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RESUME

Les parasites du genre Cryptosporidium sont les agents pathogénes responsables d’une maladie gastro-
entérique marquée par des diarrhées séveres : la cryptosporidiose. Cette infection peut devenir fatale
chez les individus les plus fragiles (enfants en bas age, personnes dgées ou immunodéprimeées). Ainsi,
bien que présente dans le monde entier indépendamment du niveau de développement économique des
pays, la cryptosporidiose a été décrite comme étant la deuxiéme cause de diarrhée sévére pouvant
entrainer la mort chez les enfants &gés de moins de 2 ans en Afrique et en Asie. A ce jour, aucun vaccin
ni traitement n’a ét¢é mis au point de maniere efficace. La recherche de nouvelles molécules
thérapeutiques s’est heurtée a I’absence d’outils standardisés et automatisés, limitant 1’étude du parasite

et la découverte de nouveaux traitements.

Le projet de cette thése vise donc a développer un microsysteme basé sur la spectroscopie d’impédance
dédié a I’étude du parasite Cryptosporidium parvum et au criblage de molécules thérapeutiques. Dans
ce contexte, I’efficacité de la paromomycine (molécule de référence utilisée dans le criblage in vitro de
molécules contre C. parvum) a été déterminée par des méthodes standards (moléculaire et

microscopique) afin d’étre comparée a la spectroscopie d’impédance.

Pour cela, les cellules HCT-8 issues d’un adénocarcinome iléo-caecal humain ont été infectées par C.
parvum pendant 48 heures et traitées avec une gamme de concentrations croissantes en paromomycine.
L efficacité de la paromomycine a d’abord été déterminée par la technique de microscopie puis par la
méthode moléculaire (QPCR). La quantification du parasite sur les images microscopiques fluorescentes
a été réalisée automatiquement en utilisant le plugin StarDist (Fiji) et des données morphométriques sur
chaque parasite ont été obtenues. De méme, les Concentrations Inhibitrices médianes de la
paromomycine (Clsp) ont été obtenues par ces deux méthodes avec des valeurs de 357ug/mL et
382ug/mL respectivement. L’analyse par spectroscopie d’impédance a permis d’obtenir une réponse
caractéristique des cellules infectées des 12 heures d’infection qui pourrait étre utilisée comme un

capteur d’infectiosité et représenter une méthode adaptée au criblage de molécules thérapeutiques.

Mots-clés : Cryptosporidium ; HCT-8 ; bioimpédance ; paromomycine ; criblage moléculaire in

vitro ; infectiosité.



SUMMARY

Cryptosporidium is a protozoan parasite which infects a wide range of hosts including Human Beings
and has a global presence. Cryptosporidium is the etiologic agent of cryptosporidiosis, a disease
characterized by profuse diarrhea. In vulnerable patients (infants, old people or immunodeficient
persons) the prevalence and severity of infection increases and can result in death. In Africa and Asia,
Cryptosporidium was identified as the second cause of diarrhea in children under 2 years old. To date
no vaccine nor drug therapy is available. Research for new drugs against Cryptosporidium therapy has
been impeded by the absence of standardized and automated tools enabling the study of the complete
Cryptosporidium Life cycle and drug screening.

Therefore, this project aims to develop a microsystem based on impedance spectroscopy for the study
of Cryptosporidium parvum and drugs screening. In this context, the efficacy of paromomycin (the gold
standard used in drugs screening against C. parvum) was determined by standard methods (molecular

and microscopic) to be compared with impedance spectroscopy.

Here, Human ileocecal colorectal adenocarcinoma cells (HCT-8) were grown to confluency and
infected by C. parvum during 48 h with a range of paromomycin concentrations. Results were obtained
by fluorescence microscopy and molecular method (real-time gPCR). The level of infection was
assessed using fluorescent images combined with an automatic detection of parasites using a Fiji plugin
(StarDist) and morphometric data for each parasite were recorded. The half maximal inhibitory
concentrations (Clso) of paromomycin were obtained (357 pug/mL and 382 pg/mL respectively). Thus,
the new approach using the electrical impedance-based device to quantify infectivity of HCT-8 infected
by C. parvum showed a characteristic response of infected cells from 12 hours of infection, which could
be used as an infectivity sensor, faster than current methods and could represent a suitable method for

drug screening.

Keywords: Cryptosporidium, HCT-8, impedance spectroscopy, paromomycin, in vitro drug

screening, infectivity.
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Etat de I’art

Partie 1 : Cryptosporidium : un probleme de santé publique

1. Généralités
Les cryptosporidies sont des parasites unicellulaires eucaryotes appartenant au genre Cryptosporidium.
Elles sont les agents étiologiques d’une maladie appelée Cryptosporidiose. La premiere description
d’espéce (C. muris) a été réalisée par Tyzzer en 1910 sur des coupes d’estomac de souris (Tyzzer 1910)
via des observations effectuées en microscopie optique. Par la suite, I’étude de coupes d’intestin murin
a permis de décrire une deuxiéme espéce (C. parvum). L’émergence de nouvelles technologies
d’imagerie, telle que la microscopie électronique, a permis non seulement de préciser les structures du
parasite mais également d’affiner la connaissance des stades de vie de ce dernier. La description de la
forme de résistance du parasite, 1’oocyste, (Pohlenz 1978) a été un élément clé dans la compréhension
des mécanismes de transmission. Par la suite, le développement des outils d’analyses biomoléculaires a
été une révolution dans la compréhension de la diversité des espéces et des populations de

Cryptosporidies. Ainsi plus d’une quarantaine d’espéces ont été décrites a ce jour.

La progression du champ des connaissances en biologie s’est ainsi construite en paralléle de 1’évolution

des techniques d’analyse elles-mémes tributaires de I’apparition d’innovations technologiques.

Les études épidémiologiques menées sur la cryptosporidiose ont mis en évidence que cette maladie
représentait un véritable enjeu en termes de sécurité sanitaire et ce, quel que soit le niveau économique
du pays. La cryptosporidiose est ainsi présente partout dans le monde et affecte aussi bien les populations

humaines que les animaux (qu’ils soient sauvages ou domestiques).

La facilité de propagation de ce pathogéne est liée a sa résistance aux conditions environnementales, a
son mode de transmission (voie oro-fécale directe ou indirecte), ainsi qu’a 1’absence de traitement
thérapeutique pleinement efficace. De fait, la gestion des problémes sanitaires liés aux Cryptosporidies
représente donc un véritable défi pour les instances décisionnaires des pays (qu’ils soient industrialisés

ou pas).
1.1Les symptomes de la cryptosporidiose

La cryptosporidiose humaine se caractérise par des symptomes s’apparentant a une gastro-entérite auto-
résolutive. Ces symptomes apparaissent aprés une période d’incubation d’environ 1 semaine (2 a 14
jours) et la diarrhée représente le principal symptéme avec comme conséquence une perte de poids et
une déshydratation. D’autres manifestations cliniques telles que des douleurs abdominales, des nausées,
des vomissements et de la fievre ont été signalées (Chen et al.,2002). Chez un patient immunocompétent,

les symptémes disparaissent en moyenne au 12¢ jour. Dans les pays a revenus élevés, des effets a longs
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termes ont toutefois été recensés (Stiff et al.,2017) ; douleurs abdominales persistantes, myalgies,

douleurs articulaires récurrentes, fatigue chronique, syndrome du célon irritable et/ou perte de poids.

Chez les sujets dont le systéme immunitaire est affaibli ou immature (enfants, personnes agées ou
immunodéprimées) les conséquences de la maladie sont plus importantes. Dans certains cas, des
localisations extra-intestinales atypiques ont été signalées (biliaire, respiratoire, pancréatique) (Lopez-
Vélez et al.,1995). Les travaux de Khalil ont montré que des enfants subissant une forme aigue de la
maladie présentaient sur le long terme des séquelles marquées par des retards de croissance et des
altérations de développements cognitifs (Khalil et al.,2018). Chez les individus les plus fragiles, la

maladie peut présenter une forme chronique conduisant a la mort du patient.

Chez I’animal d’élevage tel que les bovins, les symptémes apparaissent 3 a 4 jours apres 1’ingestion des
oocystes et sont marqués par des diarrhées liquides profuses, une perte d’appétit, une 1éthargie et une
déshydratation conduisant parfois a la mort. Ces symptémes durent généralement moins de 15 jours
(Zambriski et al.,2013). 1l est a noter que chez les bovins, il existe une relation entre 1’age des animaux
et les especes de Cryptosporidium identifiées. Ainsi, avant leur sevrage, les veaux sont majoritairement
contamingés par 1’espéce C. parvum et présente le tableau clinique le plus défavorable avec des épisodes
diarrhéiques pouvant conduire a la mort des sujets les plus faibles. Apres leur sevrage et avant leur
premiére année, les jeunes bovins sont essentiellement infectés par les especes C. bovis et C. ryanae.
Enfin, les animaux plus 4gés sont surtout contaminés par 1’espece C. andersoni (Santin et al.,2004).

Finalement, les travaux menés a I’Institut Pasteur de Lille, ont permis de mettre en évidence la capacité
de ce parasite a déclencher dans des modeéles murins, des cancers colorectaux invasifs (Certad et
al.,2007). Cette découverte a apporté un nouveau regard sur l’origine de ce type de cancer
particulierement courant (c’est le quatriéme cancer le plus fréquent chez ’homme et le troisiéme chez

la femme).

1.2 Epidémiologie de la cryptosporidiose humaine

A la suite de la premiére description réalisée par Tyzzer, 1’intérét pour les Cryptosporidies s’est atténué
reléguant 1’étude de ce type d’agent pathogéne a un statut « non prioritaire ». Toutefois, I’émergence de
I’épidémie de SIDA (Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise) dans les années 80 a relancé 1’intérét
pour ce parasite qui provoquait des gastro-entérites chroniques chez les patients sidéens pouvant
entrainer la mort (Wang et al.,2018). Les études menées depuis ont d’ailleurs mis en évidence une

prévalence de la cryptosporidiose chez les sidéens a hauteur de 10.9% (Mekonnen et al.,2016).
Dans le monde

Les épidémies impliquant I’'Homme sont essentiellement dues a deux espéces : C. hominis et C. parvum.
En 2007, il avait été estimé que la cryptosporidiose humaine touchait entre 250 et 500 millions de

personnes par an dans le monde (Snelling, 2007). En 2020, Dong et ses collégues ont réalisé une méta-
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analyse sur 69 pays qui a permis d’estimer la prévalence mondiale de la Cryptosporidiose a 7,6%. Le
Mexique, le Bangladesh et le Nigeria avaient les prévalences les plus élevées avec 69,6%, 42,5% et 34%
respectivement. Les personnes les plus touchées appartenaient aux pays a faibles revenus, souffrant de

troubles gastro-intestinaux et situés dans les zones rurales.

De méme, les travaux de Kotloff (2013) ont mis en évidence I’implication des cryptosporidies dans les
cas de diarrhées infantiles chez des enfants &gés de moins de 5 ans en Afrique subsaharienne et en Asie
du Sud Est, avec un risque de mortalité significativement accru (8,5 fois) chez les enfants malades. Les
auteurs ont également mis en évidence que Cryptosporidium représentait la seconde cause de mortalité
(apres les Rotavirus) par diarrhées chez les enfants agés de moins de 2 ans. Ainsi, si I’on considére dans
le monde que les diarrhées sont responsables de 10.5 % des 7.6 millions de déces chez les enfants de
moins de 5 ans (Liu et al.,2012), la cryptosporidiose pourrait étre responsable d’une part significative
de ces décés d’enfants jusqu’a 800 000 cas par an.

En Europe

D’aprés le Centre européen pour la prévention et le controle des maladies (ECDC) qui centralise les
données épidémiologiques de 20 pays européens pour les cas de cryptosporidiose humaine, 14 299 cas
ont été rapportés en 2021 (ECDC,2021). L’Allemagne, les Pays-Bas, I’Espagne et le Royaume-Uni
représentaient 76% des cas recensés dont 41% uniguement par le Royaume-Uni. En effet, le Royaume-
Uni et I’Irlande figurent parmi les principaux rapporteurs et ceci résulte du fait que la déclaration de la
maladie y est obligatoire. De méme, ces données montrent une saisonnalité de la cryptosporidiose en
Europe avec une augmentation des cas signalés a la fin du printemps jusqu’au début de 1’automne
(Caccio et Chalmers, 2016). Au Royaume-Uni le premier pic signalé en fin de printemps a été attribué
a C. parvum et pourrait étre corrélé a une contamination de 1’environnement lors de la période de
naissance des animaux d’élevage (essentiellement les bovins) alors que le second pic en début
d’automne est principalement di a C. hominis et serait attribué a une contamination des eaux récréatives

(piscine, lacs, étangs, riviéres).
En France

En France, trés peu de cas de cryptosporidiose ont été déclarés avant 2017, date de création du CNR-LE
(Centre National de Référence — Laboratoire Expert) de Rouen. De 2017 a 2019, 750 cas de

cryptosporidiose ont été signalés au CNR-LE.

En France, la cryptosporidiose n’est pas une maladie a déclaration obligatoire, c’est donc une pathologie
sous-diagnostiquée et sous-estimée. Entre 2017 et 2020, 11 épidémies ont été recensées contre 6 depuis
1998 (Beaudeau et al.,2008 ; Dalle et al.,2003 ; Mosnier et al.,2018). La région PACA a récemment été
impactée par une €pidémie d’origine hydrique survenue a Grasse en 2019 en raison de fortes

précipitations ayant contaminées le réseau d’eau potable. Il s’agit de la plus grande épidémie de
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Cryptosporidium jamais observée en France avec une centaine de cas réencenses. Néanmoins, le nombre

précis de cas s’éléverait plutdt a plusieurs milliers (Costa et al.,2022).

Les cas de cryptosporidiose ont été signalés tout au long de 1’année avec une prédominance a la fin de

1’été et notamment chez les enfants agés de moins de 5 et chez les jeunes adultes (Costa et al.,2020)

1.3 Epidémiologie de la cryptosporidiose chez les animaux d’élevage : exemple

des bovins

La cryptosporidiose est non seulement un probléme de santé publique pour ’Homme, mais c’est
également un véritable défi sanitaire dans les élevages. En effet, cette parasitose est responsable de
baisses de rendements conséquentes dans les élevages d’animaux de rente tels que les bovins, les ovins,
les porcins ou les caprins. Ces pertes de productivité pouvant s’élever a plus de 10% dans les élevages
(De Graaf et al.,1999) sont la conséquence d’une perte de croissance, de la diminution du taux de
conversion des aliments, d’une réduction de la prise de poids et la mort des animaux les plus faibles
(Ralston et al.,2010 ; Bueno da silva et al.,2019).

Les jeunes bovins essentiellement infectés par I’espéce C. parvum sont souvent considérés comme des
réservoirs de parasites contaminant I’environnement. En effet, un animal malade peut libérer dans sa
matiére fécale plusieurs centaines de millions de parasites par jour (Nydam et al.,2002). La modélisation
réalisée par 1I’équipe de Vermeulen suggere ainsi que 1’excrétion globale des Cryptosporidies serait de
’ordre de 3.2 10?% oocystes par an (Vermeulen et al.,2017) avec un role prépondérant des bovins dans
la contamination de I’environnement humain.

En fonction des pays, la prévalence de C. parvum chez les veaux non sevrés varie de 3.4% a 96.6%
(Santin, et al.,2004 ; Santin et al.,2008 ; Thomson, et al.,2017). Les travaux de Santin suggérent
notamment que lors de leurs premiéres semaines de vie, la quasi-totalité des veaux en élevage seraient

infectés par Cryptosporidium (Santin et al.,2008).

1.4 Transmission du parasite

Certaines especes de Cryptosporidium présentent un spectre d’hotes large (i.e. C. parvum). En
conséquence, la transmission des cryptosporidies peut se faire de I’Homme vers ’'Homme, de I’'Homme
vers I’animal (Anthropozoonose), de I’animal vers I’Homme (Zoonose) ou de I’animal a 1’animal. Dans
tous les cas, la transmission et I’infection se fait par voie oro-fécale qui conduit a I’ingestion de la forme
de résistance du parasite : ’oocyste. Ce dernier est excrété dans la matiére fécale des patients (méme

asymptomatiques) et contamine 1’environnement, 1’eau ou les aliments.

Il existe alors deux modes de transmission des cryptosporidies : la voie directe et la voie indirecte. La
voie de transmission directe se fait par un contact avec des personnes ou des animaux infectés. Ce mode
de transmission a par exemple été décrit chez des vétérinaires travaillant au contact de veaux contaminés

(Preiser et al.,2003). Toutefois, la voie principale de transmission demeure la voie indirecte. Elle se
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traduit par 1’ingestion d’aliments (Ryan et al., 2018 ; Ursini et al., 2020) ou d’eau (Chalmers 2012)
contaminés par des oocystes de Cryptosporidium. De nombreux aliments ont été¢ a 1’origine d’épidémies
de cryptosporidiose : des fruits, des légumes, du cidre, du lait pasteurisé, des fruits de mer et de la viande
crue pour n’en citer que quelques-uns. En France, le Ministére de 1’ Agriculture et de 1’ Alimentation a
pris en compte la problématique liée au parasite Cryptosporidium dans les aliments en créant notamment
["Unité Mixte Technologique (UMT) Protorisk qui a pour objectif la « Caractérisation et maitrise de la
contamination des aliments par les parasites protozoaires Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis et
Toxoplasma gondii ». Toutefois, c’est la voie hydrique qui demeure le mode de transmission
prépondérant des cryptosporidies. Elle inclut aussi bien les eaux récréatives que les eaux de boisson. Il
est a noter que la plus importante épidémie de cryptosporidiose d’origine hydrique a été décrite en 1993
dans la ville de de Milwaukee (Wisconsin., USA) avec plus de 403 000 personnes infectées et une
centaine de morts (Mac Kenzie et al.,1994).

La prépondérance de la transmission des cryptosporidies par la voie hydrique s’explique par leur
capacité a rester viable et infectieux plus de 16 mois dans des réservoirs d’eau et a leur forte résistance

aux agents chlorés couramment utilisés dans le traitement de 1’eau.

L’étude de Ma et ses collégues (2022) a également montré que Cryptosporidium était le principal
parasite impliqué dans les épidémies a protozoaires d’origine hydrique (Figure 1). En effet, parmi les
251 épidémies recensées de 2017 & 2020 dans le monde, Cryptosporidium était impliqué dans 192
épidémies, soit 76,5% des cas.
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W Cryptosporidium Giardia Toxoplasma gondii

% Microsporida B Dientamoeba fragalis W Cyclospora cayetanesis

B Blastocystis hominis W Entamoeba histolytica B Naegleria fowleri

Figure 1 : Distribution mondiale des épidémies d'origine hydrique impliquant des parasites protozoaires. D apreés

Ma et al.,2022.

Ce constat met notamment en évidence le probleme de I’acces a 1’eau potable dans le monde et la
difficulté de traiter les eaux contre les protozoaires parasites pour les rendre propres a la consommation

humaine.

1.5 Cycle de vie de C. parvum

Le cycle de vie se déroule chez un seul hote (cycle monoxéne), dans les cellules épithéliales de 1’intestin
gréle ou de I’estomac. Ce cycle de vie demeure complexe et comporte plusieurs phases de reproduction
asexuée et sexuée conduisant a différents stades de développement (Figure 2). En effet, apres I’ingestion
des oocystes, quatre sporozoites sont libérés sous 1’action des enzymes pancréatiques et de la bile (étape
de désenkystement). Une fois libérés, les sporozoites vont infecter les cellules épithéliales du tractus
gastro-intestinal. Lors de I’invasion de la cellule hote, le sporozoite va étre internalisé par la cellule hote
et former une niche appelée «vacuole parasitophore » qui confére au parasite sa localisation
intracellulaire mais extra-cytoplasmique. A la suite de cette phase de pénétration, le sporozoite va se
transformer en trophozoite qui va continuer son développement par une série de réplications asexuées
(=mérogonie), le trophozoite va se développer en méronte de type I contenant huit mérozoites, (= stades
motiles similaires aux sporozoites) responsables de la réinfection et de la propagation de I’infection aux

cellules adjacentes. Ces mérozoites libérés vont soit former de nouveaux mérontes de types | soit
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conduire au développement des formes impliquées dans la reproduction sexuée du parasite. Dans ce cas,
il se crée deux types de structures : des macrogamontes (Femelles) caractérisés par un large noyau
excentrique ou des microgamontes (Males) possédant 16 petits noyaux a I’origine de la formation de 16
microgametes. A noter que le stade prolifératif appelé « Méronte de Type Il », auparavant considéré
comme nécessaire a la formation des stades sexués a récemment été démontré comme absent du cycle
de vie de C. parvum. En effet, /’équipe de Striepen (2021) a démontré qu’il existait un développement
direct des gametes a partir du méronte de type I. Enfin, la fécondation qui correspond a la rencontre des
microgametes (M) et des macrogamétes (F), deux types d’oocystes vont étre formés : des oocystes a
paroi fine, dédiés a la réinfection de 1’hote et des oocystes a paroi épaisse conférant une plus grande

résistance a I’environnement et qui seront excrétés dans les matieres fécales.
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Figure 2 : Cycle de vie de Cryptosporidium spp. Modifi¢e d’aprés Bouzid et al.,2013.

Des études récentes utilisant la microscopie par immunofluorescence sur des cultures infectées avec des
souches de C. parvum modifiées génétiqguement ont permis de mieux comprendre le déroulement du
cycle de vie. Ainsi, les stades asexués ont été signalés comme étant prédominants jusqu’a 36 h
d’infection avant de laisser place au développement des stades sexués. En effet, au temps 36 h post-
infection, les microgamontes (M) commencent a émerger suivis des macrogamontes (F) pour atteindre
un pic a 48 h post-infection (Figure 3A) (Tandel et al.,2019 ; Funkhouser-Jones et al.,2020). A ce jour,
les mécanismes impliqués dans la gamétogénése demeurent inconnus. Aucun signal particulier n’a été

détecté dans le milieu de culture mais il a été remarqué que la succession des différents stades était
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dépendante du temps. Ainsi, trois intervalles d’environ 12 heures correspondent a la réplication asexuée

suivis d’une seule génération de gamétes (Figure 3B) (English et al.,2022).
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Figure 3 : (A) Pourcentage de la répartition des stades asexués/sexues (Tandel et al.,2019) (B) Modele de
progression du cycle de vie de Cryptosporidium d’apreés English et al.,2021 avec le passage de la reproduction

asexuée a la reproduction sexuée apres trois générations de mérontes.

1.6 Pathogénicite

La pathogénicité de Cryptosporidium se caractérise par sa capacité a provoquer des dommages chez
I’hdte qui conduiront a I’apparition des symptomes liés a la maladie. La virulence quant a elle, fait
référence a I’intensité de ces dommages qui dépendent de 1’interaction hote-parasite et notamment, de
la sensibilité et de la résistance de 1’hote face a ces dommages (Bouzid et al.,2013). La virulence est
également dépendante de I’espéce et de la souche de cryptosporidies considérée. En effet, certaines
especes peuvent infecter leur hote sans provoquer I’apparition de signes cliniques (i.e. C. ryanae
provoque peu voire pas de symptdmes chez les vaches adultes). Les différences de virulence s’observent
également en fonction des souches de Cryptosporidium employées. Ainsi, méme si les études menées
sur des humains ont mis en évidence que 50% des volontaires étaient infectés aprés 1’ingestion
uniquement de 10 & 83 oocystes de C. hominis, la dose infectieuse des inocula varie pour I’espéce C.
parvum en fonction des souches utilisées. Ainsi, 9 oocystes de la souche TAMU suffisent & créer une
infestation quand 1042 oocystes sont nécessaires pour obtenir les mémes effets dans le cas de la souche
UCP (Okhuysen, et al.,1999 ; Guyot et al.,2012).

La pathogénése de la cryptosporidiose commence deés la fixation du parasite aux cellules du tractus
gastro-intestinal. L’invasion du parasite va altérer la fonction de la barriére intestinale en augmentant la
perméabilité paracellulaire due & une perte des jonctions cellule-cellule et au réarrangement du
cytosquelette qui va notamment subir un remaniement des filaments d’actine au niveau du site
d’infection (O 'Hara et Chen, 2011 ; Chen et LaRusso, 2000). L’infection va également induire des

lésions cellulaires qui conduiront a la mort des cellules. Plusieurs études ont démontré que
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Cryptosporidium était capable de moduler 1’apoptose des cellules hétes en inhibant ce processus en
début d’infection mais en ’activant aux stades plus avancés (Mele et al.,2004). Toutes ces anomalies
auront comme conséquences une malabsorption des nutriments ainsi qu’un déséquilibre des sécrétions
et seront marquées histologiqguement par une atrophie villositaire et une hyperplasie des cryptes en raison

du renouvellement des cellules endommagées (Hunter et Nichols, 2002).

Différents facteurs vont étre liés a la gravité des symptdmes tels que la dose infectante. Chez des
volontaires sains, une dizaine d’oocystes de C. parvum suffit a provoquer 1’apparition des symptomes
(Chappell et al.,2006). D’autres facteurs comme 1’espéce et la souche de Cryptosporidium ; I’age de
I’héte, son état nutritionnel et son statut immunitaire, seront impliqués dans la gravité des symptomes.
La prévalence la plus élevée se trouve chez les jeunes enfants, probablement en raison d’un systéme
immunitaire peu mature ; ou encore, la co-infection avec d’autres entéro-pathogénes (Certad et
al.,2017). Une étude réalisée au Pérou chez des individus immunodéprimés a montré I’existence d’une
corrélation entre les différentes especes et souches de Cryptosporidium avec les manifestations cliniques
(Cama et al.,2007). Notamment, les infections par C. hominis (sous-type Id), C. parvum, C. canis ou C.
felis étaient caractérisées par une diarrhée chronique. Au contraire de C. meleagridis et des sous-types
Ia, Ib et le de C. hominis qui n’ont pas été associés aux symptomes diarrhéiques. Les personnes infectées
par C. parvum ou C. hominis étaient plus susceptibles d’excréter des niveaux plus élevés que les
personnes infectées par C. meleagridis. De méme, C. hominis a le plus souvent été associé a des douleurs

articulaires et oculaires, des céphalées et de la fatigue (Hunter et al.,2004).

Plus récemment, Cryptosporidium serait impliqué dans le développement de cancers dont certains
isolats plus virulents, sont capables d’induire des néoplasies (45 jours pour la souche IOWA de C.
parvum contre 15 jours pour I’isolat CHR). Par analyse génomique comparative des souches
cancérigenes de C. parvum, les auteurs ont identifiés 125 mutations de type SNV (Single Nucleotide
Polymorphism) impactant 90 genes du génome de C. parvum. Parmi ces génes, la moitié codait pour
des protéines membranaires sécrétées ou impliquées dans le remodelage du cytosquelette. Plusieurs
familles de génes avaient déja été identifiées comme étant impliquées dans la virulence du parasite,
telles que les mucines impliquées dans 1’invasion des sporozoites, les transporteurs ABC connus pour
étre impliqués dans le phénomene de résistance et des protéases a cystéine. Parmi les nouveaux facteurs

identifiés on trouve plusieurs phosphatases ainsi qu’une lysine méthyltransférase (Audebert et al.,2020).
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Partie 2 : Le développement de molécules thérapeutiques contre la

cryptosporidiose

A ce jour, les traitements antiparasitaires de la cryptosporidiose sont trés limités et aucun vaccin n’a
encore été mis au point. Le seul traitement approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) destiné
a la cryptosporidiose est le nitazoxanide mais son utilisation se limite aux individus immunocompétents
et chez les enfants 4gés d’au moins un an. Cependant, I’efficacité du nitazoxanide demeure trés limitée
dans les populations les plus a risque d’étre infectées par Cryptosporidium (enfants agés de moins de 5
ans, les enfants malnutris et les personnes immunodéprimées). Plusieurs molécules thérapeutiques ont
été testées dont divers antibiotiques (Paromomycine, Azithromycine, Roxithromycine, Spiramycine)

mais 1’amélioration des signes cliniques de la cryptosporidiose demeurait insuffisante.

Comme il sera présenté dans les prochains paragraphes, différentes stratégies sont mises en place pour
découvrir de nouveaux composés thérapeutiques contre la cryptosporidiose. La caractérisation de ces
nouvelles molécules est particuliérement compliquée car les outils standardisés d’étude in vitro sont
manquants dans 1’arsenal technologique mis a la disposition de 1’expérimentateur. Ceci s’explique
principalement par la difficulté de maitriser le cycle de reproduction complexe du parasite dans les
modeles in vitro ce qui limite la progression vers la découverte de nouveaux traitements. De plus, lorsque
des molécules telles que le Nitazoxanide ou la Paromomycine présentent des résultats cellulaires in vitro
prometteurs, les données obtenues en modele in vivo font I’objet de variabilités en fonction des modéles
animaux utilisés. Finalement, les résultats obtenus chez I’Homme présentent également de grandes
variabilités qui peuvent étre liées soit a un contexte de co-infection parasitaire, soit a des déficiences du

systéme immunitaire.

2.1 Les traitements actuels de la cryptosporidiose

2.1.1 La Paromomycine

La Paromomycine (PRM) est un antibiotique aminoside qui cible la synthése protéique. Il s’agit de la

premiére molécule testée chez I’Homme dans le traitement des diarrhées causées par la cryptosporidiose.

Utilisation de la paromomycine en modeéle in vitro et in vivo

Le tableau ci-dessous synthétise quelques études réalisées en modéle in vitro afin d’évaluer I’efficacité
de la PRM (tableau 1). Ces résultats démontrent 1’activité anticryptosporidienne dose-dépendante de la
PRM dans divers types cellulaires (HT29 Human Colorectal Adenocarcinoma Cells ; BFTE Bovine
Fallopian Tube Epithelial Cells ; Caco-2 Human Colonic Adenocarcinoma Cells ; HCT-8 Human
lleocecal Adenocarcinoma Cells et MDCK Madin-Darby Canine Kidney Cells) et des réponses
variables en fonction de la durée du traitement (expositions de 24 a 96 h). Il est a noter qu’un effet

inhibiteur plus important a lieu au cours de la période 48-96 h (Forney et al.,1997). Aucun effet
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protecteur n’a été toutefois démontré lorsque les cellules ont été pré-incubées en présence de PRM avant
I’infection. L’effet inhibiteur s’observe lorsque les parasites ont été pré-incubés en présence de
500ug/mL de PRM durant 24h avant I’infection des cellules HCT-8 et Caco-2 avec une réduction des
formes intracellulaires de 99,5% et 97,2% respectivement (Mammeri et al.,2018). En ce qui concerne la
mesure de la Concentration Inhibitrice médiane (Clso) qui indique la concentration a laguelle la
paromomycine est capable d’inhiber 50% du développement du parasite, les résultats sont également
divergents en fonction des études. Cette hétérogénéité des résultats peut s’expliquer par les différentes
méthodes de quantification des parasites (microscopie, colorimétrie, analyse génétique), le modele
cellulaire, la souche de C. parvum considérée, le nombre d’oocystes (taille de 1’inoculum) utilisés ainsi
que par les différents temps d’application de la PRM. Toutefois, la confirmation de son efficacité
observée malgré ’utilisation de divers protocoles justifie 1’utilisation de la PRM comme molécule de

référence. En effet, ce composé est souvent utilisé comme témoin dans les études menées in vitro pour

caractériser I’activité anti-cryptosporidies de nouvelles molécules.

Modele Souche C. Résultats Méthode Ref
Cellulaire parvum
HT-29 Non (24h) Inhibition > 85% a 5000 pg/mL Microscopique 1
renseignée (Bright-field)
MDCK IOWA Clso (48h) de 92,3 uM (57 pg/mL) et Chimioluminescence | 2
133,5uM (82 pg/mL) Microscopique
(fluorescence)
BFTE IOWA Effet dose dépendant : Microscopique 3
Clso(24 h) de 272,7 pg/mL (Bright-field)
Clso(48 h) 128,2 pg/mL
Clso(72h) 80,6 pg/mL
Cls0(96 h) 73,4 pg/mL
Caco-2 KSU-1 Clso (48h) de 85 uM Microscopique 4
Inhibition maximale de 55% a 400 uM (Fluorescence)
MDCK IOWA ECso (48h) de 1184 pg/mL Chimioluminescence | 5
MDBK GCH1 (48h) Inhibition de 68% a 250 pg/mL ; Microscopique 6
72% & 500 pg/mL (Fluorescence)
79% a 1000 pg/mL
82% a 2000 pg/mL
HCT-8 IOWA (48h) Inhibition de 38% a 200ug/mL Immuno-dosage 7
60% a 1000 pg/mL
HCT-8 IOWA Clso (48h) (77,5 pg/mL) (IOWA) Moléculaire 8
KSU-1 166uM (102,2 pug/mL) (KSU) (QRT-PCR)
95% d’inhibition a 810 pg/ml
HCT-8 IOWA Clso (48h) de 711 uM (437,7 pg/mL) Immuno-dosage 9
(ELISA)
HCT-8 IOWA Clso (48h) de 10 pg/mL Immuno-dosage 10
(ELISA)
HCT-8 Génotype | ECso de 69,5uM soit 42,7 pg/mL Moléculaire 11
1aA15G2R1 (gPCR)
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HCT-8 IOWA Clso (48h) de 123 uM soit 75,7 pg/mL Moléculaire 12
(QRT-PCR)
HCT-8 AUCP-1 Clso (48h) de 450 UM soit 277 pg/mL Microscopique 13
Clso (72h) de 400 uM soit 246 pg/mL (Fluorescence)
HCT-8 MD 64,5% d’inhibition a 1000 pg/mL Microscopie 14
88,2% a 2000ug/mL (Fluorescence)
Moléculaire
(QRT-PCR)

Tableau 1 : Utilisation de la paromomycine en modéle in vitro. [1] Marshall et Flanigan, 1992 ; [2] You et
al.,1996 ; [3] Forney et al.,1997 ; [4] Perkins et al.,1998 ; [5] You et al.,1998 ; [6] Theodos et al.,1998 ; [7] Hommer et
al.,2003 ; [8] Cai et al.,2005 ; [9] Downey et al.,2008 ; [10] Graczyk et al.,2011 ; [11 Schupfner et al.,2013] ; [12] Zhang
and Zhu, 2015 ; [13] Li et al.,2019 ; [14] Shahiduzzaman et al.,2020.

En modéle in vivo, les efficacités prophylactiques et thérapeutiques de la PRM ont été évaluées dans
plusieurs modeles animaux tels que des souris immunodéficientes, des veaux, des chevres, des agneaux

et des porcelets gnotobiotiques (exempts de microbiotes).

En 1993, les études de Fayer et Ellis réalisées chez la souris et le veau ont montré une efficacité
prophylactique de la PRM. En effet, 1’administration quotidienne a des souris immunodéficientes
BALB/c de 200 mg/kg/j de PRM pendant 72h en commengant une heure avant I’inoculation de 15.10*
oocystes de C. parvum a permis de réduire la charge parasitaire quantifiée dans des coupes histologiques
d’intestin. Chez le veau, 100 mg/kg/j administrés pendant 10 jours consécutifs en commencant 24h avant
’inoculation de 1,5 — 2.10° oocystes de C. parvum ont empéché I’excrétion des oocystes et ont réduit la
sévérité des symptdmes diarrhéiques. En revanche, des doses inférieures a 100 mg/kg/j (25 et 50
mg/kg/j) n’ont pas été suffisantes pour obtenir un effet significatif de la PRM.

Une étude réalisée en double aveugle par Grinberg et son équipe (2002) chez des veaux a
évalué I’efficacité prophylactique de la paromomycine (100 mg/kg/j) administrée dés la naissance
pendant 10 jours. L’excrétion des oocystes a été visualisée a la fois dans le groupe traité a la PRM et
dans le groupe contrdle sans traitement mais I’excrétion a été retardée chez les veaux ayant regu le
traitement. Les veaux témoins ont commenceé a excréter des oocystes au 7¢ jour et tous les veaux étaient
positifs au 13¢ jour. Or chez les veaux traités, I’excrétion est apparue au 11° jour, soit deux jours aprés
la fin du traitement et tous les veaux traités étaient positifs au 21° jour. Finalement, les veaux traités ont
commencé a excréter des oocystes et développer des symptdmes diarrhéiques uniquement aprés 1’arrét
du traitement et la sévérité des symptdmes diarrhéiques étaient moins importante que dans le groupe

contrble.

De méme, I’administration quotidienne de PRM a 100 mg/kg pendant 21 jours & compter de la naissance
présente une action prophylactique chez des chévres naturellement infectées lors d’une épidémie de
cryptosporidiose (Johnson et al.,2000). La méme dose a été efficace chez des chevreaux (Mancassola

et al.,1995) et chez des agneaux infectés expérimentalement (Viu et al.,2000). Ces études montrent une
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diminution de I’excrétion des oocystes et une réduction de la gravité des symptdmes cliniques. En
d’autres termes |’utilisation de la PRM comme outil de traitement préventif de la cryptosporidiose n’a
pas montré une efficacité absolue. Les animaux se sont tout de méme retrouvés contaminés, mais les

signes cliniques observés étaient quantitativement moins importants.

En ce qui concerne I’aspect thérapeutique de la PRM, Healey et ses collegues (1995) ont évalué son
efficacité a différentes doses (250, 500, 1000 et 2000 mg/kg/j) pendant 10 jours chez des souris
immunodéprimées par un traitement a la dexaméthasone & partir du 7¢ jour d’infection. En 24h de
traitement, I’excrétion d’oocystes a fortement diminué de fagon dose-dépendante mais une rechute a été
observée au 14¢° jour pour les doses inférieures a 1000 mg/kg/j. Les auteurs ont conclu que des doses
comprises entre 1000-2000 mg/kg/j pendant 10 jours consécutifs permettaient de réduire 1’infection a
C. parvum. En revanche, la clairance parasitaire n’a pas été obtenue a la fin du traitement, méme a la
dose la plus forte. Ce résultat a également été observé par Verdon et ses collégues (1994) chez des rats
immunodéprimés par dexaméthasone. Chez des porcelets gnotobiotiques nouveau-nés ayant recu 500
mg/kg/j de PRM a partir du 3¢ jour post-infection pendant 10 jours, I’excrétion d’oocystes a rapidement
chuté au 7¢ jour et les diarrhées ont complétement cessé chez 7 porcelets sur 10. En revanche, des coupes
histologiques intestinales ont montré que le parasite n’avait pas été totalement éliminé au 13° jour

d’expérience (Theodos et al.,1998).

Utilisation de la paromomycine chez ’Homme

Chez ’'Homme, la PRM a fait I’objet de plusieurs études cliniques n’incluant pas 1’utilisation d’un
placebo et ces études ont été effectuées sur un trés petit nombre de patients immunodéprimés. Malgré
une efficacité sur ’excrétion des oocystes et sur les symptdmes diarrhéiques, plusieurs cas de rechute
ont été signalés apres 1’arrét du traitement (Clezy et al.,1991 ; Wallace et al.,1993 ; Bissuel et al.,1994).
De méme, une méta-analyse réalisée sur plusieurs études de 1990 a 1996 chez des patients
immunodéprimés a montré que la PRM était partiellement efficace (Abubakar et al.,2007). Seules deux
études réalisées en double aveugle et contrblées par placebo ont été menées avec des résultats
contradictoires : White et son équipe (1994) ont étudié son efficacité chez 10 patients sidéens souffrant
de diarrhées causées par des cryptosporidies. Une diminution significative de 1’excrétion des oocystes a
été observée chez les patients recevant la PRM passant de 3.14.10% a 1.09.10® oocystes/jour
contrairement a ceux recevant le placebo. De méme, la fréquence des diarrhées a également diminué
chez les patients traités par rapport aux témoins avec placebo. A contrario, la seconde étude dirigée par
Hewitt et ses collegues (2000) entreprise chez 35 personnes atteintes du SIDA ne montre aucune
différence significative sur la fréquence d’apparition des diarrhées, la prise de poids et sur 1’excrétion

des oocystes lors d’un traitement de PRM d’une durée de trois semaines.

Ainsi, malgré une activité anti-Cryptosporidium dans les modéles in vitro et in vivo, I’efficacité

relativement restreinte de la paromomycine ne lui permet pas d’étre envisagée comme une option
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thérapeutique de la cryptosporidiose chez ’Homme. Néanmoins, elle représente la molécule in vitro
standard utilisée dans les études pré-cliniques de développement de stratégies thérapeutiques contre la

cryptosporidiose.

2.1.2 Le Nitazoxanide

Le Nitazoxanide (NTZ) est un compose appartenant a la famille des thiazolides initialement découvert
par J-F. Rossignol dans les années 1980 dont I’efficacité a été démontrée pour un large spectre
d’infections parasitaires, bactériennes et virales (Cabada et White, 2010). Son mode d’action inhibe
une enzyme importante du métabolisme énergétique anaérobie : la pyruvate ferrédoxine oxydoréductase
(PFOR) mais d’autres voies semblent également impliquées dans son activité antiparasitaire (Fox et
Saravolatz, 2005). A ce jour, il représente la seule option thérapeutique approuvée par la FDA destinée
au traitement de la cryptosporidiose chez les enfants 4gés d’un an et chez les adultes immunocompétents

(FDA, 2003).
Utilisation du nitazoxanide en modeéles in vitro et in vivo

Sur un modele de culture in vitro s’appuyant sur les cellules HCT-8, le NTZ s’est avéré trés efficace
contre le développement de C. parvum a des concentrations inférieures a 10 pg/mL (Cai et al.,2005 ;
Gargala et al.,2000 ; 2010). In vivo, plusieurs modeles de cryptosporidioses intestinales et biliaires, tels
gue des souris néonatales (Blagburn et al.,1998), des rats immunodéprimés (Li et al.,2003) ou des
gerbilles immunodéprimées (Baishando et al.,2006) ont montré 1’action thérapeutique du NTZ qui

augmente la clairance parasitaire.

En revanche, des essais menés sur différents modeéles in vivo ont conduit a 1’obtention de résultats trés

variables voire divergents en fonction des types d’animaux et des espéces de Cryptosporidium utilisées.

Les études menées sur des veaux nouveau-nés, révélent ainsi des résultats divergents. En effet, des
expérimentations menées par Schnyder et son équipe en 2009, indiquent une efficacité limitée du NTZ
chez des veaux agés de 1 a 3 jours infectés par 107 oocystes de C. parvum. Aucune différence
significative sur la réduction des symptomes diarrhéiques et sur I’excrétion des oocystes n’a été
remarquée entre les veaux infectés non traités et ceux traités avec deux doses quotidiennes de NTZ a 15
mg/kg de poids vif. De méme, I’utilisation prophylactique du NTZ dans le groupe non infecté a suggéré
une forme de toxicité caractérisée par un effet délétere sur les muqueuses gastro-intestinales. Au
contraire, [ 'équipe d’Ollivett (2009) a mis en évidence de meilleurs résultats concernant 1’inhibition de
Pexcrétion d’oocystes de C. parvum avec un protocole similaire mais un inoculum plus faible (10°

oocystes)

Une étude réalisée chez des chevreaux nouveau-nés agés de 2 a 4 jours, traités durant 7 jours a 100

mg/kg/j, n’a pas permis de diminuer la mortalité des animaux ni méme le niveau d’excrétion des
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oocystes. Le traitement n’a pas non plus été en mesure de corriger la perte de poids induite par la

maladie. En revanche, une toxicité aiglie a été enregistrée a ces doses (Viel et al.,2007).

Plus récemment, le modele de diarrhée aigué du porcelet gnotobiotique qui imite la cryptosporidiose
observée chez les enfants, s’est avéré sensible a ’infection par C. hominis. Ce modele a ainsi montré
que le NTZ dosé a 100 mg/kg/j pouvait diminuer I’importance des symptomes diarrhéiques et I’excrétion
des oocystes mais uniquement en début de traitement. L’augmentation de la durée de traitement et le
doublement de la dose de NTZ n’ont pas contribué a améliorer les résultats puisque des problémes de

tolérance ont été signalés (Lee et al.,2017).

Utilisation du nitazoxanide chez I’Homme

Une premiére étude clinique a été menée chez 18 patients maliens souffrant de diarrhées et de
déshydratation causées par des infections parasitaires intestinales (Cryptosporidium parvum, Giardia
lamblia, Entamoeba histolytica, Ascaris lumbricoides, etc.).

Le but de 1’étude était de déterminer si la prise quotidienne de deux comprimés de 500 mg de NTZ
pouvait étre efficace dans le traitement de ces infections durant 7 jours. Parmi les 18 patients, 17 étaient
positifs au VIH dont 12 a un stade avancé du SIDA. Les résultats de cette étude ont montré que
I’excrétion des oocystes de C. parvum a été réduite de plus de 95% chez 7 patients sidéens et une
diminution des symptomes diarrhéiques a été observée chez 4 d’entre eux (Doumbo et al.,1997). En
1998, Rossignol et ses collegues ont été les premiers a étudier en double aveugle I’efficacité du NTZ
comparée a 1’administration d’un placebo. Les patients inclus dans I’expérimentation étaient des
Mexicains sidéens présentant également des infections parasitaires intestinales. Deux doses de NTZ (1g
ou 2 g/jour) contre placebo ont été données durant 14 jours consécutifs. Les examens parasitaires ont
ensuite été effectués du 15° au 29° jours. Les résultats ont montré une absence d’excrétion d’oocystes de
C. parvum pour 63% des patients ayant recu la dose de 1 g/jour et 67% pour ceux ayant recu la dose a
2g/jour. Cette absence d’excrétion a été associée également a une rémission compléte des symptomes
diarrhéiques chez 86% des patients et aucun effet secondaire n’a été remarqué au cours des 4 semaines
d’étude. Toutefois, aucune amélioration significative n’a été observée entre les groupes traités avec le
NTZ et ceux ayant recu le placebo chez les patients dont le nombre de Lymphocytes T CD4+ était
inférieur a 50 cellules/mm?3. Les données obtenues n’ont ainsi pas permis aux auteurs d’exclure que
I’amélioration des symptomes diarrhéiques aient été attribuables a I’élimination d’autres parasites que

ceux appartenant au genre Cryptosporidium.

Ainsi, Rossignol et son équipe (2001) ont entrepris une seconde étude également en double aveugle
contrélée par placebo chez 50 adultes et 50 enfants égyptiens immunocompétents infectés par C.
parvum. Deux doses de 500 mg/jour ont été administrées pendant 3 jours consécutifs chez les adultes et
adolescents ; deux doses de 200 mg/jour chez les enfants agés de 4 & 11 ans et deux doses de 100 mg/jour

chez les enfants agés de 1 a trois ans. Les résultats de cette étude ont montré que les symptdémes
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diarrhéiques ont complétement disparu au 7¢ jour chez 80% des patients traités au NTZ, contre 41%
dans le groupe contrdle avec le placebo. L’absence d’excrétion d’oocystes de C. parvum a été constatée
chez 67% du groupe NTZ contre 22% pour le groupe placebo. Cependant, 18 patients étaient positifs
pour une infection a un autre protozoaire parasite (Giardia lamblia, Entamoeba histolytica ou
Blastocystis hominis). Une analyse distincte a été réalisée sur le sous-ensemble de patients pour lesquels
C. parvum était a I’origine des diarrhées et des résultats similaires a ceux précédemment décrits ont ainsi
¢été obtenus. Les auteurs ont également confirmé leurs résultats lors d’une troisieme étude chez 90
patients immunocompétents infectés uniquement par C. parvum (Rossignol et al.,2006). Toutefois, la
trés courte durée de traitement (trois jours) ainsi que le suivi des patients jusqu’au 11°€jour, n’a pas

permis d’étudier les épisodes de réinfections fréquemment signalés dans la cryptosporidiose.

En 2002, une étude a porté sur une centaine d’enfants zambiens (dont 50 étaient séropositifs au VIH)
agés de 1 a 7 ans souffrant de malnutrition et de cryptosporidiose. Le protocole expérimental comprenait
2 doses de NTZ administrées a 100 mg/jour pendant 3 jours consécutifs. Les enfants séronégatifs au
VIH traités au NTZ ont tous présenté une amélioration des symptdémes diarrhéiques causés par C.
parvum avec une absence d’oocystes dans les selles aprés 7 jours ainsi qu’une réduction de la mortalité.
En revanche, dans le groupe contréle placebo, 18% des enfants sont décédés au cours des 8 jours
d’observation (Amadi et al.,2002). Les auteurs ont émis I’hypothése qu’un traitement plus long de la
NTZ avec une posologie plus élevée pourraient &tre bénéfiques chez les patients atteints du VIH. De ce
fait, les auteurs ont réalisé une seconde étude chez 60 enfants zambiens agés de 1 a 11ans, positifs au
VIH et atteints de la cryptosporidiose (Amadi et al.,2009). Malheureusement, aucune différence
significative n’a été observée entre les enfants traités avec de fortes doses de NTZ (jusqu’a 400 mg/j) et

ceux ayant regu le placebo pendant 28 jours.

2.1.3 Conclusion

Malgré de bons résultats en modéle in vitro et chez certains modéles in vivo, le NTZ présente une
efficacité variable selon les études et dépend fortement du statut immunitaire du patient. Son utilisation
reste donc tres limitée dans le traitement de la cryptosporidiose. Par ailleurs, ces études témoignent de
la nécessité urgente de développer de nouvelles molécules thérapeutiques efficaces chez les individus
vulnérables (individus immunodéprimés et jeunes enfants), souvent issus de pays pauvres et infectés par
de multiples pathogénes. Cette recherche de nouveaux médicaments requiert au préalable qu’ils soient
détectés dans des banques de molécules pouvant contenir quelques centaines a plusieurs milliers de
composés. Cette phase de criblage est couramment effectuée par des approches méthodologiques
réalisées en modele in vitro qui assurent une analyse rapide et fiable. Par la suite, les molécules les plus

prometteuses sont alors testées sur des modeéles in vivo avant de passer en phase clinique chez I’Homme.
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2.2 Les principaux défis liés au développement de nouvelles molécules contre

Cryptosporidium spp.
La découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique est un processus laborieux et colteux dont
la finalité demeure incertaine. En effet, de nombreuses molécules ayant de trés bons résultats en modeéle
in vitro et in vivo sont finalement abandonnées en raison d’échecs apparus tardivement lors des phases
cliniques (manque d’efficacité, toxicité, effets secondaires, résistance du parasite). C’est notamment le
cas de la Clofazimine, identifiée apres un criblage moléculaire a haut débit de nouvelles molécules. En
effet cette molécule s’est montrée efficace pour traiter des souris infectées par C. parvum (Love et
al.,2017). Or cette méme molécule s’est révélée inefficace lors d’une étude clinique de phase 2a chez

des individus immunodéprimés infectés par le VIH et par la cryptosporidiose (Iroh Tam et al.,2021).

Quelles sont les raisons du manque d’efficacité des molécules anti-Cryptosporidium ? Plusieurs facteurs
limitants ont été identifiés : la résistance du parasite, les limites mémes des modéles (in vitro et in vivo),

et I’absence de standardisation des essais effectués in vitro ou in vivo.

2.2.1 La capacite de résistance du parasite

Tout d’abord, la localisation particuliére des parasites du genre Cryptosporidium au sein de la cellule
héte les rendent difficilement accessibles aux médicaments. En effet, lors de ’infection de la cellule
hote, le sporozoite ne vient pas se loger de maniere intracellulaire mais extra-cytoplasmique. L’espace
ainsi formé entre le parasite et la membrane de I’héte forme la vacuole parasitophore qui assure un role

de protection au parasite (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation de l'interface cellule hote-parasite. Une structure en forme d’anneau « ring » se forme
a lintersection de la membrane plasmique du parasite (PM) et de la membrane de la vacuole parasitophore

(PVM). D ’apres Guérin et Striepen, 2020.

La vacuole parasitophore contient 1’organite nourricier, une structure formée de repliements

membranaires constituant la zone d’attachement entre le parasite et 1’hote. Cet organite joue un role
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majeur dans le développement du parasite puisqu’il est impliqué dans I’absorption des nutriments
contenus dans la cellule hote. Il permet également d’effectuer un contréle sélectif des molécules
importées grace a des protéines transmembranaires de la famille des transporteurs a cassettes liant I’ATP
(transporteurs ABC). Ces transporteurs ABC permettent notamment un efflux rapide des médicaments,
contribuant au phénomeéne de résistance. D’autre part, Cryptosporidium possede des voies métaboliques
réduites le rendant dépendant de son hote (Abrahamsen et al.,2004). Par conséquent, de nombreux
médicaments utilisés chez d’autres parasites Apicomplexes (Plasmodium falciparum et Toxoplasma
gondii) ne peuvent pas étre employés pour lutter contre le développement de Cryptosporidium puisque
ce parasite est dépourvu des molécules ou des processus biochimiques ciblés par ces traitements. La
découverte de nouveaux médicaments va donc nécessiter de cibler soit des processus biochimiques soit
des molécules propres aux Cryptosporidies tout en se garantissant que ces futurs traitements

n’interférent pas avec le fonctionnement des cellules de 1’héte.

2.2.2 Limitation des modeles in vitro et in vivo de développement du parasite

Les progrés concernant le développement de nouvelles thérapies pour lutter contre la cryptosporidiose
ont été entravés par le manque de modéles adaptés au maintien de la croissance a long terme du parasite
aussi bien in vitro, qu’en modé¢les in vivo. La majorité des recherches pour permettre la culture ou le
développement des cryptosporidies se sont focalisées sur les deux espéces : Cryptosporidium hominis
et Cryptosporidium parvum. En effet, ces deux especes sont les plus souvent retrouvées dans les

épidémies de cryptosporidiose humaine (75% et 20% des cas respectivement) (Sow et al.,2016).
Les modeles in vitro

Cryptosporidium étant un parasite intracellulaire obligatoire, le choix de la cellule héte est donc tres
important. Différentes lignées cancéreuses telles que les Caco-2 (Human Colonic Adenocarcinoma
Cells), MDCK (Madin-Darby Canine Kidney Cells) et HCT-8 (Human lleocecal Adenocarcinoma
Cells) ont été testées et évaluées pour leur aptitude a maintenir ’infection du parasite (Arrowood et
al.,2002). Finalement, les études ont mis en évidence la robustesse des cellules HCT-8 a supporter
I’infection du parasite si bien qu’elles représentent aujourd’hui le modéle de référence pour 1’étude du
développement de C. parvum (Karanis et Aldeyarbi, 2011). Cependant, la croissance de
Cryptosporidium se limite a trois jours et la formation de néo-oocystes n’a jamais été observée,
probablement en raison d’un blocage de la fécondation (Tandel et al.,2019). Plus récemment, la lignée
COLO-680N (Esophagus Squamous Cell Carcinoma) a été décrite comme un nouveau modéle in vitro
de culture a long terme de C. parvum (8 semaines) et qui a également permis la production d’oocystes
infectieux (jusqu’a J+10) (Miller et al.,2018). Toutefois, ces résultats n’ont pas pu étre reproduits par
d’autres groupes de recherches soulignant I’importance de la reproductibilité des systémes in vitro
(Veélez et al.,2021). De nouvelles approches s’appuyant sur la culture de cellules souches ont récemment
émergé (Wilke et al.,2019)
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Au-dela du simple choix d’une lignée cellulaire adaptée, de nombreuses études se sont également
intéressées aux conditions expérimentales conduisant au développement du parasite. Ces travaux ont
permis de créer des milieux d’infestation enrichis (Upton et al.,1995, King et al.,2008 ; Keegan et
al.,2003), des méthodes d’activation des inocula (King et al.,2012), pour augmenter le nombre de
cellules infectées in fine. D’autres études se sont intéressées quant a elles aux paramétres physico-
chimiques tels que le taux d’oxygene, le positionnement des cellules a I’interface air liquide ou la mise

en place d’un gradient d’oxygénation (Morada et al.,2016 ; Jalili-Firoozinezhad et al.,2019).

Ainsi, I’absence de modéle permettant d’appréhender la totalité du cycle de vie du parasite in vitro limite
la capacité de I’expérimentateur a tester de nouvelles molécules thérapeutiques (surtout celles ciblant

les stades de reproduction sexuée a 1’origine de la formation des oocystes).

Les limites du modeéle cellulaire et des tests in vitro

Une étape clé des cultures in vitro de Cryptosporidium repose sur I’utilisation d’un protocole de
désenkystement adapté a I’infection cellulaire. Le désenkystement est également une méthode utilisée
pour mesurer la viabilité et I’infectiosité des oocystes. Plusieurs études ont optimisé les différents
paramétres chimiques et physiques comme la composition des milieux de culture (King et al.,2008 ;
Keegan et al.,2003), la température et le pH (Widmer et al.,2007) ; I’effet des sels biliaires (King et
al.,2012 ; Gold et al.,2001) et des protéases (Forney et al.,1996) et le temps d’incubation. Ainsi, de
nombreux protocoles avec des taux de réussite variables ont été identifiés et la méthode de
désenkystement décrite par Rasmussen et al.,1993 semble la plus efficace (Peckova et al.,2016). La
variation des taux de désenkystement et de 1’infectiosité des oocystes peut dépendre du type cellulaire
choisi, de I’age des oocystes ou de la souche utilisée, & la fois dans les modéles in vitro et in vivo (Hijjawi,
2003). Le nombre de parasites utilisés pour infecter les cellules influence le niveau d’infection. En effet,
des études ont montré que des rapports oocyste/cellule =1 ou 0.5 étaient idéaux, a I’inverse, un inoculum
trop important peut-étre désavantageux et réduire la capacité des cellules a supporter 1’infection
(Hijjawi, 2003).

Les modeles animaux

Une autre approche méthodologique pour obtenir le développement des parasites du genre

Cryptosporidium et tester de nouvelles molécules antiparasitaires consiste a infecter des animaux.

Ces stratégies expérimentales ont permis d’appréhender de nombreuses questions telles que la
pathogéneése de la cryptosporidiose, les mécanismes d’interaction entre le parasite et son hote, la réponse
immunitaire de I’hote (Chai et al.,1999), I’impact du microbiote sur I’infection du parasite (Alak et
al.,1999), les criteres de virulence entre les espéces (Eida et al.,2009) ou entre les souches (Sayed et
al.,2016), I’efficacité de méthodes d’inactivation (Takahashi et al.,2020), des analyses métabolomiques

(Ng Hublin et al.,2013) et finalement les effets oncogénes de certaines espéces de Cryptosporidium
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(Benamrouz et al.,2014, Certad et al.,2007). Ces modéles animaux ont également permis de tester

’activité antiparasitaire de certaines molécules a visée prophylactique ou thérapeutique.

Ainsi, si on se focalise sur les deux especes de Cryptosporidium présentant la plus forte prévalence chez
I’Homme (C. parvum et C. hominis), de nombreux modéles animaux se sont montrés sensibles a
I’infection par C. parvum mais peu de modeles ont permis d’appréhender 1’étude de C. hominis. (Adell
et al.,2013). En effet, contrairement a C. hominis, C. parvum présente un trés large spectre d’hotes dans
lequel plus de 150 espéces de mammiféres ont été identifiées (Xiao et al.,2004). Il a ainsi été possible
d’infecter des rongeurs (souris, rats, gerbilles, etc.), de jeunes ruminants (veaux, chevreaux, agneaux),
des porcelets gnotobiotiques (Lee et al.,2017) ou encore de jeunes babouins (Jillani et al.,2021). Ces
modeles ont notamment permis d’obtenir le cycle complet du parasite avec la production d’oocystes
infectieux. En revanche, le développement de modéles adaptés a I’infection par C. hominis est resté tres
limité. En 2005, Baishanbo et ses collegues ont montré que les gerbilles immunodéprimées
représentaient un modeéle adapté pour évaluer I’infection par C. hominis. Néanmoins, depuis cette
découverte, aucun autre laboratoire ne semble utiliser ce modéle. (Widmer et al.,2020). Toutefois, le
modele de porcelet gnotobiotique a été infecté avec succés par C. hominis et a montré qu’il s’agissait
d’un mode¢le adapté a I’étude de la cryptosporidiose humaine en raison des similitudes anatomiques,

physiologiques et par la présence de symptomes analogues a ceux de I’Homme.

Parmi les stratégies en expérimentation animale visant a étudier I’effets de molécules contre C. parvum,

trois approches ont été développées : I’animal juvénile, 1’animal adulte et I’animal immunodéprimé.

Test sur animal Juvénile

Les premiers essais effectués sur des souriceaux nouveau-nés (Ernest et al.,1986) ont montré qu’ils
étaient trés susceptibles a I’infection par C. parvum avec une faible dose parasitaire de 310 oocystes
(Finch et al.,1993). Néanmoins, I’inconvénient de ce modele réside dans le fait que les durées
d’infection sont courtes (<15 jours), ce qui empéche les études de rechute aprées arrét du traitement
(Fayer et al.,1990 ; Blagburn et al.,1991). Toutefois, ce mod¢le a permis d’évaluer ’efficacité anti-
Cryptosporidium de nombreuses molécules telles que des antibiotiques en combinaison avec des
tétracyclines (Fayer et al.,1993a), la paromomycine et le nitazoxanide (Blagburn et al.,1998), le
Lasalocide (Castro-Hermida, et al.,2000), la Mangiferine (Perrucci et al.,2006), les espéces réactives
de 'oxygeéne et de I’azote (Leitch et He, 1999), I’Agmatine (Moore et al.,2001) et plus récemment,
I’efficacité du chitosane sur des souris néonatales CD-1 (Mammeri et al., 2018) ou encore le Tartrolon
E (O’Connor et al.,2020). Des essais effectués sur de jeunes rats ont quant a eux permis de tester

I’influence de probiotiques sur I’infection a C. parvum (Guitard et al.,2006).

Des expériences ont également été réalisées chez de jeunes ruminants tels que des chevreaux infectés
par C. parvum pour évaluer ’efficacité de la paromomycine (Mancassola et al.,1995), du décoquinate

(Mancassola et al.,1997), de /"alpha-cyclodextrine (Castro-Hermida et al.,2004), du Nitazoxanide (Viel
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et al.,2007), du charbon actif (Paraud et al.,2011), ou du lactate d’halofuginone (Petermann et
al.,2014). Les effets anticryptosporidies du lactate d’halofuginone et du nitazoxanide ont aussi été testés
sur un modéle de veaux infectés expérimentalement par C. parvum (Naciri et al.,1993 ; Ollivett et
al.,2009). Ce modéle expérimental a par la suite été utilisé pour étudier 1’effet prophylactique de la
paromomycine (Fayer et al.,1993b). De méme, les essais menés avec des veaux infectés ont permis de
tester ’efficacité de 1’azithromycine, du co-trimoxazole et du cumin noir (Nigella sativa) (Nasir et
al.,2013) et plus récemment I’efficacité d’un inhibiteur de la methionyl-tRNA synthetase (Hasan et
al.,2021).

Dans la série des animaux juvéniles expérimentalement infectés et utilisés pour tester 1’effets de
molécules anti-Cryptosporidies, les agneaux ont permis d’appréhender 1’effet du Clinoptilolite (Dinler
et al.,2021). L équipe de Castro- Hermida a notamment testé I’effet de la beta-Cyclodextrine (2002) et
de molécules anti-inflammatoires (2008). L’équipe de Naciri s’est aussi intéressée a ce modéle animal

pour tester 1’effet préventif du colostrum (Naciri et al.,1994).

Enfin, des porcelets gnotobiotiques infectés par C. hominis ont permis de tester I’efficacité de molécules
dérivées de la Piperazine (Lee et al.,2019) ou des inhibiteurs de la protéine kinase dépendante du calcium
(Lee et al.,2018).

Test sur animaux adultes

Méme si des tests d’infection concluants ont été réalisés sur plusieurs espéces d’animaux a 1’age adulte,
les modéles murins ont été particulierement investigués. En effet, les travaux de Sherwood (1982) ont
mis en évidence que 8 lignées de souris étaient sensibles a I’infection de C. parvum aux premiers jours
de vie (jusqu’au 4° jour) alors que ces mémes lignées agées de trois semaines etaient résistantes a
I’infection du parasite. De méme, Garza et son équipe (2008) ont également montré que des souris
immunocompétentes résistent a 1’infection par C. parvum et éliminent rapidement le parasite en
guelques jours. Un moyen de pallier cette limitation a donc été de travailler avec des modéles

immunodéprimés pour obtenir une infection plus rapide et persistante dans le temps.

Test sur animaux immunodéprimes

L’immunosuppression peut alors s’effectuer de fagon chimique, en utilisant par exemple la
dexaméthasone qui est un puissant immunosuppresseur (Rasmussen et Healey, 1992 ; Del Coco et
al.,2012) ou en utilisant des lignées de souris dont I’immunosuppression est due a des altérations ou des
modifications génétiques, telles que les souris SCID (Severe Combined Immunodeficient Mice) ou Nude
(Heine et al.,1984). Des modifications génétiques peuvent également étre réalisées pour supprimer
I’expression de certains génes impliqués dans la réponse immunitaire, on parle alors de souris knock-
out (KO) comme les souris knock-out en interféron gamma (IFN-y KO) (You et Mead, 1998) ou en
interleukine-12 (KO IL-12) (Gorla et al.,2014). Ces deux modéles (souris IFNy "~ et IL-12p40") ont
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d’ailleurs été utilisés par la suite pour mimer une infection chez I’enfant et chez des patients
immunodéprimés. Ainsi, les modeles animaux immunodéprimés ont montré une extréme sensibilité au
parasite puisque les travaux de Yang et ses collaborateurs (2000) ont mis en évidence qu’un seul oocyste
était suffisant pour provoquer I’apparition des signes cliniques et ’excrétion du parasite. De plus, cette
approche méthodologique a permis d’obtenir une augmentation du niveau d’excrétion des parasites

associée a une augmentation des cas de mortalités pour les animaux infecteés.

En termes d’outils de criblage et de caractérisation de molécules anti-Cryptosporidium, on notera que
des souris immunodéprimées ont été utilisées pour tester 1’efficacité d’inhibiteur de protéines kinases
(Ojo et al.,2010 ; Castellanos-Gonzales, 2016), d’inhibiteurs de la 5’-monophosphate déshydrogénase
(Garla et al. 2014), d’inhibiteurs de la Triacsine C (Guo et al.,2014), d’inhibiteurs de la lactate
déshydrogénase (Li et al.,2019), d’inhibiteurs d’histones désacétylases (Herrera-Martinez et al.,2020 ;
Murakoshi, et al.,2020), de I’oxaborole (Swale et al.,2019), d’inhibiteurs de la lysyl-tRNA synthétase
(Bragana et al.,2019), de la methionyl-tRNA synthétase (Jumani et al.,2018). Ces modéles murins
immunodéprimés ont également permis de tester de nouveaux composés tels que 1’imidazopyrazine
KDUG691 et la pyrazolopyridine KDU731 (Manjunatha et al.,2017) ou des inhibiteurs a base de

piperazine (Jumani et al.,2018).

Limites du modele animal et des tests in vivo

Cette approche méthodologique doit toutefois faire face a de nombreux freins. En effet, certaines espéces
de Cryptosporidium présentent un spectre d’hote trés étroit qui ne permet pas d’utiliser les modeéles
animaux classiqguement retrouvés en laboratoire (souris, rat, lapin), contrairement a C. parvum dont le
spectre d’hotes est trés étendu (Darabus et Olariu, 2003). Cette barriere d’espéce liant une espéce d’hote
a une ou deux espéces de Cryptosporidium limite donc fortement la diffusion d’un modéle unique

d’infection chez 1’animal.

L’utilisation méme des animaux fait aujourd’hui I’objet de réflexions éthiques et la stratégie des « 3R »
visant a « Réduire Remplacer ou Raffiner » les expérimentations mettant en jeux des animaux, poussent
les chercheurs & développer des méthodes alternatives aux tests in vivo. Cette réflexion est surtout
marquée lorsqu’il s’agit d’effectuer des criblages de grands nombres de molécules, ou les modéles
animaux ne peuvent pas étre envisagés. Le recours a ces modeéles se limite donc a la confirmation des
résultats obtenus a la suite des criblages réalisés en modele in vitro. De méme, la pathogénése de la
maladie ainsi que les voies qui pourraient étre ciblées pour le développement de molécules
thérapeutiques contre la cryptosporidiose demeurent mal comprises et dans ce contexte, la complexité
du modéle animal limite leur utilisation. Ainsi méme si de nouvelles approches in vivo visant a réduire
le nombre d’animaux utilisés par expérimentation (comme en faisant des boucles dans I’intestin des

animaux (Baillou et al.,2021), les laboratoires encouragent le développement de méthodes in vitro pour
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les criblages moléculaires de premiére intention c’est-a-dire pour définir si une molécule présente une

activité contre Cryptosporidium spp.

2.3 Méthodes de quantification du parasite Cryptosporidium

Méme si le criblage de nouvelles molécules a visée thérapeutique nécessite une premiére phase
d’infection (qu’elle soit in vitro ou in vivo), la seconde étape clé du processus nécessite de quantifier le
développement du parasite (et le cas échéant, d’évaluer son inhibition par le traitement). Plusieurs
approches ont donc été utilisées pour quantifier les niveaux d’infection et notamment, la microscopie et
les analyses génétiques. Plus récemment, de nouvelles stratégies ont été développées en employant des

parasites transgéniques afin de faciliter les protocoles de criblage.

Pour les approches in vitro I’efficacité d’une molécule était initialement déterminée par comptage
manuel des parasites ou des foyers infectieux (Rochelle et al.,2001 ; Teichmann et al.,2012). En
pratique, les cellules sont ensemencées en plaque 96 puits et infectées avec des oocystes de C. parvum
durant 48 h en présence ou en absence de molécules inhibitrices de la croissance du parasite. Au début,
les cellules infectées étaient simplement colorées avec des méthodes standards de type Ziehl Neelsen.
Toutefois, par manque de sensibilité et de spécificité, des méthodes d’immunomarquage basées sur
’utilisation d’anticorps fluorescents ont été utilisées pour cibler et visualiser spécifiquement le parasite.
Cependant, I’imagerie de fluorescence nécessite plusieurs étapes trés chronophages : une étape de
fixation, de perméabilisation et d’incubation en présence d’anticorps dirigés contre C. parvum. Ensuite,
les parasites (ou les foyers infectieux) sont comptés dans plusieurs champs microscopiques. En plus de
ces étapes laborieuses, cette technique nécessite du personnel qualifié qui rend son utilisation
incompatible avec I’imagerie cellulaire a haut contenu, plus connue sous le nom de High Content
Screening (HCS). Cette approche HCS fait ainsi référence a 1’utilisation de microscopes automatisés
pour générer et traiter une grande quantité d’images dans le but d’évaluer 1’efficacité thérapeutique de
molécules issues de chimiothéques (méthode sur laquelle s’appuient par exemple des entreprises comme

HCS Pharma basée a Lille).

2.3.1 Technique d’imagerie

En 2013, Bessoff et ses collégues ont été les premiers a réaliser un test de criblage & haut débit en plaque
384 puits par une approche microscopique s’appuyant sur le mode¢le cellulaire HCT-8. Cette technique
était basée sur I’utilisation d’anticorps fluorescents ciblant une lectine présente a la surface du parasite
(Figure 5). L’imagerie et I’analyse des données ont été automatisées afin de faciliter I’identification de
composés anti-Cryptosporidium parmi 727 composés criblés. Ce procédé a permis d’identifier un

inhibiteur de la HMG-CoA réductase : [’itavastine.
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Figure 5 : Image reconstituée (3x3 images a faible grossissement) représentant 13% de la surface du puits.

Noyau cellulaire (cyan) et de parasite (rouge). Barre d’échelle 100um.

2.3.2 Technique CPE, Peffet cytopathique

Une nouvelle méthode basée sur la viabilité des cellules en fonction de I’infection appelée « effet
cytopathique » (CPE), a été utilisée par Chao et son équipe (2018). En effet, les tests in vitro utilisent
couramment les cellules HCT-8 mais celles-ci supportent I’infection du parasite sur de courtes durées
(trois jours). Les auteurs ont donc utilisé une nouvelle approche basée sur la viabilité des cellules (Figure
6). En effet, ils ont quantifié le pourcentage d’infection par C. parvum et par C. hominis, en s’intéressant
a la viabilité des cellules HCT-8 déterminée par luminescence apres utilisation de molécules
thérapeutiques. L’avantage de cette méthode est qu’elle simplifie le criblage moléculaire en
s’affranchissant des étapes de lavage, fixation, blocage et coloration utilisées en fluorescence mais cette
méthode ne permet pas de discriminer 1’activité inhibitrice d’une molécule sur la croissance du parasite,
de celle d’une action inhibitrice sur les voies de mort cellulaire des cellules hotes. Ainsi, une
confirmation des résultats par imagerie en quantifiant les parasites est donc nécessaire pour valider

Iefficacité in vitro de la molécule considérée.
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Figure 6 : Effet cytopathique de l'infection par C. parvum des cellules HCT-8. (A) Observations microscopiques
(B) quantification de la viabilité cellulaire (rouge) en fonction du nombre d’oocystes par cellule (MOI 0, 0.5, 1, 2
et 4) et (C) effet cytopathique induit par C. parvum en fonction du temps avec traitement Cladosporine (ligne

rouge) ou sans traitement (ligne bleue).

2.3.3 Technique moléculaire

Une autre technique couramment employée dans le criblage de molécules thérapeutiques est la qRT-
PCR (Real Time Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) qui permet de
quantifier la charge parasitaire a partir d’échantillon d’ARN (acide ribonucléique). En 2015, Zhang et
Zhu ont mis au point un protocole de qRT-PCR adapté au criblage a haut débit de molécules. Cette
méthode évalue I’efficacité d’un potentiel médicament en détectant les niveaux d’ARNr 18S du parasite.
La préparation des échantillons (extraction de I’ARN et purification) est directement réalisée en plaque
96 puits en utilisant des réactifs commerciaux. Le criblage de 1200 molécules combiné a cette méthode
a permis 1’identification de plusieurs inhibiteurs : L Ebselen, un inhibiteur de la Glucose-6-phosphate
isomerase de C. parvum (CpGPI) (Eltahan et al.,2018) ainsi que plusieurs inhibiteurs de /’hexokinase
de C. parvum (CpHK) (Eltahan et al.,2019).

2.3.4 Utilisation de souches transgéniques de Cryptosporidium

Pour les approches in vivo, la méthodologie la plus classique consistait a rechercher et dénombrer les
oocystes excrétés dans la matiere fécale des animaux infectés. Cette méthodologie utilisait les mémes
protocoles que ceux précédemment décrits en microscopie a la suite de tests in vitro. Toutefois, plus

récemment, plusieurs techniques se sont appuyées sur I’utilisation de parasites transgéniques adaptés au
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criblage de médicaments in vitro et in vivo. En 2015, [’équipe de Striepen a été la premiere a modifier
génétiquement des souches de C. parvum en utilisant la technologie CRISPR/Cas9 afin qu’elles
expriment la Nanoluciférase (Nluc) (Vinayak et al.,2015). Un test bioluminescent in vitro a ainsi été
décrit par Hulverson et ses collegues (2017) et repose sur I’utilisation du réactif Nano-Glo luciferase
pour quantifier la luminescence émise par le parasite. Le criblage de 400 composeés issus de la Medicines
for Malaria Venture Pathogen Box combiné au test bioluminescent a permis d’identifier 6 nouveaux
Bumped Kinase Inhitors (BKI) (inhibiteurs de la CDPK, Calcium-dependent protein kinase) avec une

inhibition de plus de 95% du développement de C. parvum (Hennessey et al.,2018).

Les souches transgéniques permettent de faciliter I’étude d’un géne et sa fonction dans le cycle du
parasite. En 2019, Tandel et ses collaborateurs ont suivi le déroulement du cycle de C. parvum pendant
72 h grace au marquage de 1’histone H2B de C. parvum avec une protéine fluorescente. Le marquage
nucléaire fluorescent a permis d’identifier les différents stades du cycle en fonction de la forme et du

nombre de noyaux.

Une surveillance en temps réel de I’ infection parasitaire par imagerie en modéle in vivo a pu étre réalisée

par Manjunatha et ses collégues (2017) lors de tests d’efficacité du composé KDU731 (Figure 7).
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Figure 7 : Cing souris KO IFN-y ont été infectées avec 10 000 parasites transgéniques exprimant la luciférase de

luciole (FLuc) et ont été surveillées quotidiennement par imagerie. Sept jours post-infection, les animaux ont été

traités avec 10 mg/kg de KDU731 ou avec le vecteur vide (Figure 2g Manjunatha et al.,2017).

Des progrés considérables ont été réalisés en utilisant ces souches transgéniques. L’avantage est qu’elles
simplifient I’identification de cibles médicamenteuses et les tests bioluminescents facilitent la
quantification parasitaire apres traitement. Néanmoins, en France les souches transgéniques requiérent
un équipement spécialisé dans un laboratoire de classe 11-C2, une autorisation de manipulation des OGM
(Organismes Génétiquement Modifiés) delivrée par le ministére de 1’Enseignement Supérieur de la
Recherche et de I’Innovation (MESRI) ainsi qu’une animalerie avec des souris infectées continuellement

pour obtenir les souches transgéniques.
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2.4 Sourcer les nouvelles molécules thérapeutiques : ou en sommes-nous ?

L’identification de nouvelles molécules repose en tout premier lieu sur le criblage de chimiothéques in
vitro afin de repérer d’éventuels changements phénotypiques tout en s’assurant qu’il n’y ait pas de
probléme de cytotoxicité. Deux stratégies sont alors utilisées : le criblage de molécules inconnues, qui
va générer une grande quantité de résultats (issues des images a analyser ou des tests effectués pour
chaque point de dilution) et cette génération de données a traiter est d’autant plus grande si la
chimiothéque compte des milliers de composés. De méme, la molécule considérée va nécessiter d’étre
purifiée puis solubilisée dans un solvant adéquat, ce qui ralentit considérablement les tests in vitro. C’est
pour cette raison que les chercheurs réalisent un criblage de molécules a base de chimiotheques ciblées
ou les molécules qui s’y trouvent ont déja été caractérisées (aspects pharmacologiques, mode d’action,
etc.) ou déja approuvées dans le traitement de certaines maladies. Dans ce cas, I’approche employée vise

a une requalification du médicament pour le traitement de la cryptosporidiose.

2.4.1 Stratégie du criblage de chimiotheques ciblées

Cette stratégie s’appuie sur le criblage de molécules connues ou impliquées dans le ciblage de
protéines/enzymes identifiées comme des éléments clés dans le développement du parasite. Cela permet

d’accélérer le développement tout en limitant les cofts de recherche.

Les BKI, inhibiteurs de la CDPK1

Les CDPKs (Calcium-Dependent Protein Kinase) représentent une cible médicamenteuse intéressante
pour les maladies liées aux protozoaires parasites du groupe des Apicomplexa. Elles sont indispensables
aux parasites et n’ont pas de protéines analogues chez les mammiferes (Ojo et al.,2010). Une banque de
molécules constituée d’une centaine d’inhibiteurs de la CDPK appelés BKIs (Bumped Kinases
Inhibitors) a été criblée contre Cryptosporidium a la fois en modéle in vitro et in vivo. Castellanos-
Gonzalez et ses collaborateurs (2016) ont testé le composé BKI-1517. En modéle in vitro, les résultats
ont montré qu’une concentration de 10 uM a entrainé une réduction de 90% du nombre de parasites
dans les cellules HCT-8 infectées avec une Concentration Efficace médiane (CEsq) comprise entre 10 et
50nM. Chez les souris immunodéprimées SCID, les auteurs ont évalué I’efficacité de BKI-1517 dosé a
60 mg/kg durant 5 jours, administré en une seule ou deux doses quotidiennes a partir du 4¢ jour post-
infection. De maniére surprenante, les 60 mg/kg/j administrés en une seule fois étaient plus efficaces
que la dose fractionnée mais une ré-augmentation du niveau d’excrétion des oocystes a été observée
chez plusieurs souris au 28¢ jour apres le début du traitement. Néanmaoins, cette rechute a été limitée en

doublant la dose de BKI-1517 et 83,3% des souris ont été guéries.

Un second inhibiteur, BK1-1369 a montré de bons résultats in vitro avec une CEso de 2,4 UM et une
bonne efficacité dans plusieurs modeles animaux infectés par C. parvum et C. hominis. Douze veaux

infectés par C. parvum ont aléatoirement recu le traitement BKI-1369 a 5 mg/kg/j ou le placebo pendant
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5 jours a partir du 2¢ jour d’infection. L’excrétion d’oocystes a été réduite jusqu’a 30 fois et une
diminution des symptomes diarrhéiques a été observée dés le 3¢ jour d’infection. De plus, un gain de
poids de 4,5% a été remarqué alors que les animaux du groupe placebo ont légérement perdu du poids
(-0.06%) au 10¢ jour post-infection (Hulverson et al.,2017). Dans le modeéle de porcelet gnotobiotique,
9 porcelets agés de 2 jours ont été infectés par C. hominis (10° oocystes) puis traités avec 10 mg/kg de
BKI-1369 deux fois par jour pendant 5 jours (Lee et al.,2018). L’excrétion d’oocystes, la fréquence des
diarrhées ainsi que le poids ont été suivis et comparés au groupe contrdle sans traitement. Dans le groupe
contrble, une excrétion importante a été remarquée du 4°¢ au 11° jour post-infection avant de
progressivement diminuer. En revanche, les porcelets traités au BKI-1369 ont montré une diminution
de I’excrétion d’oocystes tout au long de 1’é¢tude dés le 2° jour de traitement. De méme, contrairement
au témoin, les symptomes diarrhéiques ont fortement diminué jusqu’a complétement disparaitre pour
certains porcelets traités. Aucune différence significative n’a été signalée concernant le gain de poids
entre les deux groupes. L’analyse histopathologique effectuée au 13 jour post-infection sur le groupe
d’animaux témoins a montré des anomalies structurales des villosités intestinales, une infiltration
lymphocytaire de la lamina propria ainsi qu’une infection importante de C. hominis au pole apical des
cellules épithéliales. En revanche, dans le groupe traité au BKI-1369, les dommages cellulaires,

I’inflammation et la quantité de parasites ont été fortement réduits.

Cependant, le principal inconvénient du BKI-1369 est qu’il bloque le canal ionique hERG (Human
Ether-a-go-go-Related Gene) entrainant une cardiotoxicité dés 2 uM et limitant ainsi son utilisation en

études cliniques chez ’Homme.

Les inhibiteurs de PIMPDH (Inosine 5’-Monophosphate Deshydrogenase)

Les voies de biosynthése des bases puriques et pyrimidiques fournissent les précurseurs indispensables
a la synthése des molécules d’ADN et d’ARN. C. parvum ne possede pas de voies de biosynthése de
novo et récupere les bases puriques et pyrimidiques directement de la cellule héte. L’inhibition de ces
voies de recyclage semble donc étre une cible thérapeutique intéressante. L’IMPDH (Inosine 5’-
Monophosphate Deshydrogenase) catalyse la conversion de [’Inosine Monophosphate (IMP) en
Xanthine Monophosphate (XMP), premiére étape limitante impliquée dans la biosynthése de la guanine.
D’origine procaryotique, elle différe des enzymes issues d’cucaryotes (Umejiego et al.,2004), ce qui

limite un potentiel effet sur les enzymes de 1’hoéte.

Gorla et ses collégues (2014) ont évalué I’activité de 8 inhibiteurs sélectifs de /’IMPDH de C. parvum
chez des souris KO IL-12, un modéle mimant une cryptosporidiose humaine aigué avec des pics
d’excrétion d’oocystes au 4° et 7¢ jour post-infection. L’efficacité des inhibiteurs (250 mg/kg) a été
déterminée durant 7 jours consécutifs et comparée a celle de la paromomycine (2000 mg/kg). Les
résultats montrent que seul le composé P131 a diminué de maniére significative I’excrétion d’oocystes,

de maniére similaire a celle du groupe traité par paromomycine. De méme, administré a de multiples
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doses, P131 présente une efficacité supérieure a celle de la paromomycine. P131 s’accumule de maniére
importante dans les tissus intestinaux, entrainant une forte accumulation dans les cellules épithéliales

intestinales. Cette accumulation pourrait jouer un réle primordial dans son action antiparasitaire.
Ciblage du métabolisme énergétique

La Triacsine C

Bien que les voies métaboliques de Cryptosporidium soient extrémement réduites, celles impliquées
dans le métabolisme énergétique et notamment celles de la synthése des lipides, sont bien présentes. Le
génome de C. parvum code uniquement pour trois Acétyl-CoA synthetases (ACS). Par colorimétrie, Guo
et ses collegues (2014) ont caractérisé I’activité enzymatique des protéines recombinantes CPACS1 et
CpACS2 et démontré que I’inhibition de ces protéines par la Triacsine C pouvait diminuer la croissance
du parasite, a la fois en culture cellulaire (Clso = 136 nM) et chez des souris KO IL-12 ou I’excrétion
d’oocystes a été réduite de 50 a 88% avec des doses de 8 mg/kg/j & 15 mg/kg/j.

Les inhibiteurs de la GPI (Glucose-6-Phosphate Isomérase)

Le criblage de 1200 composés (Prestwick chemical library) a permis d’identifier de nouveaux
inhibiteurs de la GPI (Glucose-6-phosphate isomérase) de C. parvum. Cette étude a découvert que
I’Ebselen, un composé organo-sélénium synthétique, pouvait inhiber de facon irréversible la CpGPI
avec une Clso de 8.33 uM sans interférer avec la GPI de 1’hote. Cependant, un intervalle de sécurité
relativement faible a été trouvé (4,2 uM), nécessitant des études supplémentaires quant a la poursuite de

son développement contre la cryptosporidiose. (Eltahan et al.,2018).

Les inhibiteurs de la LDH (Lactate Déshydrogénase)

La voie glycolytique est apparue comme une cible prometteuse en raison de son role primordial dans la
production d’ATP (Adénosine triphosphate). La LDH permet I’interconversion du pyruvate en lactate
et génére de I’ATP. La lactate déshydrogénase de C. parvum (CpLDH) d’origine procaryotique a
précédemment été démontrée comme essentielle a la survie, & la virulence et a la croissance du parasite
in vitro et in vivo. Les composés NSC158011 et NSC10447 ont été identifiés pour leur propriété anti-
cryptosporidies par 1’étude de leurs effets inhibiteurs sur la protéine recombinante CpLDH dans les
cellules HCT-8. L’analyse des cultures a 48 h post-infection montre que le composé NSC158011 a
significativement inhibé la croissance de C. parvum avec une Clso de 14,88 uM lorsqu’il a été ajouté
immédiatement et de 15,81 uM a 2 h post-infestation. Le composé NSC10447 a présenté quant a lui,
une Clso de 72.65 uM. En modele in vivo chez les souris KO IFN-y, le composé NSC158011 dosé a 400
mg/kg durant 7 jours, a montré une efficacité comparable a celle de la paromomycine (100 mg/kg) sur
I’excrétion d’oocystes, alors qu’une dose de 1000 mg/kg a été nécessaire pour le composé NSC10447.

L’examen histopathologique réalisé au 9° jour post-infection a montré que les souris traitées avec les
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inhibiteurs de la CpLDH avaient conservé une muqueuse intestinale et des villosités intactes,

contrairement aux souris infectées non traités (Li et al.,2019).
Ciblage des acides nucléiques

Le Vorinostat

Le Vorinostat est une molécule approuvée par la FDA dans le traitement de lymphomes cutanés a
cellules T. Son mécanisme d’action repose sur 1’inhibition des histones désacétylases (HDACS), une
famille d’enzymes qui éliminent les groupements acétyl des histones et qui jouent un role dans
I’expression des génes en modifiant le niveau de compaction de I’ADN. Elles interviennent donc dans
plusieurs processus biologiques (prolifération cellulaire, migration cellulaire, fonction immunitaire,
apoptose et angiogenese). Dans le cas de Cryptosporidium, le Vorinostat s’est montré efficace pour
inhiber I’Histone désacétylase 3 de C. parvum (CpHDACS3). Des études in vitro ont montré une
inhibition de la croissance parasitaires et une ECso de 0.203 uM a été obtenue. Dans les modeles in vivo
de souris immunodéprimées infectées par C. parvum, une dose de 25 mg/kg/j a permis de diminuer

I’excrétion des oocystes aprés 6 jours de traitement (Guo et al.,2018 ; Herrera-Martinez et al.,2020).

Nullscript

Dans ce contexte, et tout comme le Vorinostat, une autre molécule inhibitrice des HDACs a récemment
été découverte a partir d’une banque de molécules déja approuvée par la FDA : le Nullscript. Les auteurs
ont démontré que Nullscript inhibait la croissance de C. parvum en inhibant la désacétylation de
I’histone 3 (H3K9). Son efficacité a été démontrée en modéele in vitro avec une Clso de 2.1 uM sur les
cellules HCT-8 infectées et en modele in vivo, chez les souris SCID dont I’excrétion d’oocystes a

considérablement diminué apres trois jours de traitement & 10 mg/kg/j (Murakoshi et al.,2020).

L oxaborole AN3661

Swale et ses collégues (2019) ont évalué I’efficacité de I’oxaborole AN3661 sur des cellules HCT-8
infectées par une souche transgénique de C. parvum exprimant la luciférase. En effet, des études
antérieures (Sonoiki et al.,2017) réalisées chez Plasmodium falciparum et Toxoplasma gondii ont
montré que /‘oxaborole AN3661 bloguait sélectivement la croissance des parasites en inhibant la CPSF3
(Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor 3), une endonucléase impliquée dans le traitement
des pré-ARNm dans le noyau. Aprés 24 h d’infection, une ECso de 0,08 UM a été obtenue, bien plus
efficace que le nitazoxanide (ECsp = 2.55 uM). L’avantage de 1’utilisation de souches transgéniques de
C. parvum est qu’elles ont permis de mettre en évidence le développement anormal des mérontes de
type | (stade du parasite impliqué dans la 1° réplication intracellulaire) dés 20 h post-infection. De plus,
en modeéle in vivo chez des souris IFNy™ et IL12p40™ connues pour mimer une infection chez ’enfant

et chez des patients immunodéprimés, [’oxaborole AN3661 a significativement diminué 1’excrétion
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d’oocystes des le premier jour de traitement jusqu’au 5° jour lorsqu’il a été administré a la dose de 20

mg/kgfj.
Ciblage de la synthése protéique

La synthese des protéines représente une cible classique dans le développement de médicaments
antiparasitaires. C’est notamment le cas de /’Halofuginone, un médicament couramment utilisé malgré
une marge de sécurité étroite, dans le traitement de veaux nouveau-nés souffrant de diarrhées causées
par C. parvum. Récemment, les inhibiteurs des aminoacyl-ARNt synthétases sont apparus comme une
option thérapeutique pertinente pour cibler la synthese protéique. Les aminoacyl-ARNt synthétases
utilisent 1’hydrolyse de I’ATP pour catalyser la formation des ARNt chargés de leurs acides aminés

correspondant, elles sont essentielles a la fidélité du code génétique.

Inhibiteurs de la lysyl-tRNA synthetase (KRS)

Un criblage phénotypique initialement réalisé chez Plasmodium falciparum a permis de mettre en
évidence I'utilité du ciblage de la lysyl-tRNA synthétase, KRS. Une forte homologie de séquence entre
I’enzyme de P. falciparum et celle de C. parvum (CpKRS) laisse supposer que le ciblage de la CpKRS
pourrait étre une stratégie intéressante. Le criblage d’une chimiothéque de 13 000 composes caractérisés
pour leurs effets anti-Plasmodium a conduit a I’identification du Composé 5, un dérivé de la
Cladosporine. Le Composé 5 a montré une ECso de 6 UM contre C. hominis (TU502) et une ECso de 1.3
UM contre C. parvum (IOWA) en modéle in vitro. Son efficacité a également été validée sur deux
modeles de souris immunodéprimées (NSG : NOD SCID Gamma et KO IFN-y) infectées par la souche
transgénique de C. parvum exprimant la NLuc. Un traitement de 7 jours a partir du 4° jour post-infection
administré & 20 mg/kg/j a entrainé une réduction significative de I’excrétion des parasites (96%),

visualisée en mesurant quotidiennement la luciférase des matiéres fécales (Baragafia et al.,2019).

Inhibiteurs de la phényl-tRNA-synthétase (PheRS)

La réutilisation d’une collection de 59 composés ayant une activité antimicrobienne connue ainsi que
des mécanismes d’action déja identifiés, a conduit a I’identification de plusieurs inhibiteurs de la
Phényl-tRNA synthétase (PheRS), les azétidines bicycliques comme de nouvelles molécules
anticryptosporidiennes et plus particuliérement le composé BRD7929 (Vinayak et al.,2020). Une étude
utilisant I’incorporation de I’EdU (un analogue fluorescent de la thymidine) et des anticorps spécifiques
de chaque stade de C. parvum ont permis de valider le blocage de la réplication du parasite par BRD7929

au stade de trophozoite (Funkhouser-Jones et al.,2020).

Inhibiteurs de la Methionyl-tRNA synthetase (MetRS)

Des inhibiteurs de la Méthionyl-ARNLt synthétase de C. parvum (CpMetRS), initialement découverts
pour lutter contre les parasites du genre Trypanosoma ont été testés sur des cultures HCT-8 infectées

par C. parvum. Parmi ces inhibiteurs, les Composés 2093, 2067 et 2069 ont présenté de trés bons
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résultats en modéle in vitro. Leur développement s’est donc poursuivi en modéle murin par Jumani et
ses collegues (2018) sur des souris immunodéprimées NSG, un modele d’infection chronique de la
cryptosporidiose. Quatre souris ont été infectées avec 10° oocystes et traitées au 6° jour post-infection
jusqu’au 10¢ jour. La quantification parasitaire réalisée par gPCR au 5° et 11° jour post-infection, montre
une réduction significative de 98,6% pour le Composé 2093 ; 83,6% pour le Composé 2069 mais aucune
réduction significative pour le Composé 2067. Une seconde étude réalisée chez des souris
immunodéprimées IFN-y KO s’est focalisée sur 1’étude du Composé 2093. Pour cela, 3 souris ont été
infectées avec 10° oocystes d’une souche transgénique de C. parvum exprimant la luciférase. Les souris
ont ensuite été traitées avec 50 mg/kg/J du 6° au 10° jour post-infection. Les féces de chaque groupe ont
été collectées quotidiennement afin de quantifier par luminescence la charge parasitaire jusqu’au 20°
jour post-infection. Le Composé 2093 a présenté la plus forte efficacité antiparasitaire. De plus,
contrairement aux souris témoins, les souris traitées ont maintenu leur poids et survécu jusqu’a la fin de

I’expérimentation (Hulverson et al.,2017).

Toutefois, les essais du composé 2093 sur des veaux ont mis en évidence par la suite un probleme de
résistance (Hasan et al.,2021). En effet, les auteurs ont évalué 1’efficacité du Composé 2093 chez des
veaux infectés avec 5.107 oocystes de C. parvum. Le traitement de 15 mg/kg toutes les 12 h débuté au
deuxieme jour d’infection, a permis de considérablement diminuer I’excrétion des oocystes.
Malheureusement, une augmentation progressive des oocystes excrétés a été¢ observée ainsi qu’une
réapparition des symptomes diarrhéiques chez deux des trois veaux traités. Aprés séquencage, les
auteurs se sont apergus que les deux veaux ayants rechuté étaient infectés par des parasites présentant
des mutations dans le géne codant pour la CpMetRS. Deux mutations impliquées dans le changement
d’un acide aminé (D243E et T246I) ont conféré une résistance au médicament. Des modélisations
structurelles ont indiqué que ces mutations perturbaient fortement la liaison de 1’inhibiteur a la
CpMetRS. Par la suite, les tests effectués avec des enzymes recombinantes contenant ces mutations ont
montré qu’elles étaient 170 fois moins sensibles a I’inhibition du Composé 2093. De méme, les parasites
C. parvum modifiés génétiquement par la méthode CRISPR/Cas9 pour exprimer ces mutations, ont été
128 fois (D243E) et 613 fois (T2461) moins sensibles a 1’inhibiteur 2093.

Cette étude renforce le besoin urgent de développer de nouvelles molécules thérapeutiques et

I’inquiétude quant a la résistance rapide de Cryptosporidium au médicament.

2.4. 2 Stratégie du criblage phénotypique (molécules inconnues)
KDU731

En criblant 6 220 composés ayant une activité connue contre divers parasites protozoaires, les auteurs
ont identifié deux inhibiteurs précédemment utilisés contre Plasmodium : le composé imidazopyrazine
KDUG91 et le composé pyrazolopyridine KDU731. Les auteurs ont d’abord établi les CEso des deux

inhibiteurs dans les cellules HCT-8 en utilisant des parasites génétiquement modifiés exprimant la
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luciférase. Les résultats présentent des ECso de 17 mM et 25 mM respectivement, ainsi qu’une sélectivité
pour la Phosphatidylinositol-4-OH kinase (P1(4)K) de C. parvum 50 fois supérieure a celle de leur
homologue PI(4)K IIIB chez I’'Homme. L’efficacité de KDU731 a ensuite été déterminée chez des souris
INF-y KO infectées par 10* oocystes de C. parvum. Une dose quotidienne de 10 mg/kg de KDU731
durant 7 jours, a réduit I’excrétion d’oocystes des souris infectées. De plus, des analyses histologiques
réalisées en fin de traitement montrent 1’absence de parasites dans les intestins de souris traitées, alors
que ce n’est pas le cas chez les animaux non traités. Les auteurs ont ensuite évalué 1’efficacité de
KDU731 chez des veaux nouveau-nés. Cing veaux ont été infectés avec 5.107 oocystes de C. parvum
puis traités ou non avec 5 mg/kg de KDU731 toutes les 12 h pendant 7 jours au pic d’infection situé
entre le 2¢ et 4° jour post-infection. Chez des veaux traités, les chercheurs ont observé une diminution
de DI’excrétion des oocystes, des diarrhées et de la déshydratation, dés trois jours de traitement

(Manjunatha et al.,2017).
MMV665917

Un second inhibiteur a base de pipérazine, le composé MMV665917, également utilisé chez
Plasmodium, s’est montré efficace dans le traitement de la cryptosporidiose. En modele in vitro HCT-
8, des CEso comprises entre 2.10 uM et 4 .05 uM ont été déterminées pour différentes especes (C.
parvum et de C. hominis souche TU502) (Jumani et al.,2018). En utilisant des anticorps fluorescents
spécifiques de chaque stade du parasite, il a été démontré que le composé MMV665917 inhibait plus
particulierement le développement des macrogamontes (Funkhouser-Jones et al.,2020). Chez les souris
NGS, I’efficacité du composé MMV665917 a été évaluée au 7¢ jour post infection a 30 mg/kg/j ou 60
mg/kg/j et comparée a I’efficacité de la paromomycine (administrée & 1000 mg/kg/j) durant 7 jours de
traitement. Tout comme pour le traitement a la paromomycine, 1’excrétion d’oocystes a été réduite de
plus de 90% en présence du composé MMV665917 mais une rechute a été observée a la dose de 30
mg/kg (mais pas a la dose de 60 mg/kg) (Jumani et al.,2018). L’efficacité du MMV665917 a également
été déterminée chez des veaux nouveau-nés infectés avec 5.107 oocystes de C. parvum. Une dose
quotidienne de 22 mg/kg a été administrée deux jours aprés le début des diarrhées séveres et s’est
poursuivie pendant 7 jours. Le traitement a fortement diminué la sévérité des diarrhées ainsi que la
quantité d’oocystes excrétés (94%) (Stebbins et al.,2018). Enfin, de bons résultats ont été obtenus chez
des porcelets gnotobiotiques (Lee et al.,2019). Mais une faible inhibition du canal ionique hERG,
corrélée a une cardiotoxicité a été signalée. Récemment, un nouvel inhibiteur a été mis au point sans

présenter de toxicité concernant le canal hERG (Oboh et al.,2021)

AN7973

Le compose AN7973 a été découvert apres le criblage d’une chimiothéque comprenant des molécules
dérivées du benzoxaborole. Ces composés ont présenté une puissante activité antipaludique qui a poussé

les chercheurs a évaluer leur activité anticryptosporidies. Sur un modéle de cellules MDCK, I’AN7973
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a sélectivement inhibé le développement intracellulaire et plus particulierement la reproduction asexuée
de C. parvum (IOWA) et C. hominis (TU502) en inhibant la synthése d’ADN, probablement en ciblant
CPSF3 (Cleavage and Polyadenylation Specific Factor 3). En modele in vivo, un traitement de 4 jours
au 7¢ jour post-infection a permis de réduire I’excrétion d’oocystes a plus de 90% a 10 mg/kg/j et
totalement a 25 mg/kg/j chez des souris immunodéprimées (NOD SCID et KO IFN-y). De plus, son
efficacité a également été identifiée chez des veaux nouveau-nés sans effets secondaires, encourageant

la poursuite d’études toxicologiques précliniques (Lunde et al.,2019).

Produits naturels

Par criblage phénotypique de 800 produits naturels issus de la NatProd Collection, Jin et ses
collaborateurs (2019) ont identifié 16 entités thérapeutiques présentant une activité inhibitrice de la
croissance de C. parvum a des concentrations sub-micromolaires (ECso de 0,122 uM a 3,94 uM) en
modele HCT-8. Les trois composés les plus efficaces étaient d’origine végétale (la Cédrélone, Deox B
7,4 et la Baicaléine) et aucune cytotoxicité particuliére n’a été détectée. Des études supplémentaires
seront nécessaires pour étudier le mécanisme d’action et évaluer I’innocuité de ces molécules en mod¢le

in vivo.

Une chimiothéque de 3764 molécules dérivées de produits marins a également été criblée dans le but de
découvrir de nouveaux inhibiteurs contre C. parvum. Aprés sélection de 23 composés et purification, le
macrolide Léiodolide A issu d’une éponge du genre Leiodermatium, a été testé et a montré une trés
bonne sélectivité pour le parasite dans les cellules HCT-8 ainsi qu’une ECso de 103,5 nM (Bone Relat
et al.,2022). 11 s’agit du second composé d’origine marine identifi¢é pour son activité anti-
Cryptosporidium aprés le Tartrolon E, un dérivé d’une bactérie symbiotique de mollusques marins dont
I’efficacité contre T. gondii et C. parvum a été démontrée a la fois en modéle in vitro et in vivo
(O’Connor et al.,2020).

2.5 Conclusion

Malgré les nombreux défis liés au développement de Cryptosporidium, d’importants progrés ont été
réalisés dans ’identification de nouvelles molécules thérapeutiques présentant a la fois une activité in
vitro et in vivo (Tableau 2). Quelques dizaines de composés ont été testés chez plusieurs modéles
animaux dont les plus avancés comprennent le BKI-1369, le composé 2093, KDU731 et MMV665917.
Le BKI-1369 (inhibiteur de la CDPK1), a montré de bons résultats & faible concentration mais la
découverte d’effets secondaires chez le veau et le porcelet gnotobiotique a entravé la poursuite de son
développement, obligeant les chercheurs a mettre au point de nouveaux BKI. De méme, le composé a
base de pipérazine (MMV665917), s’est avéré efficace sur plusieurs modeles animaux mais tout comme
le composé BKI-1369, une légere cardiotoxicité a été remarquée, nécessitant des tests d’innocuité
supplémentaires. En ce qui concerne le composé 2093, inhibiteur de la PheRS, celui-ci illustre la fragilité

des stratégies basées sur des cibles spécifiques. En effet, la récente découverte de la capacité de
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résistance spontanée du parasite C. parvum, souligne I’importance de découvrir de nouveaux Composés
en améliorant les techniques de criblages a haut débit et en perfectionnant les tests in vitro pour identifier

rapidement les phénomenes de résistance.

Molécule Cible Efficacité In vitro Modeéle(s) In vivo Réf
BKI-1517 CEsp (10-50 nM) Souris SCID 1
BKI1-1369 CDPK | CEs02,4 (*0,7) uM Souris KO IFN-y 2,3,4
Veau
Porcelet gnotobiotique
Cardiotoxicité
P131 IMPDH | CEsp 7 UM Souris KO 1L-12 5
Triacsine C ACS Clso 136 nM Souris KO 1L-12 6
Ebselen GPI CEsp 165 uM 7
Faible intervalle de sécurité
NSC158011 LDH Cls 14,88 uM Souris KO IFN-y 8
NSC10447 Cls 15,81 uM
Vorinostat HDAC | CEs50.203 uM Souris KO 1L-12 9,10
Nullscript Clso 2.1 (*70,6) uM Souris SCID 11
AN3661 CPSF3 | CEs 0,08 uM Souris IFNy™~ Souris 12
IL12p40~"
5 KRS CEsp 6 UM (C. hominis) Souris NSG 13
CEso 1,3 uM (C. parvum) Souris KO IFN-y
BRD7929 PheRS | Cls0 0,06 uM Souris NSG 14,15
Veau
2093 MetRS Souris NSG 16,17, 18
Souris KO IFN-y
Resistance chez le veau
KDU731 PI(4)K | CEsp 25 mM Souris NSG 20
Souris KO IFN-y
Veau
MMV665917 | Inconnue | CEsp (2,1 —4 uM) Souris NSG 15, 16,
Souris KO IFN-y 21,22
Veau
Porcelet gnotobiotique
Cardiotoxicité
AN7973 CPSF3 | CEso 0,6 uM (C. hominis) Souris NSG 23
CEso 0,1-0,4 uM (C. Souris KO IFN-y
parvum) Veau
Léiodolide A | Inconnue | CEso 103,5nM 24

Tableau 2 : Molécules thérapeutiques contre la cryptosporidiose. Stratégies de criblage de molécules connues,
(basée sur la cible) en bleu et de molécules inconnues en vert.

Abréviations : ACS (Acétyl-CoA synthétases) ; CDPK (Calcium-Dependant Protein Kinase) ; CPSF3 (Cleavage
HDAC (Histones
déacétylases) ; IMPDH (Inosine 5°’-Monophosphate Deshydrogenase) ;KRS (Lysil-tRNA synthetase) ; LDH
(Lactate déshydrogénase) ; MetRS (Méthionyl-tRNA-synthetase) ; PheRS (Phényl-tRNA synthetase) ; PI1(4)K

and Polyadenylation Specificity Factor 3); GPI (Glucose-6-phosphate Isomérase) ;
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(phosphatidylinositol-4-OH kinase). Références : [1] Castellanos-Gonzales et al.,2016 [2] Hulverson et al.,2017
[3] Lee et al.,2018 [4] Van Voorhis et al.,2021 [5]Gorla et al.,2014 [6] Guo et al.,2014 [7] Eltahan et al.,2018
[8] Lietal.,2019 [9]Guo et al.,2018 [10] Herrera-Martinez et al.,2020 [11] Murakoshi et al.,2020) [12] Swale et
al.,2019 [13] Baragafia et al.,2019 [14]Vinayak et al.,2020 [15] Funkouser-Jones et al.,2020 [16] Jumani et
al.,2018 [17] Hulverson et al.,2017 [19] Hasan et al.,2021 [20] Manjunatha et al.,2017[21] Stebbins et al.,2018
[22] Lee et al.,2019 [23] Lunde et al.,2019 [24] Bone Relat et al.,2022
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Partie 3 : La spectroscopie d’impédance

Les modeles cellulaires in vitro sont indispensables dans le domaine de la découverte de molécules
thérapeutiques. En effet, contrairement aux modéles animaux, ces modéles améliorent la productivité
tout en étant plus économiques et éthiques. Actuellement, le suivi physiologique des cellules dépend
principalement de méthodes invasives qui nécessitent 1’utilisation de marqueurs cellulaires spécifiques
et qui entrainent l'arrét des expérimentations a différents temps pour obtenir plusieurs points de mesure.
Ces techniques trés chronophages et colteuses génerent des quantités importantes de donneées, qui par

manque d’automatisation, ne sont pas adaptées au criblage a haut débit.

Parmi les techniques non invasives permettant de suivre 1’état physiologique de cellules en temps réel,
la mesure de la Résistance Electrique TransEpithéliale (TEER) permet de mesurer la résistance
électrique a travers une monocouche cellulaire en appliquant un courant continu a travers des électrodes
placées de part et d’autre du tapis cellulaire dont les cellules se sont développées sur une membrane

semi-permeable (Figure 8).

Electrode

Couche cellulaire

— —— —— — — —— —_—— — — -
Membrane semi-perméable

Electrode

Figure 8 : Représentation de la configuration TEER.

La TEER permet d’obtenir des informations concernant 1’intégrité de la monocouche cellulaire qui va
former une interface sélectivement perméable appelée « barriére » et plus particuliérement au niveau

des jonctions intercellulaires.

Dans notre cas ou 1’étude porte sur des cellules infectées par C. parvum, cette approche n’est pas assez
discriminante pour détecter avec précision I’infection des cellules par le parasite. En effet, cette méthode
permet de mesurer des effets majeurs sur le tapis cellulaire (altération des jonctions intercellulaires voire
mortalité des cellules). Ainsi, il faudrait attendre que I’infestation ait lieu et que le tapis soit fortement
perturbé pour observer un effet, ce qui conduirait a la détection d’une réponse a la fois tardive et peu
sensible. De méme cette variation de réponse électrique serait difficilement corrélée avec les stades de
développement parasitaires. En d’autres termes, les mesures de TEER ne permettraient pas d’identifier
si une inhibition du parasite induite par une molécule ciblerait les phases de reproduction asexuées ou

sexuées.

A l’inverse, la spectroscopie d’impédance appliquée aux cellules, également connue sous le terme

d’ECIS, Electric Cell-substrate Impedance Spectroscopy (Giaver et Keese, 1984) utilise un courant
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alternatif et balaye une gamme de fréquences permettant ainsi d’obtenir davantage d’informations par
rapport aux mesures fournies par 1’approche TEER. En fonction de la fréquence utilisée, la technique
ECIS permet non seulement d’obtenir des informations sur les modifications intercellulaires mais elle
permet également d’effectuer des mesures transcellulaires. En effet, aux basses fréquences (< 2 kHz) le
courant va se déplacer entre et sous les cellules (Figure 9A) alors qu’aux hautes fréquences (> 40 kHz)
le courant pourra traverser la membrane et le cytoplasme des cellules (Figure 9B). Cette technique
permet donc d’acquérir des renseignements sur I’ensemble de la cellule, de fagon non invasive, sans
marquage spécifique et en temps réel. La premiére utilisation de cette méthode sur le développement in
vitro de cryptosporidies par Dibao-Dina (2015), a d’ailleurs permis de mettre en évidence un lien entre

les formes de vies adoptées par le parasite lors de son développement et la réponse électrique mesurée

e
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Figure 9 : Passage du courant paracellulaire aux basses fréquences (A) et transcellulaires aux hautes

fréquences(B).

3.1 Principe de la spectroscopie d’impédance appliquée aux cellules

Cette méthode consiste a cultiver des cellules dans des puits tapissés d’électrodes et d’appliquer un
courant alternatif de faible voltage (~ 10mV) entre ces électrodes. Le milieu de culture cellulaire étant
conducteur, va permettre au courant de circuler. Les cellules de forme arrondie vont étre déposées au
fond du puits au contact de 1’¢électrode. Au fur et a mesure, les cellules vont adhérer, s’aplatir et proliférer
pour finalement recouvrir entierement la surface du puits de culture. Tout au long de la croissance
cellulaire et jusqu’au stade de confluence, le courant va étre de plus en plus entravé par la présence de
ces cellules ce qui aura pour effet de produire une augmentation graduelle d’une quantité mesurable
électriqguement appelée I’impédance du systeme. A I’inverse, lorsque les cellules vont commencer a
mourir, une baisse de cette entrave sera observée en raison de leur décollement progressif qui permettra
au courant de circuler de nouveau via les espaces vides libérés par les cellules mortes. La sensibilité du
signal va alors dépendre du nombre de cellules, de leur forme (Figure 10), de leur niveau de confluence,

de leur métabolisme et de leur état général (niveau de viabilité).
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Figure 10 : Principe de la spectroscopie d'impédance appliquée aux cellules.

3.2 Electrodes interdigitées

Ehret et ses collégues (1997) ont été parmi les premiers a utiliser des électrodes interdigitées pour étudier
la croissance et I’état physiologique de cellules. Ces ¢électrodes se présentent sous la forme de bandes
paralléles (également appelées doigts), alternativement interconnectées. Actuellement, ce type
d’électrodes de taille micrométrique, est devenu un modele standard puisqu’elles sont adaptées a la
miniaturisation et offrent une surface de détection importante pour suivre 1’évolution cellulaire. Comme
cela a été démontré dans la these de T. Houssin (2011) qui a effectué une étude comparative de 4
géométries d’électrodes différentes, I’amplitude du signal, la profondeur du champ électrique ainsi que
la sensibilité sont principalement dépendantes de la géométrie des électrodes et de leur configuration (le

nombre de doigts, la longueur et la largeur des doigts et 1I’espacement entre les électrodes).
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Figure 11 : Représentation schématique d'une électrode interdigitée de forme droite (A) et arrondie (B).
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3.3 Domaines d’application
3.3.1 Etude du comportement cellulaire

Les mesures impéedimétriques peuvent étre utilisées pour étudier de nombreux processus cellulaires
grace au suivi en temps réel et de maniére non invasive tels que la croissance ou la différenciation
cellulaire. En effet, Wang et ses collégues (2010) ont montré que les différentes étapes du cycle cellulaire
des cellules HeLa pouvaient étre identifiées en fonction des variations observées pendant 1’acquisition
des mesures impédimétriques. Ainsi, I’impédance augmentait pendant les phases de croissance et de
réplication (G1 et S) alors qu’elle diminuait a 1’approche et pendant la mitose (G2 et M) (Figure 12). La
discrimination des phases du cycle cellulaire est une étape importante dans le développement
thérapeutique car I’activité de certaines molécules peut dépendre du cycle cellulaire. Réciproguement,

certaines molécules pourraient présenter des effets altérant le cycle cellulaire.

cIst /
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Figure 12 : Impédance normalisée a 60 kHz en fonction du temps mesurée sur des cellules HeLa. Synchronisation
des cellules en utilisant la thymidine (CIS1 et CIS2) par rapport aux témoins non synchronisés (CIS3) et sans
cellules (CIS4). Les fleches noires indiquent les changements de milieu de culture et les points bleus numérotés

font référence aux observations microscopiques (Wang et al.,2010).

La différenciation cellulaire est un processus biologique au cours duquel une cellule va se spécialiser en
un type cellulaire avec des caractéristiques morphologiques et physiologiques particuliéres en fonction
du tissu. En 2011, Bagnaninchi et Drummond ont induit la différenciation de cellules souches issues du
tissu adipeux vers les adipocytes et les ostéoblastes. Leurs résultats présentés dans la figure 13, montrent
des profils impédimétriques distincts entre les cellules différenciées et les cellules non différenciées

quatre jours apres 1’induction de cette différenciation cellulaire.
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Figure 13 : Différents profils d’impédance des cellules soumises a [’ostéogénése, a [’adipogénése et des cellules
non différenciées, a 64 kHz en fonction du temps (Bagnaninchi et Drummond, 2011).

De plus, la spectroscopie d’impédance présente également I’avantage de détecter certains
comportements cellulaires trés précocement, avant méme que ces derniers ne soient visibles en

microscopie.

Ainsi, I’étude menée par Shah et ses collégues (2021) sur des cellules souches neurales, a montré que
I’impédimétrie permettait de distinguer les cellules qui proliféraient de celles qui se différenciaient. Ce
qui est remarquable, c’est que cette distinction a été obtenue plus rapidement qu’avec les méthodes
classiques s’appuyant sur 1’observation microscopique. En effet, la différentiation neurale a été
discriminée de la prolifération des le 2° jour post-acquisition, soit un jour aprés I’induction de la
différenciation, alors qu’en microscopie les changements morphologiques ont été observés seulement a

partir du 4¢ jour.
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Figure 14 : Impédance normalisée (Cell index) en fonction du temps des cellules LUHMES (Lund Human
Mesencephalic) ensemencées a 60 000 cellules/cm?. La prolifération cellulaire est représentée en bleu et la

différenciation en rouge (Shah et al.,2021.
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La sensibilité et la capacité d’analyse des comportements cellulaires offertes par la spectroscopie
d’impédance ouvrent le champ d’application de cette méthode a I’étude de maladies impliquant des
altérations du comportement cellulaire tels que les cancers (Han et al., 2007 ; Anchan et al., 2019 ;
Fuentes-Vélez et al., 2021) ou des altérations de barriéres épithéliales (telles que certaines
neuroinflammations) (Kho et al., 2017). De méme, cette méthode s’est montrée particuliérement adaptée
a I’étude des effets cytopathogénes (effet sur le métabolisme cellulaire induits par des virus) (McCoy et
Wang, 2005 ; Cheng et al., 2015) et plus récemment a 1’étude des perturbations induites par des
protozoaires parasites (tels que les parasites du genre Cryptosporidium) (Houssin et al., 2010 ; Dibao-
Dinaet al., 2015 ; McGrath et al., 2017).

Dans le domaine de la recherche contre le cancer, la prolifération et la différenciation cellulaire sont des
processus souvent altérés et conduisent a des comportements cellulaires anormaux. Les cellules
cancéreuses vont alors présenter des caractéristiques distinctes des cellules saines qui pourront étre
quantifiées par impédance. Dans ce contexte, Han et ses collegues (2007) ont mis en évidence la
possibilité de discriminer les cellules saines et les différents stades de cellules cancéreuses du sein. Leurs

résultats démontrent que plus le stade cancéreux est avancé, plus ’impédance va diminuer.
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Figure 15 : Evolution de I'impédance mesurée a 1 kHz, 10 kHz et 100 kHz en fonction du type cellulaire (saines

et cancéreuses). Données extraites par Hedayatipour et al.,2019 a partir de I’étude de Han et al.,2007.

La multirésistance est la principale cause d’échec de la chimiothérapie qui représente donc un défi
considérable dans la recherche contre le cancer. Dans ce contexte, Fuentes-Vélez et ses collégues (2021)
ont étudié la chimiorésistance de cellules cancéreuses de colon (HT-29) a la doxorubicine. Des profils
caractéristiques ont été observés entre les cellules sensibles (HT-29 WT) et les cellules résistantes (HT-
29 DX). Aprés une exposition de 72 h au médicament, des Clso différentes ont été trouvées en effectuant
un test de cytotoxicité basé sur I’impédance : 8,23 uM pour les HT-29 DX contre 1,09 pM pour les HT-
29 WT, alors qu’une chimiothérapie classique ne dépasse pas les 5 uM. Ainsi, les données
impédimétriques sont intéressantes pour surveiller en temps réel la chimiorésistance des cellules

cancéreuses puisque la chimiorésistance est souvent observée aprés plusieurs semaines de thérapie.
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D’autres études se sont focalisées sur la surveillance en temps réel du potentiel invasif des cellules
cancéreuses. Anchan et associés (2019) ont surveillé I’intégrité de la barriére endothéliale lors d’ajout
de cellules issues de mélanome. Leurs résultats démontrent que les cellules détériorent 1’intégrité de la
barriere endothéliale trés rapidement, dans 1’heure qui suit 1’ajout des cellules, en commengant par
altérer les jonctions paracellulaires puis I’adhérence basolatérale. Ces effets déléteres ont été confirmés
par microscopie mais de fagon retardée, montrant la sensibilité et la précocité de détection par

I’impédance et I’importance du suivi en temps réel automatisé.

De nouvelles stratégies sont en cours de développement pour combiner les mesures impéedimétriques
avec des analyses physiques des cellules. Cette approche vise a affiner la capacité d’analyse pour obtenir
un diagnostic des risques liés a la présence de cellules cancéreuses (Takayama et al.,2018).

Dans de nombreuses maladies, la fonction barriere des cellules est compromise et la mesure de la
perméabilité présente un intérét majeur. En effet, Kho et ses collégues (2017) se sont intéressés a la
dégradation de la barriére hémato-encéphalique qui est une caractéristique d’une neuroinflammation.
Le but de I’étude était de déterminer si les cellules endothéliales interagissaient préférentiellement avec
les monocytes apres une activation de I’endothélium par des molécules proinflammatoires (IL-1p et
TNFa). Ils ont évalué I’intégrité de la barriere endothéliale lors de la fixation de monocytes et leur
migration a travers cette barriére. En analysant les données impédimétriques, les auteurs se sont apercu
qu’une perte d’intégrité de la barriére endothéliale était plus importante lors d’une activation par 1’IL-
1B et que certaines populations de monocytes avaient une plus grande capacité a altérer la monocouche

cellulaire.
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Figure 16 : Altération de la barriere endothéliale provoquée par la migration de monocytes (Kho et al.,2017).
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Enfin, la spectroscopie d’impédance émerge comme un outil important pour la recherche et 1’étude de
nouveaux médicaments. En effet, cette méthode prouve son intérét non seulement lors du criblage de
molécules (ou banques de molécules) pour leurs effets contre des agents pathogenes mais également

pour identifier I’effet cytotoxique des composés testés.

3.3.2 Test de cytotoxicité

Lors de la recherche de nouveaux composés thérapeutiques, il est primordial d’évaluer les effets
cytotoxigues des molécules candidates. 1l est donc indispensable de mettre au point des tests permettant
de visualiser la mort cellulaire et les dommages causés aux cellules tels qu’une altération de la fonction
de barriére. Dans ce contexte, les mesures d’impédance sont bien adaptées puisque la mort cellulaire,
les changements d’adhésion des cellules sur les électrodes et la réduction des contacts entre les cellules
peuvent étre visualisés par la mesure des variations d’impédance. Une comparaison entre des méthodes
standards d’évaluation de la viabilité cellulaire et une méthode basée sur I’'impédance a été réalisée par
Hordyjewska et ses collaborateurs (2022) ; Ce travail visait a déterminer si I’impédance pouvait suffire
a investiguer les effets anticancéreux et antiprolifératifs de deux composés (la bétuline et I’acide
bétulinique) tout en surveillant 1’aspect cytotoxique de ces molécules. Les auteurs ont comparé les
résultats sur la mesure de viabilité cellulaire obtenus par impédance a ceux obtenus par deux tests
colorimétriques standards (Sel de tétrazolium MTT, qui permet de mesurer 1’activité énergétique des
mitochondries et le test quantifiant le relargage de la LDH, lactate déshydrogénase marqueur d’une lyse
cellulaire). Les données obtenues révélent que I’impédance peut étre utilisée avec succes pour remplacer
les méthodes standards couramment employées dans la détermination de la viabilité cellulaire
(Hordyjewska et al.,2022). Ces résultats ont également été confirmés par An et ses collégues (2019) qui
ont utilisé I’'impédance pour évaluer la cytotoxicité de substances issues de la fumée de cigarette. Tout
comme I’étude précédente, les taux de viabilité et les valeurs de Clso ont été obtenus et comparés a un
test de cytotoxicité colorimétrique standard. Les auteurs concluent que les données impédimétriques
sont méme plus sensibles que le test colorimétrique pour déterminer I’effet cytotoxique d’une molécule
(Figure 17).
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Figure 17 : Détermination de la cytotoxicité de la nicotine par impédance normalisée (NI) et par le test

colorimétrique NRU (Neutral Red Uptake) en fonction de concentrations croissantes de Nicotine.

3.3.3 La spectroscopie d’impédance pour étudier des agents pathogéenes

La spectroscopie d’impédance a permis de déterminer les effets cytotoxiques de pathogénes tels que les
virus. En 2005, McCoy et Wang ont été les premiers a utiliser la spectroscopie d’impédance pour
surveiller en temps réel le comportement des cellules MDCK pendant I’infection par le virus de la grippe
A et Dactivité antivirale du chlorure d’ammonium, encourageant ainsi 1’utilisation de cette technique
pour le criblage de composés antiviraux. Cette technique a notamment permis d’étudier le pouvoir
infectieux de souches virales. En effet, les travaux de Cheng et ses collaborateurs (2015) ont montré
que la spectroscopie pouvait détecter les atteintes du tapis cellulaire (effet cytopathique) en moins de 30
h alors que les techniques standards de microscopie et d’analyses moléculaires nécessitaient 72 h pour
obtenir les mémes résultats. De plus, des variations dose-dépendantes ont été observées en fonction du
nombre de virus par cellule infectée (MOI, Multiplicity Of Infection) ainsi qu’un profil impédimétrique
caractéristique de la souche du virus de la Dengue considérée (Figure 18). Ces données montrent donc
la grande sensibilité de la spectroscopie d’impédance dans la caractérisation du pouvoir infectieux d’un

échantillon viral.
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Figure 18 : (A) Impédance normalisée de la réponse des cellules BHK-1 infectées avec DENV-2 NGC a différents
MOI (0, 0.1, 1, 5 et 10) (B) Impédance normalisée de la réponse impédimétrique en fonction de 4 souches du virus
de la Dengue. (Cheng et al.,2015).

3.4 Utilisation de la spectroscopie d’impédance dans I’étude de Cryptosporidium

En s’appuyant sur les propriétés électriques intrinséques de Cryptosporidium, une étude a montré que
I’impédance pouvait a la fois servir a compter, identifier différentes especes de parasites mais également
a communiquer des informations sur leur état de viabilité. Ainsi, en 2010, les travaux de T. Houssin et
al., ont montré une corrélation trés forte entre la réponse impédimétrique mesurée et le nombre
d’oocystes de C. parvum présents en suspension dans un échantillon. Les auteurs ont également montré

des variations de réponses impédimétriques en fonction de 1’état de viabilité des lots de parasites testés.
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Figure 19 : Spectre d'amplitude d'impédance des oocystes de C. parvum morts et vivants en suspension dans une

solution d’eau PPi (Pré pour Injection) a une concentration de 1000 oocystes/uL (Houssin et al.,2010)

Les travaux de McGrath et son équipe (2017) ont ensuite analysé des échantillons contenant des
oocystes de C. parvum, des oocystes de C. muris et des kystes de Giardia lamblia. Les auteurs sont
parvenus a caractériser chaque espéce de parasite de maniére trés efficace (98% C. parvum, 93% C.
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muris et 99% G. lamblia) et & discriminer a 90% une population d’oocystes viables vis-a-vis d’une

population d’oocystes non viables (inactivés par la chaleur).

En plus de fournir des informations sur la présence de certaines espéces parasitaires et le niveau de

viabilité des oocystes pour C. parvum, I’approche par spectroscopie d’impédance a également mis en

évidence une signature électrique caractéristique lorsqu’un tapis cellulaire est infecté par des parasites

de I’espece C. parvum. Ces travaux (Dibao-Dina et al.,2015) sont les premiers a avoir réalisé un suivi

électrique en temps réel du développement du parasite. IIs ont notamment montré que les modifications

du signal impédimétrique enregistrées lors de I’infestation pouvaient étre associées a 1’alternance des

formes de vies prises par le parasite (invasives / prolifératives). Cette observation suggere ainsi que ce

type de mesure électrique pourrait étre utilisé pour élaborer des capteurs d’infectiosité (et donc a détecter

I’activité de molécules permettant de diminuer cette infectiosité).
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Figure 20 : Réponses impédimétriques des cellules HCT-8 infectées par C. parvum. Impédance normalisée a

30kHz pour différents rapports [sporozoite]:[cellule]. Le témoin négatif 0:1 correspond & des sporozoites

inactivés par choc thermique (Dibao-Dina et al.,2015).

En considérant que le pouvoir infectieux de Cryptosporidium dépend non seulement de 1’espéce

considéerée mais également des différentes souches identifiées chez cette espece, un outil développé sur

la base de la spectroscopie d’impédance pourrait également servir a caractériser des souches parasitaires.
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Objectifs de I’étude

Le projet de cette thése vise a développer un microsystéme basé sur la spectroscopie d’impédance dédié

a I’étude du parasite Cryptosporidium parvum et au criblage de molécules thérapeutiques.

Dans ce contexte, le premier objectif de ce travail sera de déterminer ’efficacité d’une molécule de
référence généralement employée dans le criblage in vitro de molécules présentant une activité anti-
Cryptosporidium : la paromomycine. L’efficacité de la paromomycine sera d’abord déterminée par la
méthode de microscopie a fluorescence et se consacrera a la mise au point d’un systéme automatisé de

détection et de quantification des parasites C. parvum des images fluorescentes.

Le second objectif sera de confirmer par analyse moléculaire (QPCR) les résultats précédemment
obtenus par I’approche microscopique, notamment en comparant les valeurs de Concentrations

Inhibitrices médianes de la paromomycine (Clso) obtenues par ces deux méthodes.

Enfin, le dernier objectif de la thése consistera a déterminer ’efficacité de la paromomycine en utilisant
une nouvelle approche basée sur la spectroscopie d’impédance afin de comparer et confirmer les
résultats impédimétriques avec les deux techniques standards. Pour réaliser ce travail, des électrodes
commerciales interdigitées seront utilisées et testées dans le but de concevoir un microdispositif
permettant d’analyser plus rapidement les activités anti-Cryptosporidium de potentielles molécules a
visée thérapeutique. Ce nouveau microdispositif pourra alors étre transféré aux laboratoires et sociétés

pharmaceutiques impliquées dans la recherche de médicaments contre le parasite.

Page 49 sur 142



Matériel et Méthodes
1. Culture cellulaire

1.1 Les cellules HCT-8

Les cellules HCT-8 (issues d 'un adénocarcinome iléocaecal humain) sont conservées dans une solution
a base de 45% de milieu de culture RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) 45% de sérum de
veau feetal (SVF) décomplémenté (=chauffé au bain-marie 30min a 65°C) (Dutscher P30-5500),
additionné de 10% de diméthylsulfoxyde (DMSO) dans de I’azote liquide.

Le milieu de culture RPMI-1640 contient 2 mM de L-glutamine stabilisée (Dutscher P04-18500) et il
est supplémenté avec 1 mM de pyruvate de sodium (Fisher 11721015), 10% (vol/vol) de SVF
décomplémenté, de 1000 U/mL de pénicilline/streptomycine et de gentamycine. Le milieu est filtré (0,22

pUm) pour empécher tout risque de contamination.

1.2 Les cellules COLO-680N

Les cellules COLO-680N (issues d’un carcinome cesophagien humain) sont conservées dans une
solution a base de 90% de milieu de culture RPMI-640 et 10% de DMSO dans de 1’azote liquide.

Pour cette lignée, le milieu de maintenance RPMI-1640 contient 2mM de L-glutamine stabilisée, 10%
de SVF décomplémenté et 5% de pénicilline/streptomycine (1000 U/mL). Le milieu est filtré (0,22 um)

pour empécher tout risque de contamination.

1.3 Décongélation des cellules

La décongélation des cellules s’effectue rapidement (<Imin) en plagant le cryotube au bain-marie a
37°C. Le cryotube est ensuite désinfecté a 1’éthanol 70% avant son ouverture sous le poste de sécurité
microbiologique le contenu du cryotube est transféré dans du milieu de culture cellulaire RPMI-1640
préchauffé pour étre centrifugé 3 min a 150 g. Le surnageant est ensuite éliminé et le culot cellulaire est
repris dans du milieu de culture puis placé dans une flasque de culture 75 cm? (T75). Ensuite, les cellules
sont mises en culture dans un incubateur a 37°C dont I’atmosphére a 5% de dioxyde de carbone (CO>)

est saturée en eau et ce, jusqu’a ce que le tapis cellulaire atteigne 80-90% de confluence.

1.4 Entretien des cellules — Repiquage

Les cellules HCT-8 cultivées en flasque T75 sont repiquées au 1/5, 1/10 ou 1/20 lorsqu’elles atteignent
80-90% de confluence. Les cellules COLO-680N sont repiquees au 1/10 maximum. Le protocole de
repiquage s’effectue en retirant le surnageant et en ringant les cellules avec de la trypsine-EDTA 0,25%
(Dutscher SH30042.02) puis en incubant les cellules avec 3 mL de trypsine-EDTA 0,25% pendant 5

min a 37°C. Aprés avoir vérifié que les cellules se soient bien détachées du fond de la boite, la trypsine
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est neutralisée en ajoutant 7 mL de milieu de culture. Une étape de centrifugation (150 g — 3 min- 37°C)
permet de retirer le surnageant dans lequel se trouve la trypsine et de resuspendre le culot de cellules

dans un volume de 10 mL de milieu de culture adapté au repiquage des cellules.

1.5 Culture des cellules en puits

L’ensemencement des cellules s’effectue par comptage en Cellule de Malassez afin de déposer 50 000
cellules dans le puits de polyméthylsiloxane (PDMS) de 6 mm réalisé avec un emporte-piéce pour le
dispositif ou dans des lames Lab-Tek™ 16 puits (Thermo Scientific™). Avant le dép6t des cellules, le
prototype est désinfecté a 1’éthanol 70% pendant 15 min a température ambiante sous la hotte a flux
laminaire et laissé sécher jusqu’a compléte évaporation de 1’éthanol avant d’étre rincé trois fois a ’eau
désionisée. Pour faciliter ’adhésion des cellules sur les électrodes ou sur les lames de verre, un coating
de 40 pg/mL de fibronectine (SIGMA) est effectué en laissant la solution 1 h a 37°C. Le surplus est
ensuite retiré et le puits est rincé une fois avec du milieu de culture pré-incubé a 37°C. Une croissance
de 24 heures permet d’obtenir un tapis confluent pour passer a I’étape d’infection cellulaire par C.

parvum (lowa).

2. Infection des cultures cellulaires par C. parvum

2.1 Test de viabilité des oocystes de C. parvum

Les oocystes de C. parvum de la souche « IOWA » ont été achetés chez Waterborne™, (New Orleans,
LA, USA) et stockés a 4°C dans du tampon PBS (Phosphate-Buffered Saline) contenant de la pénicilline,
de la gentamycine, de ’amphotéricine B et 0,001% de Tween 20 jusqu’a leur utilisation. La viabilité
des oocystes est déterminée en fonction du taux de désenkystement. Pour cela les oocystes sont incubés
1 h & 37°C dans une solution de PBS contenant 0,25% de trypsine (p/v) et 0,75% (p/v) d’acide
taurocholigue. Ensuite, les oocystes intacts et ceux « vides » sont comptés au microscope par Contraste
Interférentiel Différentiel (DIC) (Nikon 80i) au grossissement x630. Le pourcentage de désenkystement

a été déterminé a partir du calcul suivant :

) Nombre d'oocystes vides
taux de désenkystement = - - X 100
Nombre d’oocystes intacts et vides

2.2 Protocoles d’infection des cultures cellulaires par C. parvum
Protocole |

Le protocole d’infection utilisé est celui développé par Keegan et al. 2003 avec une étape supplémentaire
de prétraitement des oocystes a la javel 0,05% pendant 10 min & 4°C. Un ratio de 1 oocyste par cellule
est utilisé pour infecter le tapis cellulaire. Apres une étape de lavage par centrifugation (2100 g, 10 min,
TA) des oocystes, le culot d’oocystes est rincé une fois avec du PBS 1X et centrifugé de nouveau selon

les mémes parametres. Les oocystes sont ensuite incubés dans de 1’eau acidifiée (pH = 2,4) contenant
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de la trypsine 0,025% (m/vol) & 37°C pendant 20 min afin de permettre le désenkystement en mimant
I’environnement retrouvé dans 1’estomac. Apres une troisiéme €tape de centrifugation, les oocystes sont
suspendus dans un milieu de maintenance. Ce milieu de maintenance a base de RPMI-1640 est
complémenté par 5 mM de glucose, de bile bovine, 0.5 uM d’acide folique, 7 uM d’acide 4-amino-
benzoique, 0.1 UM de pantothénate de calcium, 50 nM d’acide ascorbique, 1% (vol/vol) de SVF
décomplémenté, 210 uM de Gentamycine et 170 uM de Streptomycine/Pénicilline.

Protocole 11

Les oocystes sont incubés 1 heure a 37°C dans un milieu de désenkystement composé de 0,05% trypsine-
EDTA (100 uL) et 0,5% d’hypochlorite de sodium (400 uL). Les oocystes sont ensuite centrifugés (2000
g, 8 min, 4°C) puis lavés trois fois au PBS 1X. Pour terminer, les oocystes sont repris dans du milieu

RPMI-1640 avant d’étre déposés sur les cellules.

Protocole 111

Les oocystes sont centrifugés 3 min a 10 000 g et suspendus dans une solution 5% acide taurocholique
pendant 10 min sur glace. Les oocystes sont ensuite lavés quatre fois avec du PBS 1% BSA (Bovine
Serum Albumine) a 10 000 g pendant trois minutes. Le culot d’oocystes est repris dans un milieu de
désenkystement composé de 0,75% d’acide taurocholique et de 0,25% de trypsine dilués dans du PBS
1X et laissé incuber 60-75 min a 37°C. Un premier lavage est réalisé avec du PBS 1X puis un second
lavage est effectué avec une solution 50% RPMI-1640/50% PBS. Enfin, les oocystes sont suspendus

dans du milieu RPMI-1640 avant d’étre ajoutés aux cellules.

Inactivation des oocystes de C. parvum

Pour élaborer le témoin négatif dans les tests d’infection, un lot d’oocystes est inactivé en le chauffant
a 70°C au bain marie pendant 30 minutes. Une alternative a ce protocole qui a également été utilisé est
I’inactivation par une succession de trois chocs thermiques (Azote liquide / 37°C) d’une durée de 1 min
30/ étape.

Préparation des solutions de paromomycine

Six concentrations de paromomycine (Sigma) sont utilisées pour réaliser une gamme de 62,5 — 125 —
250 — 500 — 1000 et 2000 pug/mL par des dilutions en série a partir d’une solution meére de 4 mg/mL
diluée dans du milieu de maintenance RPMI-1640 utilisé lors de I’infection. Les solutions 1X et 2X sont
réalisées le jour méme selon le protocole utilisé et sont ajoutées au temps 4 heures post-infection. Les
solutions 2X (125 — 250 — 500 — 1000 — 2000 et 4000 pg/mL) sont ajoutées directement au milieu de

maintenance alors que les solutions 1X sont ajoutées apres une étape de lavage du tapis cellulaire.
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3. Quantification parasitaire par Microscopie

3.1 Détermination de la Viabilité cellulaire

La viabilité des cellules est déterminée en utilisant le co-marquage Syto9 /iodure de propidium (PI)
(ThermoFisher). Le Syto9 est un colorant d’acides nucléiques traversant les membranes des cellules
vivantes qui va émettre une fluorescence verte (Abs/Em = 485/498nm) alors que Pl ne traverse les
membranes cellulaires que si ces dernieres sont mortes ou endommagées, émettant une fluorescence
rouge (Abs/Em = 535/617 nm). Une solution a base de 5 uM de Syto9 et 500 uM de PI a été préparée
dans du tampon HBSS (Hanks 'Balanced Salt Solution) puis ajoutée aux cellules pendant 30 min a 37°C.
Les cellules ont été rincées trois fois au tampon HBSS avant d’étre observées en microscopie a

fluorescence.
La viabilité cellulaire est déterminée selon le calcul suivant :

. ... Nombre de cellules colorées en rouge
% viabilité = X 100
Nombre de cellules totales

3.2 Marquages immunofluorescents avec des anticorps commerciaux

Les cellules ont été cultivées en 16 chambres de culture Lab-Tek™. Aprés 72 h post-infection, le
surnageant est retiré puis les cellules sont rincées avec du PBS avant d’étre fixées avec du méthanol
froid 8 min a 4°C. L’ immunomarquage est ensuite réalisé en ajoutant des anticorps spécifiques de la
reconnaissance des oocystes (Cy3-Crypt-a-Glo™, Waterborne) qui apparaitront en rouge et des
anticorps spécifiques des formes intracellulaires du parasite (FL-Sporo-Glo™ Kit, Waterborne)

marquées en vert. Les anticorps sont dilués au 1/20¢ et incubés une heure a 37°C.

L’acide désoxyribonucléique (ADN) des cellules est quant a lui marqué en bleu par 1’utilisation du

Hoechst 33342 (ThermoFisher R37165) pendant 5 min.

Pour finir, du milieu de montage (No Fade™ Mounting Medium, Waterborne™) est déposé sur les
lames d’observation qui sont ensuite recouvertes par des lamelles couvre-objet et observées au

microscope Leica DMi8.

3.3 Reconnaissance des formes du cycle de C. parvum

Pour déterminer les différentes phases de C. parvum, les infections sont arrétées aux temps 24 heures /
48 heures ou 72 heures et les stades de reproduction asexuée et sexuée sont identifiés par microscopie a
fluorescence au grossissement x630 ou x1000 (Leica DMi8) grace aux anticorps commerciaux A600-
FLR-Sporo-Glo pour les parasites intracellulaires et Cy3-Crypt-a-Glo pour les oocystes (Waterborne™).
L’identification des trophozoites, mérontes et gamontes s’effectue en fonction du temps d’infection, du

nombre de noyaux et de la taille du parasite (diametre et aire). Comme le montre la Figure 21, les
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trophozoites présentent une forme caractéristique en « anneau » entourant un unique noyau central. IIs
apparaissent dés 8 heures d’infection et possédent une taille moyenne de 2,38 um ainsi qu’une aire
moyenne de 4,62 um?. Les mérontes quant a eux, apparaissent entre les temps 12 heures et 28 heures
post-infection. Ils possédent plusieurs noyaux (de deux noyaux jusqu’a huit en fin de maturation) et une
taille moyenne de 3,61 um (10,8 um?). Enfin, les phases sexuées (gamontes), apparaissent a partir de 36
heures post-infection. 1ls possédent une taille supérieure a celle des mérontes (taille moyenne de 4,9 um
pour une aire moyenne de 19,6 pm?) et on peut observer a un stade avancé de maturation, un co-

marquage avec I’anticorps rouge Cy3-Crypt-a-Glo qui peut étre visualisé uniquement sur les gamontes.

PHASES ASEXUEES PHASES SEXUEES Q&

Trophozoites (8 heures post-infection)

Gamontes (36 heures post-infection / 40 hpi)

2,38 pm (*-0.27 pm)

4,62 pm? (*-1,15 pm?)

Meérontes (12 heures post-infection — 28 hpi)

4,92 pm (*-0.28 pm)

19,6 pm? (1,61 pm?)

3,61 pm (*-0.33 pm)

10,8 pm? (1,73 pm?)

Figure 21 : Phases asexuées et sexuées du cycle de vie de C. parvum. Phases asexuées : trophozoites, début
d’apparition au temps 8 heures post-infection (barre d'échelle 2um) et mérontes des 12 h pi jusqu’a 28 h pi (barre
d'échelle 4um). Apparition des phases sexuées entre 36 et 40 h pi : gamontes (barre d'échelle 4um). Gx1000.

3.4 Analyse des images microscopiques par StarDist (plugin Fiji)

Pour analyser les images de cellules infectées par C. parvum, le logiciel Fiji a été employ¢. 1l s’agit d’un
logiciel Open Source spécialisé dans le traitement et I’analyse d’images biologiques (Schindelin et
al.,2012) comprenant plusieurs plugins dont le plugin StarDist qui est un outil de reconnaissance de

formes et notamment celle des noyaux cellulaires (Schmidt et al.,2018).

StarDist prédit la forme des objets en formant un polygone convexe étoilé pour chaque pixel (Figure
22).
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Figure 23 : Interfaces du logiciel Fiji/lmage J et du plugin StarDist.

Plusieurs modeles pré-entrainés a la détection de noyaux issus d’images fluorescentes ou issus de
coloration H&E (Hématoxyline/Eosine) peuvent étre utilisés. Il est également possible d’utiliser un
modele personnalisé par 1’utilisateur et qui peut étre exporté sous la forme d’un fichier .zip dans les
options avancées. Seuls deux parametres doivent étre ajustés : « Probability/Score Threshold » qui
concerne la quantité d’objets segmentés (un ratio proche de 1 conduit a moins d’objets segmentés et
évite les faux-positifs) et « Overlap Threshold » qui concerne le chevauchement des objets (plus le ratio
est proche de 1 plus les objets vont se chevaucher). Néanmoins, chaque modéle pré-entrainé possede
des parametres optimisés par défaut. Les objets segmentés peuvent &tre générés sous la forme d’un
« masque » (Figure 24C) et synthétises dans le ROl manager (Regions of Interest). ROI manager
permet de gérer les objets détectés et d’obtenir des informations sur chaque objet (nombre, aire,

périmeétre, intensité de fluorescence, etc.).
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Figure 24: Exemple de segmentation avec StarDist. (A) Noyaux cellulaires colorés au DAPI en bleu. (B)
Reconnaissance et segmentation des noyaux cellulaires. (C) Masque associé a la segmentation des noyaux

cellulaires (Gx200 ; barre d'échelle 20 um)

Les données morphométriques de chaque parasite détecté avec StarDist sont enregistrées

(dénombrement et surface um?).
4. Quantification parasitaire par real-time gPCR

4.1 Préparation des échantillons de cellules infectées par C. parvum au format 96
puits

Aprés 48 h d’infection, le surnageant des cultures infectées par C. parvum est récupéré puis le tapis
cellulaire est rincé une fois avec du PBS avant de déposer de la trypsine 0.25% afin de décoller les
cellules. Apres vérification microscopique, le tapis cellulaire est récupéré et les échantillons sont
centrifugés 10 min a 10 000 g. Le culot est repris dans 200 puL de PBS 1X et les échantillons sont stockés

a -20°C jusqu’a leur utilisation pour I’extraction d’ADN.

4.2 Réalisation de la gamme d’oocystes

Des dilutions en série a partir d’une suspension d’oocystes C. parvum pure ont été réalisées a partir
d’une solution mére de 5.10° oocystes (5.10°- 1.10° - 5.10* - 1.10* - 5.10° - 1.10° oocystes). Les six
tubes de dilution ont ensuite subi une série de trois chocs thermiques (Azote/37°C — 1 min 30 s/étape)

pour faciliter I’extraction d’ADN.

4.3 Extraction de ’ADN de C. parvum

L’extraction de I’ADN génomique de C. parvum a été effectuée en utilisant le kit de purification
Purelink™ Microbiome (Invitrogen™) en utilisant le protocole fourni par le fabricant et destiné aux
échantillons issus de milieux de culture (Microbial Culture and Transport Media Samples). Briévement,
les échantillons ont été mis en suspension dans un tube contenant des microbilles et du tampon de lyse.

Apres une premiere lyse chimique (10 min & 65°C), les échantillons vont subir une lyse mécanique grace

Page 56 sur 142



a des microbilles et une étape d’agitation horizontale sur un vortex (15min). Une étape de centrifugation
permet de récupérer le surnageant contenant I’ ADN puis plusieurs étapes de lavages vont étre effectuées
avant 1’étape de capture de I’ADN sur colonne. L’ ADN purifié est élué dans 100 puL de tampon puis

dosé au NanoDrop et conserve a -20°C jusqu’a son utilisation pour la qPCR.

4.4 Real-time qPCR

Cing microlitres d’ADN (issus des 100 pL initiaux) sont utilisés pour réaliser la gPCR. La courbe
standard permettant de quantifier le parasite (Figure 21) a été effectuée en utilisant la gamme de
concentration croissante en oocystes afin d’obtenir une corrélation entre les valeurs de CT et le Log de
concentration. Le coefficient de corrélation R? était de 0.9 (n=3 expériences indépendantes, chaque point

de gamme a été déposé en triplicata pour réaliser la moyenne des CT).

Le géne COWP (GenBank n° AF248743) est amplifié par qPCR en suivant le protocole décrit
précédemment (Guy et al.,2003)

Genes Séquences
Amorce Foward COWP 702 5’- CAAATTGATACCGTTTGTCCTTCTG -3°
Amorce Reverse COWP702 5’- GGCATGTCGATTCTAATTCAGCT - 3
Sonde COWP 702 5- HEX/ITGCCATACATTGTTGTCCTGACAAATTGAAT/BHQ-1 - 3'

Tableau 3 : Séquences des amorces et sonde utilisées pour amplifier le gene COWP de C. parvum

L’amplification est réalisée dans un volume final de 25 pL en utilisant le Master Mix 2X, LightCycler
480 Probes Master (Roche) avec 500 nM de chaque amorce et 200 nM de sonde.

Réactifs Par échantillon

(volume en
ML)

Master MIX (2X) 12,5

H>O DNase free 4,95

Amorce Forward 10 uM (Cf = 0,5 uM) 1,25

Amorce Reverse 10 uM (Cf = 0,5 pM) 1,25

Sonde 100 uM (Cf = 0,2 uM) 0,05

ADN 5

Volume final 25

Tableau 4 : Préparation du mélange réactionnel destiné a ['amplification du géne COWP par gPCR.

Chaque échantillon est analyseé en triplicata en incluant un contréle négatif ou I’ ADN a été remplacé par
de I’ecau exempte de nucléase. La PCR quantitative est réalisée sur le thermocycleur CFX96 (BioRad)

par une premicre étape d’activation a 95°C pendant 10 min suivie de 40 cycles d’amplification
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(comprenant une phase de dénaturation 95°C, 10 sec et une phase d’élongation a 60°C pendant 1 min)

et se termine par une phase de refroidissement a 40°C pendant 30 sec.

Le logiciel BioRad CFX manager est ensuite utilisé pour analyser les données. Tous les échantillons
dont les valeurs de CT étaient > 40 ont été considérés comme négatifs. La quantification a ensuite été
basée sur la courbe standard et les valeurs obtenues ont été multipliées par 20 (correspondant a la taille
de la prise d’essai : 5 pL d’ADN utilisés parmi les 100 pL extraits).

40 y =-3,2669x + 44,177
38 R2=0,9843
36 y =-3,6788x + 44,941
R2=0,995
34 y =-3,5064x + 43,25
- R2=0,9924
O 32
g
s 30
=)
S 28
26 A
24
22
20
2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00
Log (Concentration Oocystes)

Figure 25 : Réalisation de 3 gammes standards de concentration d'oocystes de C. parvum. Trois expériences
indépendantes et chaque point de la gamme a été déposé en triplicata.

5. Analyse par spectroscopie d’impédance

5.1 Présentation du prototype 1 électrode

Il s’agit d’une électrode commerciale interdigitée de forme rectangulaire en platine d’une
largeur d’électrode et d’un espacement de 5 um (Metrohm Dropsens) de dimensions : |
22.8 x L 7,6 x H 0.7 mm sur laquelle a été fixé un puits de 6 mm en polyméthylsiloxane

(PDMS) réalisé a I’aide d’un emporte-piéce.

DS

Le PDMS a été élaboré a partir d’un ratio 10 :1 de PDMS en phase liquide et d’agent
durcisseur pour permettre la polymérisation. Le mélange a été réalisé automatiquement au Thinky Mixer
selon les parameétres suivants : durée d’une minute a 2000 rpm et 30 kPa. Le mélange est ensuite moulé

dans une boite de Pétri et placé a I’étuve pendant 2 h a 70°C. Une fois solidifié, des puits de 6 mm sont
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réalisés dans le PDMS. Avant le dép6t du PDMS sur I’¢électrode, celui-Ci est nettoyé a 1’éthanol 70%

pendant 15 min.

Le prototype (Figure 26) a été placé dans une boite de Pétri avec une coupelle d’eau stérile pour saturer
I’environnement et limiter tout risque d’évaporation. Finalement un couvercle réalisé en PDMS a été

placé sur le puits de culture.

Figure 26 : Prototype 1 électrode

5.2 Présentation du dispositif 10 électrodes

Ce dispositif (Figure 27) permet de suivre dix expériences en paralléle dont la conception a été réalisée
par Charlene BRILLARD (Ingénieure d’étude rattachée au projet). Le but était d’optimiser I’ensemble

des parameétres de mesure impédimétrique avant de passer vers une version standard 96 puits.

Figure 27 : Dispositif 10 électrodes
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Ce dispositif inclut comme précédemment pour le prototype 1 puits, des électrodes planaires
interdigitées commercialisées par la société Metrohm. Ce systeme modulable est compatible avec les
tailles standards de portoirs retrouvés sur les platines de microscope. Le design et la taille des puits ont
pour objectif de se rapprocher des conditions expérimentales retrouvées sur une plaque standard 96
puits. Les dix chambres de culture sont entierement démontables afin de faciliter leur nettoyage et leur
stérilisation (éthanol 70%, 15 min). Pour cela les chambres reposent sur leur support par I’intermédiaire
d’aimants qui permettent aussi un positionnement précis au niveau des connecteurs électriques. Ces
derniers assurent la liaison entre le réseau d’électrodes et la lock-in par une nappe de cablages. Un
systeme de visserie permet ensuite de fixer et stabiliser les connexions entre les chambres et le support
des chambres. Le dispositif comporte enfin une fenétre d’ouverture sous chaque chambre pour permettre

a la fois 1’analyse par spectroscopie d’impédance et par microscopie inverse (Gx400).

Les mesures ont été effectuées avec la Lock-in MFLI (Zurich Instruments) qui couvre la gamme de 100
Hz jusqu’a 500 kHz.

5.3 Représentation des données

L’impédance étend le concept de résistance aux circuits de courants alternatifs et posséde a la fois une
amplitude et une phase. En effet, la loi d’Ohm définie la résistance comme étant le rapport entre la
tension U et le courant | selon la formule : R = U/I. Or, dans le cas d’un courant alternatif, le rapport

U/l n’est plus une constante et I’équivalent de la résistance en courant alternatif est appelé Impédance

@).

La méthode de représentation choisie pour caractériser les solutions tampons est le diagramme de Bode
qui permet de représenter a la fois I’amplitude de I’impédance (Q2) et la phase (radians) en fonction de
la fréquence. Il permet ainsi de quantifier I’amplitude de I’impédance et de la comparer a la phase qui

renseigne sur le comportement du systéme : inductif (90°), résistif (0°) ou capacitif (-90°).

En ce qui concerne la croissance cellulaire et les infections par C. parvum, les changements observeés au
cours du temps ont été représentés par I’amplitude de I’impédance uniquement. De méme, pour pouvoir
comparer les expériences, ’amplitude de I’impédance a été représentée sous forme de valeurs

normalisées par rapport a t=on selon la formule suivante :

|z &Pl
|z t=0h1)]

|Z(t,f)|Norm =
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5.4 Acquisition des données impédimétriques
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Figure 28 : Interface du logiciel LabView

Une interface simplifiée programmée sous LabView par C. Brillard a été congue pour 1’acquisition des
données et permet de programmer les parameétres de mesure en fonction du nombre de puits (de 1 a 96
puits) sur une gamme de fréquences de 100 Hz a 500 kHz. La variation de I’'impédance en fonction du
temps peut étre analysée pour chaque fréquence sélectionnée avec un intervalle d’environ 1 min entre

chaque point de données.

5.5 Lavage des électrodes

Avant chaque utilisation, les électrodes sont désinfectées a 1’éthanol 70% pendant 15 min et manipulées
sous le poste de sécurité microbiologique. Dans le cas ou 1’électrode n’a pas été en contact avec le
parasite C. parvum, le nettoyage s’effectue une nuit avec de la trypsine 0,25% afin de décoller les résidus
cellulaires. Ensuite, 1’électrode est laissée une journée dans de 1’eau désionisée et placée a 1’étuve 37°C.
Avant chaque réutilisation, des observations microscopiques (Gx400) sont effectuées pour s’assurer de

la propreté des électrodes.

Dans le cas ou I’¢lectrode a été en contact avec C. parvum celle-ci n’est plus réutilisée, I’électrode est

fixée au méthanol et séchée compleétement avant d’étre stockée a -20°C.

6. Statistiques

Les données ont été représentées par la moyenne associée a 1’écart-type.
Pour déterminer la viabilité cellulaire, le test non paramétrique de Mann-Whitney a été réalisé (seuil de

significativité p < 0,05).
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Résultats — Discussion

Partie 1 — Choix du modele cellulaire

Les premiers tests ont été effectués dans le but de déterminer le choix du modéle cellulaire parmi les
cellules HCT-8 qui représentent le modeéle de référence pour 1’étude du parasite Cryptosporidium et le
nouveau modéle récemment découvert : les COLO-680N (Miller et al.,2018). Une étude comparative
a donc été réalisée afin de visualiser les niveaux d’infection par microscopie et par qPCR des deux
lignées cellulaires en utilisant trois protocoles d’infections différents. Le premier protocole d’infection
est celui utilisé en routine au sein du laboratoire (protocole 1) ; le second (protocole I1) est une adaptation
du protocole décrit dans I’article de référence (Miller et al.,2018) et le troisiéme (protocole I11) est une
alternative au protocole I1, qui provient également des auteurs utilisant les COLO-680N.

Comme le montre la Figure 29, aprés 48 heures post-infection, un développement intracellulaire
important du parasite C. parvum peut étre visualisé pour les HCT-8 en utilisant le protocole I alors qu’un

trés faible taux d’infection peut étre observée dans les COLO-680N.

HCT-8 (48h) COLO68ON (48h)

Figure 29 : Infection des cellules HCT-8 et COLO680N avec C. parvum (lowa) au temps 48h post-infection (x400).

Marquage des oocystes en rouge et des formes intracellulaires du parasite en vert.

Nous avions au préalable testé le protocole décrit par Miller et ses collaborateurs (2018) mais aucune
infection n’a été obtenue aussi bien dans les HCT-8 que dans les COLO-680N. Une adaptation du
protocole a donc été effectuée en réduisant le temps d’incubation des oocystes lors du désenkystement,
passant alors de trois heures a 1 heure d’incubation (protocole Il). Ce changement dans le protocole

visait a réduire le risque d’altération des sporozoites nouvellement désenkystés.
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Néanmoins, malgré cette modification et 1’utilisation d’un troisiéme protocole, nous ne sommes pas
parvenus a infecter les COLO-680N, méme a des temps plus longs pouvant aller jusqu’a 8 jours

d’infection comme le montre la Figure 30.

COLO-680N (8 jours) COLO-680N (8 jours)

Figure 30 : 8 jours d’infection des cellules COLO-680N (Gx630 et Gx200). Barre d’échelle 20um.

Des expériences réalisées par nos partenaires Anglais de /’Université d’East Anglia (Norwich, UK) ont
montré qu’il existait une grande variabilité au niveau des taux d’infection des COLO-680N par C.
parvum en fonction du format des puits de culture utilisés. En effet, leurs résultats (non publiés) ont
montré des taux d’infection plus importants lorsque les expériences étaient réalisées en flasque (25cm?)
ou en plaque 6 ou 12 puits de culture (9,6 cm? et 3,5cm?). Des infections en plaque 12 puits de culture
ont donc été réalisées avec les cellules HCT-8 et COLO-680N pendant 48 heures afin de quantifier les
niveaux d’infection par qPCR en fonction des trois protocoles. Comme présentés dans la Figure 31, la
comparaison de I’infection par rapport au modéle HCT-8 (protocole ) présente des niveaux d’infection
supérieurs dans les cellules HCT-8 avec 93,7% contre 47,7% dans les COLO-680N en utilisant le

protocole 11 et 51,5% contre 36,5% avec le protocole IlI.
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Figure 31 : Evaluation du taux d'infection de C. parvum par qPCR dans les cellules HCT-8 et COLO-680N en
appliquant trois protocoles différents. Les taux d'infection sont exprimés en fonction de I'infection des HCT-8

(protocole 1) qui sert de référence.

Conclusion

Un probléme majeur dans la recherche sur Cryptosporidium est le manque de systeme cellulaire in vitro
facilement manipulable et reproductible, permettant un développement complet du parasite avec la
formation de nouveaux oocystes infectieux. Bien que le modéle HCT-8 soit le plus utilisé, un blocage
au niveau de la fécondation a récemment été mis en évidence (Tandel et al.,2019), ce qui empéche
I’obtention du cycle complet et la formation des oocystes. Ce cycle incomplet explique 1’utilisation des
cellules limitée a quelques jours avec un pic d’infection situé entre 48 et 72 heures. Néanmoins, les
HCT-8 ont permis d’acquérir de nouvelles connaissances sur les interactions cellule héte-parasite
(Hashim et al., 2006) ainsi que sur I’identification de molécules dirigées contre les cryptosporidies. Des
recherches ont été entreprises dans le but de développer des systémes in vitro mimant davantage les
conditions physiologiques du développement de C. parvum. Dans ce contexte, Morada et son équipe
(2016) ont permis de cultiver le parasite C. parvum pendant plus de six mois avec une production
continue d’oocystes pouvant atteindre 108 0ocystes par jour. Néanmoins, il s’agit d’un systéme complexe
utilisant des fibres creuses et des environnements dont la teneur en oxygéne varie, rendant son utilisation
tres colteuse et limitant son acquisition dans les différents laboratoires. Un systéme de culture
tridimensionnelle a base de protéines de soies poreuses a permis d’obtenir une monocouche cellulaire
hautement polarisée similaire a 1’épithélium retrouvé dans ’intestin. L’infection par C. parvum a duré
17 jours avec un développement complet du parasite associé a une faible production d’oocystes
(DeCicco RePass et al.,2017). D’autres études se sont focalisées sur 1’utilisation d’organoides (Heo et
al.,2018) mais la quantité des oocystes néosynthétisés a partir de ces structures 3D était inférieure a celle
obtenue a partir des modéles animaux. Dans I’ensemble, bien que ces systémes 3D permettent de palier
au probleme de réplication sexuelle du parasite, ils ne sont pas adaptés aux expériences haut débit
nécessaires au développement de molécules thérapeutiques ni a une approche électrique comme celle
gue nous cherchons a développer. Ainsi, les cellules COLO-680N représentaient une option intéressante

dans le fait qu’elles soient facilement manipulables et qu’elles permettaient d’obtenir une production
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continue d’oocystes infectieux (Miller et al.,2018). Ces données encourageantes nous ont conduit &
réaliser des tests comparatifs entre les cellules HCT-8 et cellules COLO-680N infectées par C. parvum.
Comme le montre les analyses d’immunofluorescence, nous n’avons pas été en mesure de reproduire
les résultats prometteurs attendus avec les COLO-680N, malgré I’utilisation de trois protocoles

d’infection différents.

Ces résultats divergents de ceux précédemment publiés posent la question de la reproductibilité entre
les laboratoires. Une étude Allemande a également échoué a infecter les COLO-680N de fagon continue
en testant plusieurs protocoles, confirmant nos résultats. En effet, les auteurs ont observé une diminution
de la prolifération parasitaire dés le deuxiéme jour d’infection (Vélez et al.,2021). On peut signaler que
dans notre cas, la souche lowa a été utilisée alors que celle de Miller et al.,2018 était la souche Moredun.
De méme, Vélez et son équipe ont utilisé la souche Kollitsch (I1aA15G2RlI). Pour vérifier que 1’absence
d’infection n'était pas liée a une erreur de protocole ou a un effet de souche, les expérimentations ont
été effectuées directement dans le laboratoire de 1I’Université du Kent a Canterburry (UKC) ou avait été
réalisés les travaux de Miller, sans pour autant réussir a infecter les cellules COLO-680N. A la suite
d’une discussion avec le directeur du laboratoire (Dr. Anastasios TSAOUSIS) il s’est avéré qu’il y avait
deux lots de COLO-680N (un lot issu d’une collaboration avec une équipe Allemande qui avait donné
lieu a la publication de Miller et un lot directement commandé dans une banque de cellules). Ce point
souligne la possibilité soit d’une dérive génétique de la lignée COLO-680N ou d’une contamination
dans le lot originaire d’Allemagne qui pourrait étre constitué de deux types cellulaires différents. Ces
hypothéses sont en cours de Vérification par séquencage des deux lots cellulaires au laboratoire de
I’UKC.

De plus en plus de données tendent a montrer que les lignées cellulaires décrites dans les publications,
peuvent contenir des contaminations avec d’autres lignées cellulaires ou étre mal identifiées (pour revue
voir Hughues et al.,2007). Cette contamination des lignées cellulaires par d’autres lignées est connue
depuis les années 50. Sur la base des cellules soumises aux principales banques de stockages (ATCC,

ECACC), il y aurait ainsi entre 18% et 36% des cellules qui seraient contaminées ou mal identifiées.

De méme, il convient de vérifier avant tout usage des lignées cellulaires, 1’absence d’agents
contaminants tels que les mycoplasmes qui sont particulierement difficiles a observer et provoquent des
altérations majeures de la cellule a I’origine de biais expérimentaux. C’est d’ailleurs pour cela que nos
lots de cellules ont été testés par méthode PCR pour s’assurer de 1’absence de mycoplasme. De plus, les
niveaux des passages sont rarement indiqués dans les protocoles. Or I'utilisation de cellules a des
passages trés élevés participe a générer des erreurs liées notamment a la dérive génétique des cellules.
Ainsi, des lignées cellulaires maintenues trop longtemps en culture présenteraient un métabolisme ou
des fonctions clés qui pourraient étre altéres. Ces cellules seraient alors trés éloignées des modeles

cellulaires référencés a I’origine dans les publications.
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Une premiere conclusion que 1’on peut tirer de cette expérience est que le choix du modele cellulaire a
la base de notre systéme de détection est important car il doit étre sensible au parasite. Il faut également
étre en mesure de s’assurer que l’origine de la lignée utilisée n’introduit pas de biais dans
I’expérimentation. Ce constat est d’autant plus important dans la conception d’un dispositif destiné a
étre mis a disposition de la communauté scientifique et qui utilise ses propres sources de cellules. En
effet, pour garantir la reproductibilité des analyses effectuées entre les laboratoires, il faudra étre en

mesure de vérifier ’origine des lignées cellulaires employées.

Enfin, a défaut d’obtenir la lignée COLO-680N fonctionnelle permettant d’obtenir la production
d’oocystes, seules les cellules HCT-8 ont été utilisées dans la suite des expériences puisqu’elles

présentaient des taux d’infection plus élevés.

Partie 2 — Evaluation de I’efficacité de la paromomycine par des méthodes

standards

Le but de cette seconde partie est de comparer les méthodes employées pour appréhender 1’efficacité de
la paromomycine en modeéle in vitro. Pour ce faire, deux méthodes couramment utilisées dans le criblage
de molécules thérapeutiques ont été testées : la microscopie et 1’analyse moléculaire. Cette étape avait
pour objectif de donner un point de comparaison quant a 1’efficacité de la spectroscopie d’impédance a
détecter 1’activité anticryptosporidies de nouveaux composés thérapeutiques. Enfin, cette partie visait a
automatiser 1’analyse par microscopie en vue de la coupler par la suite, a I’analyse électrique elle-méme

automatisée.

2.1 Evaluation de Pefficacité de la paromomycine par microscopie

2.1.1 Détermination de la cytotoxicité de la paromomycine

L’efficacité de la paromomycine a été déterminée par microscopie de fluorescence en quantifiant la
présence du parasite C. parvum en fonction de doses croissantes en paromomycine. Toutefois, avant de
réaliser ce test, la cytotoxicité de la paromomycine a été analysée sur les cellules HCT-8. Pour cela, des
concentrations croissantes de paromomycine (0,0625 — 0,125 — 0,250 — 0,5 — 1 mg/mL) ont été ajoutées
durant 48 heures et I’effet cytotoxique de la paromomycine a été visualisé en utilisant le marquage Syto9
/ iodure de propidium (PI). Ce marquage permet de colorer en rouge les cellules mortes dont la
membrane perméable laisse entrer I’iodure de propidium alors que les cellules vivantes non perméables,
seront colorées en vert par le Syto9 qui est un colorant traversant la membrane. Dix images par puits ont
été prises au grossissement x400 (Figure 32) avant de quantifier la viabilité des cellules présentée dans

le Tableau 5.
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Figure 32 : Détermination de la cytotoxicité de la paromomycine sur les cellules HCT-8 traitées pendant 48

I I l *
1

0.0625 0,125 0,25 0.5
Paromomycine mg/mL

heures en utilisant le marquage Syto9/PI. (A) Observation microscopique - Barre d'échelle 100um (x400. (B)

Pourcentage de viabilité (p<0,05 ; test Mann-Whitney)

Paromomycine (mg/mL) 0 0,0625 | 0,125 | 0,25 0,5 1
% Viabilité HCT-8 91.64 | 91.33 | 90.78 | 90.40 | 89.04 | 88.42

Tableau 5 : Pourcentage de viabilité cellulaire en fonction de doses croissantes de paromomycine.

Comme le montre le Tableau 5 et en accord avec les données de la littérature (Gargala et al.,2000 ;
Downey et al.,2008), aucune cytotoxicité particuliecre n’a été détectée jusqu’a 1mg/mL de
paromomycine. C’est a partir de cette dose que les premiers effets modérés de cytotoxicité ont pu étre

visualisés.

2.1.2 Détermination de I’ICsp par quantification automatique de C. parvum sur la
base du plugin StarDist (Fiji)

La quantification parasitaire a été réalisée en analysant les images fluorescentes grace au logiciel Fiji et
plus particulierement en utilisant le plugin StarDist. Ainsi, les cellules HCT-8 ont d’abord été
ensemencees sur une lame de microscope et infectées avec des oocystes de C. parvum. Une gamme de
concentrations croissantes de paromomycine (2X) a été ajoutée au milieu de culture a 4h post-infection
pour obtenir une concentration finale de 1X. Aprés 48h d’infection, les cellules ont été fixées et les
parasites ont été marqués en vert par I’utilisation d’anticorps fluorescents (Sporo-Glo-FL™). Dix images
par puits ont été prises au grossissement x400 pour étre analysées avec le plugin StarDist. Comme le

montre la Figure 33, le plugin StarDist permet de repérer les parasites C. parvum en détectant la
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fluorescence verte émise. Bien que ce plugin soit initialement employé pour la détection des noyaux

cellulaires de forme arrondie, les parasites également de forme arrondie sont bien reconnus.

A B C

Figure 33 : Analyse des cellules infectées par C. parvum en utilisant le plugin StarDist. (A) Image initiale HCT-8
infectées dont les noyaux ont été colorés au Hoechst (bleu), les parasites intracellulaires en vert et les oocystes en

rouge. (B) Canal vert isolé. (C) Détection des parasites par StarDist. G x400.

Ce mode d’analyse nous a permis d’acquérir les données morphométriques de chaque parasite détecté
avec notamment la surface des parasites (Figure 34A) ainsi que la quantification de C. parvum en

fonction de doses croissantes de paromomycine (Figure 34B).
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Figure 34 : Efficacité de la paromomycine au temps 48 heures post-infection(A) Somme des aires du parasite C.
parvum et (B) nombre de parasites détectés avec le plugin StarDist. 10 images analysées/puits (n=3 ) moyenne

+/- écart-type.

Ces résultats présentent un effet dose-dépendant de la paromomycine et un pourcentage d’inhibition de
la croissance de C. parvum a pu étre calculé a partir de la détection des surfaces du parasite aux
différentes concentrations de paromomycine (Figure 34A). Ainsi, une Concentration Inhibitrice
médiane (Clso) de 357 pg/mL a été trouvée au temps 48 heures post-infection (Figure 35) avec des
pourcentages d’inhibition du développement de C. parvum compris entre 29,1% a 62,5ug/mL et 66,3%
a 1000 pg/mL.
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Figure 35 : Détermination de la Clso de la paromomycine a 48h post-infection par méthode microscopique.

Cette expérience a également été réalisée au temps 72 heures post-infection (Figure 36) ou une valeur

de Clso de 261 pg/mL a pu étre déterminée. De méme, cette Clso plus faible a été associée a des taux
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d’inhibition plus élevés avec 90% a 1000 pug/mL contre 66,3% au temps 48 heures. Toutefois, la forte
inhibition & 1000 pg/mL pourrait étre corrélée a une diminution de la viabilité cellulaire puisque
I’évaluation de la viabilit¢é au co-marquage Syto9/Pl avait présenté une diminution légere mais

significative de la viabilité cellulaire.
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Figure 36 : Efficacité de la paromomycine au temps 72 heures post-infection (A) Somme des aires du parasite C.
parvum et (B) : Détermination de la Clso de la paromomycine a 72h post-infection par méthode microscopique.

10 images analysées/puits (n=3) Moyenne +/- écart-type

De plus, les données morphométriques obtenues par StarDist aprés 48 et 72 heures d’infection ont
permis d’obtenir des informations sur la taille des parasites détectés (um?) en fonction des doses
croissantes de paromomycine (Figure 37). Des tailles ont pu étre attribuées aux différentes phases de C.
parvum (formes libres — intracellulaires asexuées et intracellulaires sexuées) aprés observation et

détermination des stades en microscopie au grossissement x630.

La distribution des tailles aprés 48 h d’infection (37A) montre que la majorité des formes détectées a ce
temps appartient aux phases asexuées avec une forte proportion de trophozoites. De plus, une importante
inhibition du développement parasitaire peut étre observée aprés traitement par la paromomycine, aussi
bien sur les formes intracellulaires asexuées (de 63,1 % - 51,3% - 59,3% - 61,8% et 74,2 %) que sur les
formes intracellulaires sexuées (de 56,4% a la dose la plus faible jusqu’a 89,2% pour la dose la plus

élevée).

En ce qui concerne les résultats au temps 72 h d’infection (37B), une sexualisation de la reproduction
du parasite peut étre observée avec un effet inhibiteur de la paromomycine (qui est surtout visible sur

les stades sexués).
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Figure 37 : Distribution de I'aire des parasites (um?) aux temps 48 heures post-infection (A) et 72 heures post-
infection (B) en fonction des doses croissantes de paromomycine. 10 images analysées/puits. Représentation de

la moyenne des trois puits avec écart-type.

Conclusion

En comparant ces résultats avec ceux de la littérature, on remarque que plusieurs méthodes de
quantification parasitaire par microscopie ont été utilisées pour déterminer I’efficacité de la

paromomycine en modeéle in vitro. En effet, Perkins et ses collaborateurs (1998) ont obtenu une Clso de
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85 uM (52,3 pg/mL) aprés 48 heures d’infection dans les cellules Caco-2. Ce résultat a été obtenu en
comptant manuellement les stades intracellulaires de C. parvum a I’aide d’un anticorps fluorescent
spécifique et une inhibition maximale de 55% a été atteinte a 400 uM (246,3 pug/mL). Une autre
technique plus récente consiste a quantifier I’intensité de la fluorescence émise par les parasites apres
immunomarquage. Cette méthode a été employée par Li et ses collegues (2019), afin d’évaluer
I’efficacité de la paromomycine dans les cellules HCT-8 infectées par C. parvum durant 48h et 72 h a
des concentrations variables jusqu’a 1000 pM (615,6 pg/mL). Une inhibition dépendante de la
concentration a été remarquée aux temps 48 h et 72 h avec des valeurs de Clso de 400 uM (246,3 pg/mL)

et 450 uM (277 pg/mL) respectivement.

Ainsi, nos résultats sont cohérents avec les valeurs publiées dans la littérature que ce soit par une
méthode de quantification manuelle, ou par une quantification de I’intensité de fluorescence émise par
le parasite. L’approche microscopique développée avec le plugin StarDist est une méthode simple,
rapide et efficace. Bien que 1’algorithme ait été entrainé a reconnaitre des noyaux cellulaires, nous avons
obtenu de bons résultats en quantifiant la surface totale du parasite détectée par StarDist. Pour ce qui est
du dénombrement des objets détectés par StarDist, une distinction indépendante des parasite C. parvum
agrégés entre eux était plus difficile et des erreurs de comptage ont été remarquées, expliquant pourquoi

la quantification des surfaces était plus adaptée et a permis de régler ce probléme.

De méme, en utilisant 1’algorithme de StarDist, il est possible de développer son propre modéle de
détection afin d’obtenir une détection plus précise des parasites de 1’espéce C. parvum. Le
développement d’un modéle de reconnaissance automatisée spécifique repose avant tout sur la création
d’un dataset labelisé, autrement dit, il faut indiquer a 1’algorithme ce qu’il doit reconnaitre sur les images
en procédant par une étape de segmentation. La segmentation des images est 1’étape la plus laborieuse
car elle nécessite d’annoter avec précision 1’objet a identifier. Aprés cette étape de segmentation, un
Masque est généré pour entrainer le modele. Un premier test a été entrepris afin de créer un modéle
plus performant dans la reconnaissance du parasite C. parvum (Figure 38). En effet, nous avions
remarqué que pour la détection de faible densité parasitaire, notamment a forte doses de paromomycine,
la détection était beaucoup plus complexe. Ainsi, une trentaine d’images a été utilisée pour entrainer
StarDist et comme le montre la Figure 38, une amélioration au niveau de la détection peut étre
remarquée avec moins de faux positifs. Toutefois, ce modéle n’est pas optimal et dans le but de
I’améliorer, un entrainement avec plus d’images sera réitéré, de méme, pour augmenter la précision, le
modele sera entrainé avec plusieurs lots d’images provenant d’expérimentations différentes avec des

densités parasitaires variables.
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Figure 38 : Comparaison de la détection du modele initial StarDist avec le nouveau modele StarDist entrainé a
reconnaitre les parasites C. parvum. (A) Image initiale de cellules HCT-8 infectées. (B) Canal vert isolé
(parasites). (C) Masque généré par le modele initial StarDist et (D) par le nouveau modele StarDist entrainé. (E)

Segmentation des parasites détectés par le modele initial StarDist et (F) par le nouveau modéle StarDist entrainé.
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2.2 — Evaluation de I’efficacité de la paromomycine par analyse moléculaire

Pour valider les résultats obtenus par microscopie, des analyses moléculaires quantitatives ont été
réalisées par qPCR en amplifiant le gégne COWP de C. parvum.

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits et cultivées jusqu’a confluence. Les cellules
ont été infectées avec C. parvum pendant 48 heures. L’ajout de la gamme de paromomycine au temps 4
heures post-infection a été réalisé de deux facons : (1) sans rincer le tapis cellulaire, la solution de
paromomycine 2X a été ajoutée directement pour obtenir une solution 1X ou (2) en ringant le tapis
cellulaire avant d’ajouter la solution de paromomycine 1X. Une infection contrdle a également été

réalisée avec des oocystes inactivés par la chaleur.

Des résultats différents ont été obtenus en fonction des deux protocoles. En effet, la Figure 39A présente
la quantification de I’ADN issu de C. parvum sans ringage au temps 4 heures post-infection. L’effet
inhibiteur de la paromomycine a bien ét¢ visualisé mais de fagon surprenante son action n’était pas dose-
dépendante puisque les pourcentages d’inhibition étaient de 43% aux doses 62,5ug/mL et 250 pg/mL ;
45% a 500 pg/mL et de 55% aux doses 125 pg/mL et 1000 pug/mL. En revanche, le ringage du tapis
cellulaire avant d’ajouter la paromomycine (Figure 39B) a permis d’obtenir une inhibition dose-
dépendante avec des pourcentages d’inhibition du développement de C. parvum de 37,5% ; 43,6% ;
42,8% ; 52,8% et 74,2% respectivement pour chaque point de dilution de la gamme croissante de

paromomycine ainsi qu’une Clso de 382 pg/mL.
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Figure 39 : Quantification de C. parvum par PCR quantitative a 48h post-infection en fonction de doses
croissantes de Paromomycine (62,5 - 125 - 250 - 500 et 1000 pg/mL). Comparaison avec les cellules infectées
pendant 48h sans paromomycine (T48h) et avec les cellules infectées avec des parasites morts (T48h mort). (A)

Traitement sans rincage a 4h post-infection et (B) avec rincage a 4h post-infection.

En confrontant nos résultats obtenus par gPCR avec les données de la littérature, des résultats avec des
Clso plus faibles ont été observés. En effet, les travaux précédemment réalisés par Cai et al.,2005 ont
montré une Clso de 77,5 ug/mL aprés 48 heures d’exposition a la paromomycine avec un taux
d’inhibition trés élevé (>95%) a une concentration de 810 ug/mL. Ces résultats ont également été

confirmés par Zhang et Zhu (2015) avec une Clso de 75,7 pg/mL.

Néanmoins, la méthode de quantification différe de la ndtre puisque dans ces études I’ARN a été utilisé
pour réaliser I’analyse moléculaire (QRT-PCR, quantitative Reverse Transcriptase- Polymerase Chain
Reaction). Bien que cette méthode soit plus sensible, elle demeure néanmoins plus compliquée a mettre
en ceuvre puisqu’elle nécessite au préalable un pré-traitement avec une DNAse afin d’exclure tout risque
de contamination et un traitement de toutes les surfaces et consommables pour garantir leur statut
RNAse free. Cette différence pourrait expliquer la raison pour laquelle la Clso déterminée au cours de

nos expérimentations est cinq fois plus élevée.

Dans le cas ou la quantification moléculaire a été réalisée sur de I’ADN, comme dans 1’étude de
Shahiduzzaman et al.,2020 des taux d’inhibition similaires a nos résultats ont été observés. Leurs
résultats ont présenté une inhibition du développement de C. parvum de 64,5% a 1 mg/mL contre 74,2%
dans notre cas. De méme, une étude menée par Woolsey et ses collegues (2022) ont obtenus des résultats
variables en fonction du nombre d’expérimentation qPCR avec des pourcentages d’inhibition compris
entre 77 et 90,7% a 500 pg/mL. Les auteurs attribuent cette variabilité a I’inoculum d’oocystes lors de

I’ajout aux cellules et dont la quantité parasitaire ne peut pas étre contr6lée et réalisée a chaque
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expérience de fagon reproductible (Woolsey et al.,2022 ; Rochelle et al.,2002). Ainsi, la variabilité des
protocoles d’infection utilisés (méthode de quantification, temps d’incubation en présence de la
paromomycine, lavage, etc.) et les diverses souches de C. parvum utilisées, contribuent a I’hétérogénéité

des résultats retrouvés en fonction des études.

Cependant, en comparant nos données obtenues par qPCR avec celles de la microscopie, des résultats
cohérents ont bien été obtenus pour les deux méthodes avec des pourcentages d’inhibition similaires
(Tableau 6). Et une valeur de Clso au temps 48 h équivalente entre les méthodes : 382ug/mL par
approche gPCR et 357ug/mL par approche microscopique.

% d’inhibition de C. parvum (48 heures post-infection)
Concentration paromomycine Microscopie gPCR
(Hg/mL)
62,5 29,1 37,5
125 44,5 43,6
250 48,6 42,8
500 62,5 52,8
1000 66,3 74,2

Tableau 6 : Comparaison du pourcentage d’inhibition de C. parvum déterminé par microscopie et par gPCR en

fonction de doses croissantes de paromomycine apres 48 heures d’infection.

3 — Evaluation de Defficacité de la paromomycine par spectroscopie
d’impédance

Enfin, dans I’objectif de caractériser la réponse électrique de cellules infectées par C. parvum et de
visualiser I’effet de la paromomycine, un dispositif de mesure contenant dix puits de culture a été congu
en utilisant des électrodes commerciales interdigitées en platine. Néanmoins, avant d’utiliser ce

dispositif, un prototype simplifié a été mis au point afin de déterminer si ces électrodes commerciales

étaient adaptées aux mesures que nous souhaitions réaliser.

Les électrodes Metrohm (Dropsens) sont des électrodes interdigitées droites en platine d’une largeur et
d’un espacement de Sum. Ces électrodes ont été choisies en fonction de leur capacité a sonder un tapis
cellulaire de quelques micrométres d’épaisseur. En effet, le champ de pénétration de ces électrodes peut
étre estimé selon les travaux effectués par Linderholm (2006) qui définit la profondeur de champ PC
comme étant la hauteur a laquelle I’intensité du champ électrique est divisée par deux. De méme, la

profondeur de champ PC peut étre calculée selon la formule suivante Linderholm (2006) :

L, +E L 2 L 2 L
p, =~ 2l _1_(_31) P 1_(_61) +(_l>
2 Lel + Eel Lel + Eel Lel + Eel

Avec les parameétres Le (largeur d’électrode) et Ee (espacement des doigts) de 5 um, une profondeur de

4

champ de 3,72 um a été déterminée.
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Le but de ces expérimentations visait également a vérifier le bon fonctionnement du logiciel permettant

le controle et I’acquisition des données impédimétriques.

3.1 Caracteérisation du prototype 1 électrode

3.1.1 Détermination de la sensibilité des électrodes commerciales

Les premiéres expériences ont été consacrées au contrble de la stabilité dans le temps et a la sensibilité
des réponses électriques. Des tests de calibration ont donc été réalisés avec de 1’eau désionisée (EDI) et
des solutions de tampon phosphate (PBS, Phosphate Buffer Saline) a différentes concentrations (0.1X
,1X et 10X).

Comme le montre la Figure 40, des spectres d’impédance distincts ont été obtenus permettant
d’identifier ’EDI des trois solutions de PBS. Le profil d’impédance de ’EDI présente trois parties
specifiques : La premiére partie de 100 Hz a 2 kHz montre une diminution rapide de I’amplitude avant
de se stabiliser dans une seconde partie aux fréquences comprises entre 2 kHz et 20 kHz. Enfin, dans la
derniere partie du spectre, I’'impédance chute a nouveau fortement aux fréquences supérieures a 20 kHz

jusqu’a 500 kHz.

Dans le cas des trois solutions de PBS plus conductrices en raison de leur concentration croissante en
sels, les trois spectres se caractérisent dans une premiére partie par une diminution linéaire et rapide de
I’impédance avant de se stabiliser dans une seconde partie jusqu’a 500 kHz. On observe également que

la distinction des trois solutions est plus visible aux fréquences faibles (< 2 kHz).
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Figure 40 : Spectres d'impédance de I'eau désionisée (EDI) et d'une gamme de solutions de concentration
croissante de PBS (Phosphate Buffer Saline) 0.1X - 1X et 10X enregistrés aux fréquences de 100 Hz a 500 kHz

La comparaison entre le spectre d’amplitude avec la phase (diagramme de Bode) permet d’apporter des
renseignements sur le comportement du systéme en déterminant selon le degré de la phase le

comportement résistif (Phase = 0°) ou capacitif (Phase = -90°).
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Dans le cas de I’EDI (Figure 41A), alors que I’impédance diminue de 100 Hz a 2 kHz, la phase quant a
elle, augmente d’une valeur de -33° (100 Hz) jusqu’a se stabiliser a -10° (5 kHz) en se rapprochant d’un
comportement résistif. Dans la derniére partie, au-dela de 20 kHz, tout comme 1’amplitude, la phase
diminue jusqu’a atteindre une valeur de -51° (350 kHz) mais une légére augmentation de la phase peut
étre remarquée jusqu’a a 500 kHz (-46°). Concernant la solution de PBS 1X (Figure 41B), une
diminution de la phase va étre observée de 100 a 200 Hz pour finalement augmenter de -70° vers la

valeur 0°.

A 3000 : B 3000
—|z| EDI

2 500 —— Phase (") EDI | 2 500 —|Z| PBS 1X

\ 20
2000 30 2000

I
=] 40 B G
= 1500 2 =150
N S0y N
g
=
1000 60 ™ 1000
-70
500 500
-80
_ -90 -
100 1000 10000 100 000 100 1000 10000 100 000
Fréquence \ Hz Fréquence \ Hz

Figure 41 : Diagramme de Bode de I'eau désionisée (EDI) (A) et (B) du PBS enregistré aux fréquences de 100 Hz
a 500 kHz.

Restitution du signal initial de I’EDI

Afin de rédiger un protocole détaillé, la qualité du nettoyage des électrodes apres leur utilisation a été
évaluée. Plusieurs ringages a I’eau désionisée ont été effectués aprés une acquisition avec du PBS 1X.
Comme le montre la Figure 42, trois ringages n’ont pas été suffisants pour réobtenir le signal
impédimétrique initial obtenu avec de 1’eau désionisée. Des tests supplémentaires de 6 a 9 ringages ont

été nécessaires pour obtenir des électrodes propres.
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Figure 42 : Détermination de la sensibilité de I'électrode aprés nettoyage avec de I'EDI.
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3.2 Détermination de la stabilité des réponses électriques du prototype

Avant d’entreprendre la croissance cellulaire des HCT-8 dans le prototype 1 électrode, la stabilité du
signal impédimétrique a été vérifiée a long terme en effectuant une acquisition de 24 heures avec du
milieu de culture cellulaire (RPMI 1640).
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Figure 43 : Stabilité des mesures impédimétriques du milieu de culture RPMI-1640 durant 24 h d'acquisition. (A)
Représentation des mesures a différentes fréquences de 500 Hz a 200 kHz. (B) Spectres d'impédance au lancement

de I'acquisition (t=0 h) et a 24 h post-acquisition (t=24 h).

Comme le montre la Figure 43, la réponse impédimétrique a été relativement stable tout au long de
I’expérience, a I’exception de faibles variations qui ont été observées aux fréquences inférieures a 1
kHz. En effet, une variation d’une dizaine d’Ohms a été enregistrée pour la fréquence 500 Hz passant
de 478 Q a 469 Q. Au-dela de 1 kHz et jusqu’a 500 kHz, de trés faibles fluctuations (< 0,5 Q) ont été

enregistrées montrant une réponse électrique stable durant 24 heures.

3.3 Croissance des cellules HCT-8 dans le prototype

Apres vérification de la stabilité du signal, les tests de croissance cellulaire ont pu démarrer. Pour cela,
50 000 cellules HCT-8 ont été déposées dans le puits de culture dont la surface a été préalablement
recouverte d’une protéine facilitant 1’adhésion des cellules (fibronectine) et les réponses électriques ont
été enregistrées pendant 28 heures de croissance aux fréquences comprises entre 100 Hz et 500 kHz.

Pour faciliter la lecture des résultats et pour pouvoir comparer plusieurs expériences indépendantes,

I’évolution des valeurs a été normalisée par rapport a to= 0 h selon la formule suivante :

@
|z t=0h1)]

|Z(t,f)|N0rm =

L’impédance enregistrée au cours des 28 heures de croissance (Figure 44A) a montré un profil typique

d’une courbe de croissance caractérisée par une augmentation rapide de I’impédance durant les deux
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premicres heures, correspondant a 1’adhésion des cellules a la surface des é€lectrodes, puis par une
augmentation plus lente corrélée au développement des cellules jusqu’a la confluence marquée par une

stabilisation du signal formant un plateau a partir du temps 24 heures de croissance.

De méme, la comparaison de différentes croissances cellulaires a permis de distinguer les cellules dont
la confluence a rapidement été atteinte en 24 heures de croissance avec une amplitude plus élevée par
rapport aux cellules encore en cours de réplication et celles qui avaient une croissance ralentie. (Figure
44B). Ces variations au niveau de la vitesse de croissance des cellules pourraient étre dues au niveau de
repiquage. En effet, les travaux de Dibao-Dina ont permis de mettre en évidence I’influence du nombre
de repiquage sur I’amplitude de I’impédance avec un nombre maximal de repiquage compris entre 14 et

24 pour assurer la reproductibilité des courbes de croissance.
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Figure 44 : Croissances cellulaires des HCT-8. (A) Données brutes a 30 kHz enregistrées pendant 28 h. (B) Quatre
croissances cellulaires normalisées enregistrées a 30 kHz pendant 24 h. Les courbes en orange représentent les
cellules dont la confluence a été atteinte, la courbe jaune montre les cellules encore en cours de développement et

la courbe en vert présente une croissance ralentie des HCT-8.

3.4 Infection des cellules HCT-8 avec C. parvum dans le prototype

Les cellules HCT-8 ont été ensemencées, cultivées jusqu’a confluence et infectées avec de oocystes de
C. parvum (Iowa). L’impédance a été enregistrée en continu pendant 24 heures a des fréquences
comprises entre 100 Hz et 500 kHz. Aprés ces 24 heures de croissance cellulaire, le tapis confluent a été
infecté selon le ratio 1 oocyste/cellule. Pour visualiser 1’effet du parasite, une infection a également été
effectuée avec des oocystes morts (= inactivés) servant de témoin négatif. L’infection a ensuite été suivie
durant 24 heures et les résultats ont été normalisés au temps 6 heures post-infection (temps pour lequel
peu de variations sont observées). La Figure 45 montre qu’a 30kHz, il existe une différence d’amplitude
notable entre les valeurs d’impédance des conditions témoins (milieu de culture et parasites morts) et
les valeurs des cellules infectées avec le parasite. En effet, le milieu de culture RPMI-1640 présente un
signal trés stable tout au long de 1’expérimentation avec des valeurs constantes égales a 1. Dans le cas

des cellules infectées avec les oocystes inactivés, une diminution progressive des valeurs d’impédance
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a été observée jusqu’a la fin de 1’acquisition. Enfin, les deux courbes représentant les cellules infectées
par C. parvum révelent un aspect bien distinct des conditions témoins avec 1’apparition d’une
augmentation de I’impédance des 9 h d’infection et jusqu’a une valeur maximale obtenue a 11 h.

Toutefois, ces variations restent tres faibles.
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Figure 45 : Réponses impédimétriques normalisées des cellules HCT-8 infectées par C. parvum pendant 24 h en
utilisant des électrodes interdigitées de 5 um. Les courbes en rouges représentent deux expériences indépendantes
d’infection ; la courbe en noir représente le milieu de culture et la courbe en bleu fait référence a une infection

avec des parasites inactives par une succession de chocs thermiques.

Ces résultats encourageants basés sur I’utilisation d’un prototype avec 1 seul puits d’analyse ont permis
de mettre en avant la détection des croissances cellulaires et de visualiser une réponse singuliére du tapis
cellulaire infecté par rapport aux conditions contrdles. Toutefois, le format 1 puits ralentit
considérablement le déroulé des expérimentations puisque chaque condition doit étre réalisée
successivement et cela empéche également de réaliser les expériences dans les mémes conditions. Ainsi,
le passage d’un dispositif comportant une électrode a un modéle comportant 10 électrodes a été effectué

afin de réaliser dix expériences en parallele.

4. Utilisation du dispositif 10 puits

Les premiers tests réalisés avec le dispositif 10 puits ont été entrepris dans le but de valider les résultats
obtenus précédemment avec les électrodes 5 um dans le prototype a un seul puit et de déterminer si en
passant au format 10 puits on obtenait 10 réplicas de chaque expérience. De méme, les expériences
visaient également le design et a optimiser les paramétres expérimentaux avant d’effectuer les

expériences d’infection et les tests avec la paromomycine.

4.1 Test du dispositif avec de ’EDI et des solutions de PBS

Tout comme le prototype avec 1 seul puits, le dispositif 10 puits a été calibré avec de I’EDI et des

solutions de concentration croissante en PBS. Le profil de réponse impédimétrique de I’EDI a bien été
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retrouvé (Figure 46A) avec toutefois quelques fluctuations du signal au cours du temps. Une période de
30 min a donc été nécessaire pour obtenir un signal stable. De plus, comme le montre la Figure 46B,
une différence a été visualisée entre les dix réponses impédimétriques de chaque puits. Cette observation
peut étre la conséquence d’une variabilité inter-électrodes lors de leur processus de fabrication ou, étre

due a un défaut de nettoyage avant leur utilisation.
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Figure 46 : Spectres d'impédance de I'EDI dans le dispositif 10 puits. (A) Représentation des données brutes pour

un puits. (n=3, Moyenne +/- Ecart-type) (B) Normalisation de I'impédance de I'EDI dans les 10 puits.

Cette variabilité a également été remarquée en utilisant du PBS 1X (Figure 47) mais la normalisation
des résultats a permis d’harmoniser I’ensemble des dix spectres, montrant qu’on obtenait bien les

courbes telles que celles obtenues avec le dispositif 1 puits.
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Figure 47 : Spectres d'impédance du PBS 1X enregistrés dans 5 des 10 puits du dispositif. (A) Données brutes et

(B) Impédance normalisée a 100Hz.

4.2 Stabilité des mesures impédimétriques dans le dispositif 10 puits

Pour évaluer la stabilité des mesures impédimétriques, un protocole similaire a celui précédemment
effectué avec le prototype a été entrepris en utilisant le milieu RPMI-1640 durant 24 heures. La Figure
48 présente les valeurs d’impédance recueillies aux temps 1 heure et 24 heures post-acquisition aux

fréquences 5 kHz, 10 kHz, 50 kH et 100 kHz dans les différents puits de culture. A 1’exception de deux
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puits ou les valeurs étaient plus élevées (puits n°2 et n°7), des valeurs similaires ont été retrouvées entre

les puits de cultures (Tableau 7).
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Figure 48 : Représentation des valeurs d’impédance du milieu de culture dans le dispositif 10 puits aux temps 1 h

et 24 h post-acquisition aux fréquences (A) 5kHz ; (B) 10kHz ; (C) 50kHz et (D) 100kHz.

Valeur d’impédance moyenne (Ohm)
Puits1 | Puits 2 Puits 3 Puits 4 Puits 5 Puits6 | Puits7 | Puits 8
5 kHz 235 426 219,2 172,5 178,3 1849 459,8 155,1
10 kHz 216,1 393,7 192,2 156,9 165,1 178,7 413,5 143,5
50 kHz 198,5 360 172 1431 153,6 162,3 3739 131,8
100 kHz 195,5 353,1 167,7 140,8 152,1 159,1 366,3 129,8

Tableau 7 : Comparaison des valeurs d'impédance moyennes du milieu de culture RPMI-1640 en fonction des

fréquences apres 24 h d'acquisition.

4.3 Croissances cellulaires dans le dispositif 10 puits

L’obtention des dix puits nous a permis de tester deux lignées cellulaires en paralléle. Ainsi, la

croissance des cellules HCT-8 a été comparée a la croissance des cellules COLO-680N (Figure 49).

Une distinction entre les deux profils d’impédance a pu étre observée.

En effet, comme présentés dans les Figures 49A et 49C, entre 500 Hz et 5 kHz, les cellules COLO-680N

présentent une réponse impédimeétrique trés stable dans le temps puisque les courbes obtenues a 1h et

24 h se superposent. Pour leur part, les cellules HCT-8 présentent sur la méme gamme de fréquences
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des différences de réponse impédimétrique. En revanche I’amplitude de I’impédance lors de la
croissance des COLO-680N varie Iégerement dans le temps aux fréquences comprises entre 5 kHz et
100 kHz. Dans la méme gamme de fréquences, les HCT-8 présentent des valeurs d’impédance
particulierement stables dans le temps. Les observations microscopiques ont permis de mettre en
évidence des différences morphologiques entre les deux lignées ou les cellules COLO-680N formaient
des projections cytoplasmiques alors que les HCT-8 formaient un tapis cellulaire plus compact (Figures
49B et 49D) celui-ci couvrant efficacement la surface des électrodes provoquant une augmentation de

I’impédance contrairement au cas des COLO-680N.
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Figure 49 : Croissance des cellules COLO680N et HCT-8. (4) Spectre d’impédance des cellules COLO680ON aux
temps 1h et 24h post-ensemencement ; (B) Observation microscopique des cellules COLO680N a 24h de
croissance (Gx400). (C) Spectres d'impédance des cellules HCT-8 aux temps 1h et 24h post-ensemencement. (D)
Observation microscopique des cellules HCT-8 a 24h de croissance (Gx400). Les barres en noir représentent les

électrodes interdigitées.

La Figure 50 souligne également les différentes réponses impédimétriques normalisées des croissances
cellulaires en fonction de fréquence. Dans le cas des cellules HCT-8, I’amplitude augmente trés
rapidement au cours des deux premieres heures avant de diminuer brusquement aux fréquences
inférieures a 50 kHz. En ce qui concerne les cellules COLO-680N, a I’exception de la fréquence 1 kHz
dont I’amplitude diminue, on peut remarquer que 1’augmentation de 1I’amplitude est plus progressive par

rapport aux cellules HCT-8.
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Figure 50 : Réponses impédimétriques normalisées de la croissance cellulaire des cellules HCT-8 (A) et des
cellules COLO680N (B) durant 24 heures a différentes fréquences de 1 kHz a 200 kHz.

4.4 Suivi par impédance de I’infection des cellules HCT-8 par C. parvum

Les cellules HCT-8 ont été ensemenceées dans le dispositif 10 puits (Figure 51) jusqu’a confluence et
infectées avec des oocystes de C. parvum. Aprés trente minutes de stabilisation dans I’étuve 37°C, la
réponse impédimétrique a été enregistrée durant 24 heures. En comparant avec les résultats obtenus
précédemment avec le prototype ne contenant qu’un seul puits, le signal du milieu reste bien constant
au cours de I’expérimentation. On peut également observer une baisse de I’amplitude pour les cellules
non infectées rappelant le profil obtenu avec les cellules infectées avec le parasite inactivé. En revanche,
les puits infectés avec C. parvum présentent une légére augmentation de I’impédance entre les temps 9
et 13 heures post-infection qui est équivalente a celle obtenue dans le modéle ne comportant qu’un seul
puits. Il est a noter toutefois que I’amplitude de la réponse impédimétrique reste relativement faible. Ce
constat souligne un manque de sensibilité du systeme. Cette faiblesse dans le niveau de détection des
cellules infectées pourrait étre problématique si les variations de réponses cellulaires lors des tests de
nouveaux traitements s’avéraient également faibles. En effet, il pourrait étre & craindre que le dispositif

ainsi élaboré ne soit pas en mesure de détecter ces faibles variations liées au traitement.
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Figure 51 : Réponses impédimétriques normalisées des cellules HCT-8 infectées pendant 24 h par C. parvum

(lowa) (courbes rouge); les cellules non infectées (gris) et le milieu de culture RPMI-1640 (noir).

Or les travaux de Dibao-Dina (2015) ont permis d’obtenir un suivi de 1’infection des cellules HCT-8
par C. parvum pendant 60 heures en utilisant des électrodes interdigitées. Trois pics reproductibles
avaient été mis en évidence aux temps 12 h — 23 h et 31 h post-infection ainsi que trois minima aux
temps 9 h -19 h et 28 h post-infection. Ces pics et ses minima ont pu étre corrélés a ’alternance des
formes libres (zoites) et intracellulaires du parasite. Dans notre cas, 1’utilisation des électrodes
commerciales interdigitées Metrohm n’a pas permis d’obtenir ce niveau de précision permettant de
discriminer les étapes de développement du parasite C. parvum. Toutefois, une réponse impédimétrique
spécifique des cellules HCT-8 infectées a pu étre mise en évidence par rapport aux réponses des cellules
non infectées ou infectées avec des oocystes inactivés. D’ailleurs, I’augmentation de 1I’impédance
retrouvé au temps 11 h post-infection est concordant avec les résultats obtenus par Alfred Dibao-Dina.
Néanmoins, ’absence des autres profils caractéristiques du signal décrit par Dibao-Dina pourrait venir
des types d’électrode différant par leur composition (Platine vs or) ainsi que par leur géométrie. En effet,
les électrodes utilisées par Dibao-Dina sont composées de disques déposés les uns a coté des autres,
permettant de sonder le tapis cellulaire dans de multiples directions, contrairement aux électrodes

commerciales Methrohm rectilignes.

Ainsi, le manque de sensibilité des électrodes interdigitées commerciales Methrohm nous pousse a
utiliser des électrodes fabriquées selon le design et les dimensions d’électrodes précédemment décrits
dans les travaux de Dibao-Dina afin de mettre au point le dispositif 96 puits destiné au criblage de

molécules a visée thérapeutique.
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Perspectives

1. Stratégies a court terme : amélioration des techniques

Pour corréler les mesures électriques aux informations obtenues par microscopie, deux techniques
d’imagerie peuvent étre utilisées : I’imagerie a fond clair (Bright-field) et a fluorescence (Figure 52).
L’avantage de la fluorescence est qu’elle permet d’obtenir un marquage ciblé du parasite mais
I’immunomarquage s’effectue sur des cellules « fixées » empéchant le suivi en temps réel de I’infection.
De méme, une exposition prolongée entraine une perte du signal fluorescent (photoblanchiment). A
I’inverse, I’imagerie a fond clair (bright-field) est une méthode non invasive qui ne nécessite pas de
préparation ni de coloration particuliere. Elle est adaptée a 1’observation directe des cellules vivantes
dans leur milieu de culture. Néanmoins, I’interprétation des résultats est extrémement compliquée,
favorisant ainsi I’utilisation de la fluorescence. Bien que les images fluorescentes facilitent ’analyse des
résultats, la reconnaissance des différents stades de développement du parasite C. parvum demeure

complexe méme pour des spécialistes du domaine.

Bright-field Fluorescence

Figure 52 : Comparaison des méthodes d’imagerie a fond clair (Bright-field) et a fluorescence pour la

visualisation des cellules infectées par C. parvum (Gx630 ; barre d'échelle 20um).

La détection des différentes formes du parasite est d’autant plus importante dans le criblage de molécules
présentant une activité anti-Cryptosporidium qu’elle permettrait d’aborder la compréhension du
mécanisme d’action a I’origine de I’inhibition. En effet, de nombreux inhibiteurs ont été mis en évidence
sans pour autant connaitre leur(s) cible(s) spécifique(s) ou le moment du cycle de vie du parasite pour
lequel ils sont les plus efficaces. Dans ce contexte, I’amélioration du systéme de détection automatisé

StarDist semble intéressant pour identifier la phase du cycle ou la molécule est la plus active.
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1.1 Amélioration du systéme de détection automatisé des images microscopiques

L’entrainement du plugin StarDist pourra étre effectué en utilisant une cinquantaine d’images issues des
précédentes expériences d’infection. Cet entrainement permettra non seulement d’affiner la capacité du
logiciel a identifier et isoler les formes parasitaires, mais aussi a définir sa capacité de détection en
fonction des temps d’infection : 24 h, 48 h et 72 h.

Les travaux d’analyse ont permis d’identifier des classes de tailles du parasite. Il est maintenant essentiel
de définir si ces classes peuvent étre attribuées a des formes spécifiques prises par le parasite lors de son
développement. Des anticorps spécifiques de chaque stade du cycle de vie de C. parvum ont été mis au
point dans le laboratoire du Pr. Sibley (Washington University in St. Louis) (Wilke et al.,2018 ; 2019).
L’utilisation de ces anticorps va permettre de caractériser les différents stades (temps d’apparition et
aspect morphologique) et d’obtenir des données morphométriques plus précises pour les discriminer.
Cela nous permettra également de développer un modeéle de reconnaissance automatisé des formes du
parasite par StarDist et par une approche basée sur une Intelligence Artificielle développée par nos
collaborateurs (Yang et al.,2022) et dont les premiers résultats ont été présentés lors de la conférence

internationale MICCAI 2022 (Medical Image Computing and Computer Assisted Intervention).

1.2 Conception d’un dispositif 96 puits destiné au criblage de molécules

Le développement d’un dispositif standard 96 puits (en cours de fabrication) permettra de répondre aux
normes de criblage de molécules thérapeutiques. En s’appuyant sur les travaux de Dibao-Dina, des

électrodes interdigitées transparentes en or de forme arrondies (Figure 53) vont étre utilisées.

A

Figure 53 : (A) Paramétres géométriques des électrodes interdigitées (Thése Alfred Dibao-Dina, 2015) (B)

Plaque 48 puits destinée a la conception du dispositif 96 puits.

Ce dispositif permettra dans un premier temps, de visualiser la réponse électrique des cellules infectées

par C. parvum avec et sans traitement a la paromomycine. L utilisation de ces formes d’électrodes
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devraient permettre d’augmenter la sensibilité du dispositif a la détection de I’infection parasitaire. De
plus, la gamme de dilution de paromomycine permettra de définir les valeurs de Clso de plus rapidement
et de maniére automatisée. Actuellement la mesure de cette Clso par approche moléculaire requiert en
plus de la phase d’infestation sur 48 h a 72 h, une phase d’extraction/purification d’ADN et une phase
d’amplification par qPCR qui peut prendre 48 h. La caractérisation de cette Clso par des approches en
microscopie de fluorescence peut prendre, quant a elle, plus de 72 h entre le traitement des lames pour
fixer et immunomarquer les cellules infectées, réaliser la capture des images et effectuer le traitement
de ces dernieres afin de quantifier le développement parasitaire et pour finalement déterminer

I’inhibition de la paromomycine.

L’évaluation de ces temps d’analyses post infestation reste relative car avec 1’augmentation du nombre
de points de prélévements (TO, T6h, T12h, T24h, T36h etc.) ou du nombre de points de la gamme de
dilution réalisée a minima en triplicata, le temps d’obtention et de traitement des données peut étre
démultiplié. La capacité de quantifier sur des images de microscopie de maniére automatisée la charge
parasitaire présente sur les lames est déja un point d’amélioration et d’acquisition plus rapide des
résultats. Mais c’est bien par 1’usage et le développement de méthodes non invasives telles que la
spectroscopie d’impédance, que les résultats pourront étre donnés trés rapidement (premiers signes
électriques caractéristique d’une réponse du tapis cellulaire a I’infection dés 10 hpi). De méme, cette
approche électrique devrait permettre d’identifier le(s) moment(s) d’action de la paromomycine (et par
la suite des molécules a visée thérapeutiques) en permettant une mesure continue du tapis cellulaire sans
I’altérer. L’objectif sera de retrouvé un profil impédimétrique similaire a celui des témoins obtenus avec

des parasites inactivés.

2. Stratégies a moyen terme

2.1 Aspects biologiques liés a C. parvum

Apres validation du dispositif, un criblage de molécules pourra étre réalisé en vérifiant tout d’abord la
cytotoxicité des molécules d’intéréts, puis en déterminant leur efficacité contre C. parvum a différents
niveaux : sur I’invasion cellulaire et sur les stades de croissance du parasite. En ce qui concerne les
molécules testées, une banque de molécules de nos partenaires pourra étre utilisee (UKC) et plusieurs

contacts avec les entreprises EW Nutrition et Photosynthese (laboratoire Lehning) ont déja été entrepris.

Dans un second temps, différentes especes de Cryptosporidium (C. parvum et C. hominis) seront
caractérisées afin de déterminer s’il existe une signature électrique entre ces espéces qui permettrait de
les différencier. Ce travail sera également réalisé avec différentes souches de C. parvum puisqu’a ce
jour, aucune méthode autre que le séquencage génétique ne permet de différencier différents types de

souches.
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Enfin, une souche mutante de C. parvum résistante aux médicaments (CpMut) sera investiguée. En effet,
1’équipe de Christopher Huston (Conférence ApicoWplexa 2022, Berne) a récemment mis au point la
souche CpMut dans le but d’identifier les cibles de molécules thérapeutiques et d’étudier le phénoméne
de résistance du parasite. Leur étude a permis de montrer qu’une résistance au composé MMV665917
a rapidement été atteinte en seulement quatre doses chez des souris infectées par la souche CpMut. Ainsi,
’utilisation de cette souche permettrait d’identifier précocement les phénomenes de résistance dans la

recherche de molécules anticryptosporidies ainsi que les mutations impliquées dans la résistance.

2.2 Aspects techniques : amélioration du dispositif 96 puits
2.2.1 Conception d’électrodes interdigitées transparentes

Pour faciliter I’interprétation des réponses électriques en visualisant 1’état des cellules en temps réel, la
conception d’électrodes transparentes sera envisagée en utilisant comme matériau 1’TTO (Indium Tin
Oxide). En effet, ce type d’électrode ITO a permis de déterminer I’efficacité de molécules antifibrotiques
sur des cellules humaines primaires de patients et 1’utilisation de la microscopie a fluorescence a permis
de visualiser a quel moment la molécule était la plus efficace. (Parviz et al., 2017). Cette approche
semble donc intéressante puisque la microscopie permet a la fois de confirmer les résultats
impédimétriques mais également d’évaluer quantitativement [’efficacit¢é des molécules testées.
Toutefois, ce matériau reste bien moins utilisé que 1’or qui est considéré comme le matériau standard
dans la fabrication des électrodes en raison d’une sensibilit¢ supérieure a celle de I’ITO. Une étude
réalisée par Martinez et ses collaborateurs (2017) a permis d’augmenter la sensibilité des électrodes
ITO sans affecter la transparence des électrodes en les recouvrant d’oxide d’iridium (IrOx). En effet,
aprés comparaison des niveaux de sensibilité¢ d’électrodes interdigitées composées de trois matériaux
différents (Or, ITO et ITO recouvertes d’IrOx), les électrodes ITO modifiées ont été les plus sensibles

pour étudier la croissance de cellules cancéreuses du sein (MCF-7) (Figure 54).

Page 90 sur 142



(a)

(b)

10 10" 100 10t 100 10#
Frequency (Hz)

Figure 54 : Croissance des cellules MCF-7 (a) électrodes interdigitées en or (Au); ITO et ITO

recouvertes d’IrOx. (b) Impédance normalisée aprés 43 h de croissance en fonction de la fréquence.

Ainsi, la transparence des électrodes permettra de suivre en paralléle 1’infection des cellules par C.
parvum en microscopie et d’identifier le stade du parasite ciblé lors des tests de molécules a visée

thérapeutique.

3. Stratégies a long terme : rendre le modele in vitro le plus proche de

I’environnement rencontré in vivo

Amélioration de I’environnement in vitro de C. parvum

Les approches basées sur les microsystemes sont de plus en plus utilisées dans le but de recréer les
environnements in vivo et ainsi mimer les conditions réelles afin d’étudier les relations hote-parasite
pour comprendre les mécanismes de la pathogénése. Dans le cas de Cryptosporidium, ces conditions

doivent se rapprocher de celles retrouvées au niveau de 1’intestin.

3.1 Développer une interface Air-Liquide (systeme ALI)

Wilke et ses collégues (2019) ont cultive des cellules sur une membrane (systéme Transwells) et retiré
le milieu de la chambre supérieur pour obtenir une partie apicale en contact de 1’air et une partie basale
immergée et ainsi former une interface air-liquide (Wang et al.,2015). Cette interface a été utilisée pour
cultiver des sphéroides dérivés de cellules souches afin d’obtenir un environnement adapté au
développement a long terme de C. parvum en modéle in vitro (Figure 55). Les auteurs ont démontré que
le systéeme AL favorisait la croissance du parasite avec une amplification100 fois supérieure au 20 jour

de culture par rapport a I’infection initiale. De méme, la viabilité des cellules était plus importante dans
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ce systéme et la prolifération des cellules souches ainsi que leur différentiation a permis d’obtenir un

épithélium similaire a celui retrouvé dans 1’intestin.
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Figure 55 : Interface Aire-Liquide (ALI). Quantification de la croissance de C. parvum par gPCR dans le systéme
ALI (Wilke et al.,2019).

Des changements métaboliques importants ont été remarqués par rapport aux cultures cellulaires
traditionnelles entierement immergées. Ce systeme a également permis d’obtenir une production
d’oocystes infectieux et de générer des parasites transgéniques qui ont ensuite été amplifiés chez la

souris.

3.2 Approche microfluidique

Dans ce contexte, Nikolaev et ses collegues (2020) ont utilisé des cellules souches intestinales pour
former des « tubes épithéliaux » dont la disposition des cellules était similaire a celle des conditions in
vivo avec la formation de villosités et de cryptes intestinales. Un systéme de pompe a permis de perfuser
ces structures tubulaires afin d’obtenir un renouvellement du milieu et de prolonger I’espérance de vie
des cellules (Figure 56). La prolifération, la différentiation et la régénération des cellules souches ont
été obtenues dans ce systéme microfluidique. De méme, une importante diversité cellulaire a pu étre
observée marquée par la présence d’entérocytes, de cellules caliciformes, de cellules de Paneth, de

cellules entéroendocrines et méme des cellules immunitaires (cellules M).
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Figure 56 : (a) schéma du microdispositif composé d’une chambre d’hydrogel, de deux réservoirs latéraux
destinés au milieu de culture de milieu ainsi qu’'un réservoir d’entrée et de sortie pour la perfusion du milieu a
travers les tubes formés de cellules. (b) dimensions en um d’un microcanal. (¢) Formation de [’épithélium en
fonction du temps visualisée en fond clair (bright-field) (milieu) et en fluorescence en utilisant le marqueur de
cellules souches LGR5-eGFP (droite) comparée a la formation d ‘organoides traditionnels (gauche) (Nikolaev et
al., 2020).

Ces conditions optimales ont permis de cultiver le parasite C. parvum pendant 4 semaines et de visualiser
le cycle complet du parasite ainsi que la formation d’oocystes. En effet, les auteurs ont observe la
présence des mérontes (24-72 heures), des stades sexués Microgamontes et Macrogamontes (72-96

heures) ainsi que la formation d’oocystes aprés 120 heures d’infection (Figure 57).

Figure 57 : Visualisation des différents stades de C. parvum aprés 72 heures d'infection (SEM, barre d'échelle
25um) (Nikolaev et al., 2020).
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De méme, il serait intéressant d’améliorer 1’approche microfluidique en ajoutant un gradient
d’oxygénation (Jalili-Firoozinezhad et al., 2019). En effet, en condition in vivo les cellules épithéliales
de I’intestin sont exposées a de faibles concentrations en oxygéne (1 a 11% d’O) alors que les méthodes
conventionnelles de culture effectuées en laboratoires sont réalisées en condition hyperoxique (21%
d’0,). Les changements métaboliques observés par Wilke et ses collégues (2019) en utilisant 1’interface

ALl souligne I’importance de recréer les conditions in vivo.

Utilisation du dispositif sur d’autres pathogénes

D’autres agents pathogénes comme les virus pourront étre caractérisés dans le but de distinguer les
différents niveaux de virulence entre les souches virales ainsi que le risque infectieux de ces souches.
La récente épidémie du SRAS-CoV-2 (Severe acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) ainsi que la
réémergence de certains virus (Zika, Ebola, variole du singe) ont mis en évidence la menace importante
gue représentent ces virus au niveau mondial. Les méthodes standards d’identification de nouveaux
composes antiviraux ou d’évaluation du pouvoir infectieux des virus, se basent sur des tests quantifiant
les effets cytopathiques (CPE) des cellules hotes aprés I’infection virale. Ces approches visent a
déterminer la dose infectieuse pour laquelle 50% des cellules sont infectées (CC IDso, 50% Cell Culture
Infection Dose) en s’intéressant a la viabilité cellulaire en utilisant des tests colorimétriques Ou en
quantifiant la réplication virale par microscopie ou par des méthodes moléculaires. Plusieurs études
menées sur différents virus tels que le virus de la grippe A (McCoy et Wang, 2005 ; Campbell et
al.,2007) ; le virus de la dengue (Cheng et al.,2015) ; le virus du Chikungunya (Zandi, 2016) ; des virus
de I’herpes (Pennington et Walle, 2017 ; Thieulent et al.,2019) ou encore le virus Zika (Oeyen et
al.,2022) ont permis de mettre en évidence les avantages de 1’approche ECIS pour confirmer, voire
remplacer les tests CC IDso traditionnels laborieux et colteux. En effet, Cheng et ses collaborateurs
(2015) ont été les premiers a caractériser différentes souches du virus de la dengue a partir d’échantillons
cliniques en moins de 30 h alors que les techniques standards (Microscopie et PCR) nécessitaient 72 h
pour parvenir au méme résultat. De méme, I’efficacité de molécules antivirales contre le virus Zika a pu
étre déterminée par ECIS avec une activité antivirale dépendante du temps de traitement (Oeyen et
al.,2022). Les auteurs ont pu remarquer la présence d’une diminution de 1’efficacité des traitements en
fonction du temps alors que cette observation n’aurait pas pu étre visualisée par des techniques
traditionnelles réalisées a un temps fixe. De plus, les auteurs ont montré que I’efficacité des traitements
pouvait dépendre de la dose infectieuse puisqu’une inhibition compléte a pu étre observée lors d’une
faible dose infectieuse (MOI de 0,01) alors que pour une dose plus élevée, I’effet cytopathique a
simplement été retardé. Ce constat est d’autant plus important puisque la majorité des tests antiviraux
évalue I’efficacité des molécules thérapeutiques a une seule dose infectieuse (Oeyen et al.,2022). Ces
données encouragent donc I’utilisation de la spectroscopie d’impédance pour caractériser les différents
niveaux d’infectiosité et de virulence de diverses espéces (ou de souches) de virus. De méme, 1’étude

réalisée par Thieulent et son équipe (2019) a permis de mettre en avant le potentiel de criblage de
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molécules a visée thérapeutiques en utilisant le systéme commercial d’¢électrodes interdigitées au format
96 puits « XCELLigence » (RTCA, Agilent). Les auteurs ont ainsi pu tester 80 composés contre le virus
EHV-1 (Equid alpha-herpesviruse-1) conduisant a la découverte de la spironolactone en tant que nouvel
inhibiteur. Ainsi, le criblage de chimiothéques par le dispositif 96 puits pourra étre envisagé afin de
mettre en évidence des molécules présentant une activité antivirale, ou encore, tester des anticorps
dirigés contre des virus comme cela a pu étre réalisé par Zost et al.,2020, qui ont isolé des anticorps

dirigés contre la protéine Spike du virus SARS-CoV-2.
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