matlab. Aprés I'application d’un filtre
adaptatif de wiener, une images binaire est créée afin de separer les cellules du fond de I'image puis
différentes étapes séquentielles de reconstruction morphologique permettent de les détecter
individuellement en appliquant différents parametres de sélection (distance entre centroide, aire,
eccentricité). Au moins quatre différentes positions de la lamelle sont analysées pour chague condition
en prennant soin de définir une zone sans pilier.

La circularité nucléaire est définie par :

) o 4mAire
Circularité¢ = ————
Périmetre
Pour le ratio des cellules prolifératives, les noyaux sont repérés de la méme maniére sur les images des
noyaux marqués sans distinction au NucGreen. Sur le canal correspondant aux marquages EdU, nous
évaluons la valeur moyenne du signal sur une fenétre d’observation autour des centroides repérés lors

de I'étape précédente.

Western blot

Des analyses par WB ont été mises en place sur les cellules HS27A a I'issue de trois jours d’expériences.
Elles ont été réalisées au sein du CRCL par S. Lefort. Les protéines sont extraites a I'aide d’'un tampon de
lyse RIPA 1X. 15 ug de protéines sont chargés sur le gel avant de conduire le SDS-PAGE et de les
transférer sur une membrane pour le marquage (polyvinylidene difluoride membranes, Bio-Rad). Elles
sont ensuite incubées avec I'anticorps monoclonal ciblant la cycline B1 (PC133, Calbiochem) et GADPH
(#8884, Cell Signalling Technology). La liaison spécifique des anticorps est testée en utilisant un
anticorps secondaire approprié conjugué aux peroxydases de raifort et visualisé avec le substrat Clarity
western ECL(Bio-rad). L’analyse densitométrique est effectuée a I'aide du logiciel ImageJ.

Rt-qPCR

Pour les analyses de RT-gPCR, les systéemes sont positionnés sur lit de glace, les supports PC et gel
d’agarose sont retirés et les cellules sont directement reprises dans 500 ulL de trizol. Les échantillons
sont conservés a -80°C jusqu’a I'analyse. lls sont ensuite effectués par Sandrine Jeanpierre au CRCL.

Analyses statistiques
Les tests statistiques Mann-Whitney et t-test sont utilisés pour définir la significativité des résultats. Les

différences avec une p-value sous 0.05 sont considérées comme significatives (* p < 0,05, ** p < 0,01,
*** n<0,005)
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Culture cellulaire

Les cellules colorectales

Les cellules de la lignée cellulaire d’adénocarcinomécolique sont issues de la société ATCC (CCL-247).
Elles sont gardées en culture en deux dimensions dans des flasques classiques traitées pour la culture
cellulaire (généralement T25, TPP 009025). Le milieu de culture utilisé est un milieu DMEM (1X) +
GlutaMax (Dubecco’s Modified Eagle Medium, Gibcon 61965) complémenté avec 10% de sérum de
veau feetal (SVF, PAN biotech, P30-8500) et 2Mm de pénicilline/streptomycine (Gibco, 15140-122). Le
milieu de culture est renouvelé tous les 2/3 jours et un passage est effectué quand 70% de confluence
est observé. La TrypLE Express enzyme (1X, Gibco, 12604013) est utilisée pour détacher les cellules du
substrat a 37°C pendant 5 minutes.

Les cellules de GBM
Les cellules N14 sont issues de nos collaborateurs de I'équipe du CRCL : “diversité du transcriptome des

cellules souches” du docteur Mathieu Gabut. Elles sont gardées en culture en neurospheres, dans des
boites de culture anti-adhésion (ULA Corning, Thermofisher, 10491623). Le milieu de culture est
composé de DMEM/F12 (Life technologies, 31330-095) supplémenté par différents additifs : B27 (2%,
Life technologies, 17504-001), N2 (1%, Life technologies, 17502-048), de facteurs de croissance EGF (20
ng/mL, Miltenyi Biotec, 130-093-825), FGF (20ng/mL, Miltenyi Biotec, 130-104-922), héparine
(0.0002%, Sigma, H3149) et un mélange de Pénicilline et Streptomycine (1X, Life technologies, 15140-
122). Le milieu de culture est renouvelé tous les 3/4 jours : la moitié du milieu de culture est échangé
par du milieu frais doublement concentré. Lorsque les cellules doivent étre dissociées (avant
ensemencement dans les micropuits ou tous les 7 jours), les neurospheres sont centrifugées puis
dissociées a I'’Accumax (Sigma, A7089) 10 minutes minimum a 37°C (le temps d’incubation est parfois
allongé lorsque des agrégats persistent).

Les cellules N14-Zsgreen ont été établies par le docteur Nabila Berabez durant sa thése au sein de
I’équipe du Dr Gabut. Elles sont issues d’une infection des cellules N14 par un rétrovirus produit par les
cellules GP2-293 (BD Biosciences) transfectées par le plasmide Zsgreen-ODC. La validation de ce modeéle
a été effectuée par |'utilisation d’un inhibiteur du protéasome MG132 (M8699, Sigma).

Moules en silicium et contre-moule en PDMS
Fabrication du moule sur wafer de silicium (h=250 pum)

Brievement une résine photosensible (SU8 2100) est étalée de maniére uniforme par centrifugation
(500 tr/min, 10s puis 1200 tr/min, 30s). Cette résine est ensuite cuite (75°C, 20 min, puis 95 °C, 1 h),
puis exposée aux UVs (360 ml/cm?). La résine est recuite afin de solidifier 'accroche (75°C, 10 min puis
95 °C, 5 min). Enfin, le motif est développé (solution de PGMEA, 18 min) afin d’enlever la résine non
exposée aux UVs. Ce ler moule ainsi réalisé est ensuite silanisé la nuit avant d’étre utilisable pour
mouler le contre-moule en PDMS.

Un contre-moule est fabriqué en PDMS réutilisable plusieurs fois. La base et le réticulant sont mélangés
(rapport 10 :1 en masse), puis mis sous vide pendant 30 min afin d’éliminer les bulles. Le PDMS est alors
étalé sur le moule ensilicium et recuit 2 h a 75°C sur plaque chauffante. Aprés recuit, le PDMS est décollé
du moule en silicium.
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Traitement lamelles
Les lamelles de verre sont nettoyées a I'éthanol 70% puis rincées a I'eau distillée. Elles sont

fonctionnalisées avec I'amino-propyl-tri(ethoxy)silane (APTS 430941000 Airoseal 1%, dans une solution
d’acide acétiqgue 5 Mm (PRODUCT 20104298), 20 min, température ambiante sous agitation sous hotte
a flux laminaire). Elles sont ensuite lavées a I'eau distillée trois fois et recuites 15 min a 100°C (afin de
solidifier la couche de silane) sur plague chauffante ou au four. Elles peuvent étre préparées a I'avance
et stockées a température ambiante, a I'abri de la poussiére.

Pour la premiére solution de montage avec les lamelles de grande taille, celles-ci sont manipulées
manuellement et individuellement a chaque étape ce qui devient trés chronophage pour les 24 puits.
Pour I'utilisation au sein de plaques multi puits, des portoirs de lamelles sont utilisés afin d’effectuer des
bains pour les étapes d’incubation et rincage.

Moulage des puits d’agarose

Les micro-puits ont été moulés a partir de 2 types d’agarose, a choisir en fonction de la rigidité
souhaitée. Les contre-moules en PDMS sont disposés sur une plaque chauffante (a 78°C ou 50°C selon
le type d’agarose utilisé, voir tableau 1). L'agarose est préparée en mélangeant la poudre (% selon
Tableau 5) avec de I'eau distillée. La poudre d’agarose est dissoute dans I'eau distillée a I'aide d’un
autoclave (120°C, 15 min). La solution ainsi obtenue est maintenue a |'état liquide a 'aide d’un bain a
sec réglé sur la température souhaitée (Tableau 5), des billes fluorescentes sont ajoutées si besoin a la
préparation apres sonication. Un volume d’agarose (déterminé en fonction de la taille des puits a
mouler : 120 ulL pour 3200 um et 100 pL pour @100 um) est ensuite déposé sur les contre-moules en
PDMS chaud. Une lamelle fonctionnalisée a I’APTS est ensuite déposée sur la goutte d’agarose afin de
I'étaler sur une épaisseur constante. L'ensemble (moule PDMS-agarose-lamelle) est alors retiré de la
plague chauffante et laissé a gélifier selon le temps et la température indiqués dans le Tableau 5.

Type Température du Température du Etape de

d’agarose moule PDMS bain (stockage de la = Gélification
solution d’agarose)

Agarose | 50 °C 60°C 4°Csurlit de

Ultra Low glace, 72 h

2% m/v

Agarose 78°C 90°C TA, 5 min

standard

2% m/v

Tableau 5 : Parameétres de moulage des micropuits utilisés en fonction du type d'agarose choisi. Les références des produits
sont identiques a celles présentées dans la partie précédente.
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Montage des systemes
Grandes lamelles

Les tubes Falcon sectionnés sont lavés a I'éthanol 70% et rincés a I'eau distillée avant d’étre placés
autour du gel d’agarose. Un joint siliconé (SI 5398 Loctite) est placé tout autour, il durcit en quelques
minutes a I'air libre.

Petites lamelles

Les lamelles sont positionnées au fond des plaques multipuits percées a la scie cloche, de la colle UV
photosensible est déposée tout autour a la seringue et le tout est placé 10 secondes sous rayonnements
UV.

Les gels d’agarose sont gardés dans du PBS durant ces étapes afin de ne pas les laisser se déshydrater.
Les montages sont ensuite stérilisés par rayonnements UV pendant 20 minutes dans du PBS stérile.

Ensemencement cellules
Les micro-puits sont incubés dans du milieu de culture a 37°C, minimum 2 h avant utilisation. Les cellules

sont ensuite ensemencées, la concentration dépend de I'utilisation : 1,2 10° cellules dans 3 mL par puits
pour les sphéroides et 4,5.10% cellules pour 1.5 ml pour les cellules seules. Les systémes sont mis sous
agitation pendant 2 h a l'incubateur a 160 rpm (agitateur va et vient pour microplaques) pour la
formation de sphéroides ou 45 min pour les cellules seules. Ils sont ensuite rincés trois fois avec du
milieu de culture préchauffé afin de retirer les cellules qui ne sont pas dans les micropuits. L'agitation
n’est pas indispensable pour la formation de sphéroides, elle n’a pas été possible pour toutes les
expériences présentées dans ce manuscrit. Son effet sur I'homogénéité des sphéroides ou le nombre
de puits présentant des cellules unigues n’a pas été quantitativement analysé.

Immunomarquage

Les sphéroides sont fixés a l'intérieur des micropuits de la méme maniére que pour les
microsystémes présentés dans la partie précédente. Les produits et références utilisés sont identiques.
Le tableau ci-dessous récapitule les différentes étapes successives nécessaires au marquage.

Etape Produit Incubation

Ringage PBS, 1X, 3x 5 minutes TA
1mL/puit

Fixation PFA, 4%, 200 | 20 minutes TA
ulL / puit

Ringage PBS, 1X, 3x5 minutes TA
1mL/puit

Perméabilisation | PBS+ 0.5 T-X, | 20 minutes TA
200 pL/puit

Ringcage PBS+0.1 T-X, | 3x5 minutes TA
1mL/ puit

Blocage PBS+BSA 3%,
1mL/puit

Marquage Phalloidine 1 | 4°C, une nuit

Actine :50,0.1%T-
X 100, PBS
200 pl/puit
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Ringage PBS, 1X, 3x5 minutes TA
1mL/ puit

Marquage NucGreen™

Nucléaire 2
gouttes/puit,
PBS

Rincage PBS, 1X, 3x5 minutes TA
1mL/ puit

Tableau 6 : Description des étapes effectuées pour le marquage fluorescent des sphéroides au sein des systeme de micropuits
d'agarose. Les références sont identiques aux produits utilisés et explicités dans la partie précédente

Le marquage des cellules prolifératives est réalisé avec le Click-iT® EdU Alexa Fluor® Imaging Kit
(Molecular Probes) comme pour la partie prcédente. Il est ajouté directement dans le milieu de culture
a 10 uM. Suivant les données constructeurs, un tampon de révélation est réalisé juste avant et est ajouté
aux échantillons pour une incubation a température ambiante, a I'abri de la lumiére durant 30 minutes
et rincé avec une solution 3% BSA dans du PBS. Il est ajouté 24 h avant fixation et révélation pour les
sphéroides HCT116 et 72 h pour les N14.

Pour Olig2 (AB9610, Sigma), la perméabilisation est effectuée avec une solution de Tween a 0,1%
pendant 1 heure, I'anticorps est utilisé a 1 :500 (dans PBS, BSA5%, Tween 0,1%) durant la nuit a 4°C.

Clarification

Les micropuits d'agarose "flottants" contenant les sphéroides sont découpé grace a des punchers de
biopsies, puits insérés sur une lamelle dans des cales d'espacement autocollants (Sunjinlab iSpacer 4-
0.5 (4 puits, 0.5 mm de hauteur, 7 mm de diamétre). lls sont incubés avec la solution de clarification
commercial Rapiclear 1.52 (Sunjinlab, un bain la nuit, suivi d'un changement de bain avec une nouvelle
solution le matin). Les échantillons sont ensuite scellés avec une lame et imagé au confocal le jour
méme.

Suivi de prolifération

Un microscope inversé (Leica DM IRB ou DMI8) en contraste de phase est utilisé pour le suivi de
croissance des agrégats couplé a un objectif 20x ou 10x. Ces derniers sont dotés d’une chambre
environnementale et d’un controleur de CO; qui permettent d’effectuer des analyses en timelapse. Une
platine motorisée permet ensuite de suivre différentes positions des systémes en micropuits. Une image
est acquise toutes les 2 h pour I'expérience sur les HCT116 et pour 9 sphéroides et toutes les 30 minutes
pour 63 sphéroides.

L'aire des sphéroides pour chaque image acquise est analysée a 'aide d’une routine développée sur le
logiciel MATLAB. La méthode de Hough permet tout d’abord de repérer la position des puits, le contour
de l'agrégat est ensuite détecté par binarisation et étapes successives de reconstruction
morphologique.

Suivi dynamique de cellules individuelles au sein de sphéroides

Les mémes outils que ceux présentés dans la section précédente sont utilisés pour le suivi dynamique
de cellules fluorescentes au sein de sphéroides ; a ceux-la sont rajoutés une prise d'image fluorescente
a I'aide d’une lampe LED coolsnap consécutivement a chaque prise en lumiére blanche. Un z-stack est
effectué tous les 4 um et sur la totalité de I'agrégat. 9 sphéroides ont été suivis durant 42 heures avec
des prises d’images toutes les 30 minutes.
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Le suivi dynamique de chaque entité fluorescente est effectué de maniére automatique une nouvelle
fois a I'aide d’un programme développé sous Matlab, en utilisant un algorithme de tracking présenté
dans le chapitre 4.

Suivi de cellules seules
Les expériences présentées dans la partie 2.3 ont été effectuées en contraste de phase avec des
objectifs 10x ou 20x. Trois réplicas ont été effectués, I'une avec un intervalle de temps de 10 minutes
sur 70 h et deux autres avec des images acquises toutes les 2 h durant 120 heures pour une centaine
de cellules isolées a chaque fois. La proportion de cellules donnant lieu a la formation d’un sphéroide
est analysée manuellement.

Acquisition d’images d'immunomarquage

Les images de marquage fluorescent ont été a faites I'aide d’un microscope confocal Leica SP5 et d’un
objectif a air (Quverture numérique 0,65). Des Z-stacks des sphéroides ont été réalisées a I'objectif dry
X20 en utilisant des pas de 0,42um.

Inclusion agarose

Des sphéroides de HCT116 sont tout d’abord formés a l'aide de réseaux de micropuits réalisés en
agarose standard 2% (v/m), sans adhésion sur lamelles, simplement déposés a l'intérieur d’une plaque
de culture classique 24 puits. 24 h aprés ensemencement, les réseaux de micropuits sont retournés
dans les puits sur 100 uL de culture et on laisse les sphéroides sédimenter pendant 30 minutes. Les
sphéroides sont ensuite récupérés a la pipette, centrifugés et comptés.

En paralléle, des solutions d’agarose low melt gelling point (1% et 0.5 m/v) sont préparées et passées a
I'autoclave (15 min 120°C) et gardées a 39°C. 200 pL sont déposés dans chaque puits et sont laissés a
gélifier a TA pendant 8 minutes pour constituer une premiére couche. Les sphéroides sont ajoutés aux
solutions lorsque ces dernieres atteignent une température de 38°C pour empécher une détérioration
des cellules a température trop élevée ainsi qu’une gélification de I'agarose. 500 plL de solution
d’agarose et sphéroides est ajoutée dans les puits et laissé a TA pour gélification pendant 10 minutes.
100 plL de milieu sont ensuite ajoutées dans chaque puits.

Le suivi de prolifération est réalisé par contraste de phase avec un intervalle de temps de 2 h durant 84
heures.

Microscopie a force de Traction (TFM)
Conformation cylindrique

Des cellules HCT116 sont ensemencées dans des micropuits d’agarose Ultra low melt (2% m/v) préparés
comme mentionné précédemment. Des billes @ 0,40 um sont ajoutées a 'agarose a une concentration
de 63 ul/ mL. Les images sont acquises en épi fluorescence a I'aide d’un objectif a air 20x (ouverture
numérique 0,65). Toutes les deux heures une image en contraste de phase est couplée a une image en
fluorescence tous les 1,6 um sur la totalité de I'agrégat durant 26 h aprés que les sphéroides ont atteint
les bords du puits. L'analyse des déplacements est effectuée sur une projection en z de 14 slices, pour
70 000 points, un niveau de pyramide de 2, des fenétres de taille 40 pixels, un nombre maximum
d’itération de 20 et un seuil de 0.1.
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Inclusion dans 'agarose

Des agrégats de cellules HCT116 sont inclus dans de I'agarose Low melt gelling point (A9614, Sigma
aldrich, 1% m/v) de la méme maniere que présentée dans la section ci-dessus. L'acquisition d’'images
est effectuée également en épi fluorescence et a I'aide d’un objectif 40x pour un intervalle de temps de
3 h sur une durée de 39 heures.

L'algorithme de suivi des billes est réalisé sur un z donné au centre de I'agrégat. Les parametres sont les
suivant : en nombre de points suivis : 4935, niveau de pyramide :3, fenétres de 30 pixels et 20 et 0,1
pour le nombre d’itération et le seuil respectivement.

120/ 142



Annexes

Annexes

Figure SI 1 : Controle des marquages Live and Dead sur des celllules MCF10A 1 jour aprés ensemencement.

(A) Controle du marquage live (B) contrdle du marquage de cellules mortes : de I'éthanol 70 % est ajouté aux cellules 30 minutes
avant le marquage. Echelle =100 um Calcein Am est représenté en vert, I'iodure de propidium en rouge.
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30 um e

Figure SI 2 : TF1 BA a J3 avec et sans traitement a I'lmatinib 2 pM durant 3 jours (-STI : contréle +STI : traitement), avec
confinement a 5 um a gauche et en condition contréle a 30 um a droite. Marquage des cellules mortes par ajout d’lodure de
Propidium (IP), image en lumiére blanche couplé a une image en épi fluorescence correspondant au marquage rouge sur les
images. Echelle = 50 um.
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Résumé

Un des enjeux actuels majeurs dans la recherche contre le cancer est la rechute induite par la
résistance aux anti-cancéreux, notamment d’une sous population cellulaire présentant une plasticité
importante. Au cours de I'évolution tumorale, I'environnement présente d’importantes modifications
biochimigues mais également de ses propriétés mécaniques. Les cellules cancéreuses et les cellules du
stroma, subissent des variations majeures des forces physiques qu’elles subissent : soit une augmentation
importante due a une croissance rapide dans un espace fini, soit une diminution trés importante lors d’un
éventuel traitement anticancéreux. Ce phénomene n’est certainement pas sans conséguence pour le tissu
concerné. Si I'effet du changement de rigidité de la matrice est largement étudié, un nombre d’étude assez
limité s’intéresse aux réles des différentes contraintes mécaniques. L'objectif principal a donc été d’élaborer
des microsystémes permettant d’étudier I'impact a long terme de ces signaux mécaniques : d’abord en 2D
puis en 3D. Les outils ont été élaborés en agarose, hydrogel naturel qui présente plusieurs avantages pour
une utilisation en culture cellulaire et permet de garder des conditions physiologiques.

Le premier systéme concu permet d’appliquer un confinement contrdlé sur une population de
cellules en deux dimensions. Différentes applications ont été testées : des observations dynamiques en
microscopie, des immunomarquages, des analyses moléculaires ou du criblage thérapeutique. Nous avons
montré qu’il était tout a fait adapté a des analyses a long terme et qu’aucune différence de viabilité ou de
prolifération n’est induite par le systéme en lui-méme; méme apres plusieurs jours. Une baisse de
prolifération sous contrainte mécanique a été observée pour des cellules cancéreuses mais aussi pour des
cellules issues du stroma et a été attestée par différentes techniques. Ensuite, des analyses de signalétiques
ont été initiées, notamment concernant un facteur de transcription YAP (Yes-associated-Protein) : élément
clefs de diverses voies de signalisation essentielles.

La culture cellulaire en trois dimensions et le sphéroide (agrégat multicellulaire) est de plus en plus
utilisé notamment comme modele de tumeurs solides. Cependant une production homogene et
reproductible n’est pas toujours aisée. Le microsystéeme développé permet de produire plus d’une centaine
de sphéroides par un seul pipetage et permet une compatibilité avec la microscopie a haute résolution. Deux
technigues ont ensuite été testées pour appliquer des contraintes sur les agrégats : une pression osmotique
et le confinement dans une matrice d’agarose a rigidité ajustable. Une technique d’analyses d’images par
suivi des déplacements de microsphéres a permis de remonter aux forces induites par la croissance du
sphéroide mais a aussi montré un comportement non élastique de I'agarose a plus fortes déformations.
Abstract

One major issue in fighting against cancer relapse is the resistance to therapeutic treatment of some
specific cells inside tumors which present an important plasticity and dependence on their
microenvironment. During tumour progression, many changes in the physical properties of the
microenvironment can occur such as the apparition of compressive stresses due to proliferation burst or
increase in the microenvironment stiffness. While the effect of matrix stiffness has been extensively studied
in the context of tumor progression and resistance to treatment, limited studies have focused on the role of
solid stresses. Indeed, the field is lacking standard in vitro test reproducing this long-term compression,
without affecting cells behavior by other means. The major objectives of this project were to develop
hydrogel-based microsystems close to physiological conditions and which permit to keep cells several days
in culture. Agarose, which present several important advantages for cell culture, was chosen.

The first system was developed to apply controlled compression on a population of 2D cells.
Different applications were tested: time-lapse microscopy, in-situ immunofluorescence, post molecular
analyses confinement and drug testing. We have showed with different techniques, that proliferation is
reduced under confinement for cancerous cells but also stroma cells. We also began to study some important
signaling pathways under confinement and we showed that YAP (Yes-Associated-Protein), which is a key
parameter for different essential pathway, is disturbed under mechanical confinement.

The use of 3D cell culture is increasing and particularly to model solid tumors but the tools used for
their production are not always easy, reproducible and compatible with high resolution microscopy. We
designed a microsystem directly compatible with microscopy which permits to create rapidly hundreds of
homogeneous spheroids. We then tried to apply constraints on aggregates by osmotic pressure or with
confinement in agarose gel. Image analyses of tracking were used to follow fluorescent microspheres in the
gel; forces due to spheroid growth were quantified for small displacements and permit to detect non elastic
behavior of agarose for larger deformations.
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