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RESUME

Depuis plusieurs décennies, les méthodes cliniques pour traiter le cancer progressent vers des
approches personnalisées qui permettent de prédire la sensibilit¢é d’une tumeur donnée aux
différents agents thérapeutiques disponibles. Une de ces approches consiste a préserver un tissu
tumoral extrait d’un patient dans un systéme de culture et a évaluer empiriquement la réponse du
tissu aux traitements. Pour ce faire, plusieurs groupes de recherche ont exploité les avantages
offerts par les technologies microfluidiques pour développer des systemes de culture spécialisée
qui permettent de prolonger la viabilité des échantillons tumoraux en laboratoire. Toutefois, la
transition de ces technologies vers un contexte clinique réel a été limitée par le faible rendement et
la complexité inhérente de ces dispositifs microfluidiques. Egalement, pour étre pertinentes
cliniquement, ces technologies se doivent d’étre compatibles avec 1’étalon d’or (« Gold Standard »)
utilisé en oncologie pour caractériser la réponse d’un tissu a un traitement : I’histopathologie. En
2016, notre groupe de recherche a développé un systéme microfluidique qui permet la culture non
perfusée de tissus dérivés de patients en exploitant des manipulations simples, efficaces et
compatibles avec les analyses histopathologiques. L’approche retenue exploite la microdissection
d’une tumeur primaire en centaines de tissus microdisséqués d’environ 500um de diamétre qui
peuvent étre facilement manipulés et piégés dans des puits microfluidiques ou ils sont exposés a
différents agents thérapeutiques. Par la suite, les échantillons doivent étre transférés dans un bloc
de paraffine pour les analyses histologiques subséquentes. Pour ce faire, on utilise une méthode
originale développée au laboratoire : le paraffinage lithographique. Le paraffinage lithographique
se compose d’une séquence de manipulations qui permet de fixer et déshydrater les échantillons
microdisséqués directement dans les systemes microfluidiques et de les transférer tous en méme
temps dans un bloc de paraffine avec une méthode analogue a la lithographie. Toutefois, comme
le systeme microfluidique présenté dans le travail original de 2016 n’était pas congu pour utiliser
le paraffinage lithographique, le nombre maximal d’échantillons pouvant étre traités est
relativement faible (5 a 10), ce qui limite le potentiel de haut-rendement offert par le paraffinage

lithographique.

L’objectif de ce projet de maitrise est d’adapter le design du systeme microfluidique dans le but de
maximiser le nombre d’échantillons dans le systeme tout en conservant les conditions opeératoires
pour la culture de tissus microdisséqués préalablement optimisées en 2016. En effet, on veut

préserver les caractéristiques du design initial qui rendent le systeme simple a utiliser et a



manipuler, mais on veut ultimement augmenter le nombre d’échantillons contenus dans le
dispositif microfluidique. La considération principale pour préserver la viabilité des échantillons
dans un environnement non perfusée est d’assurer que chaque échantillon ait accés a un volume
suffisant de milieu de culture pour prévenir la déplétion de nutriments. En utilisant un modéle de
simulation par éléments finis, on a donc pu déterminer I’influence des différents paramétres
géométriques du canal microfluidique sur les caractéristiques d’utilisation du systéme final,
notamment sur la nature de I’écoulement dans le canal ainsi que le temps total requis pour changer
complétement les conditions de culture dans le canal microfluidique. A 1’aide de cet outil de
simulation, on établit des contraintes fixes sur la géométrie du canal qui permettent de maximiser
le nombre d’échantillons dans le dispositif, tout en respectant les caractéristiques d’utilisation qui
ont été établies au début du projet. En utilisant ces dimensions géométriques optimisées, on
converge vers un design microfluidique final qui contient 32 puits microfluidiques, soit environ 6
fois plus que le systéme original de 2016. Une fois le design final établi, on fabrique le dispositif
microfluidique en utilisant des techniques de lithographie molle. Les moules utilisés pour le
processus de lithographie molle sont fabriqués a 1’aide de méthodes de micro-usinage. Afin
d’améliorer la qualité des moules usinés, on a mis au point les opérations et les parametres

d’usinage optimaux pour I’usinage de 1’acrylique avec des outils de faibles diametres (<1mm).

Avant de valider expérimentalement 1’utilisation du dispositif microfluidique ainsi fabriqué, on
veut répondre a une question fondamentale en lien avec notre méthode d’échantillonnage : combien
de tissus microdisséqués doit-on tester dans chaque condition de culture pour observer une réponse
représentative du tissu primaire? En effet, étant donné que la tumeur primaire est microdisséquée
en centaines d’échantillons, on doit déterminer combien d’échantillons seront analysés dans
chacune des conditions de traitement. Pour ce faire, on a développé un outil d’analyse d’image des
tumeurs primaires qui permet de simuler le processus de microdissection en sélectionnant
aléatoirement dans la tumeur primaire des champs de vue de taille équivalente aux échantillons
microdisséqués. En répétant successivement cet échantillonnage aléatoire dans 1’image de la
tumeur primaire, on peut évaluer I’influence du nombre d’échantillons analysés et de la taille des
échantillons sur la variabilité qu’on observerait en répétant plusieurs fois une procédure identique
sur le méme tissu. Cet outil nous a permis d’établir que cette variabilité réduisait lorsqu’on
échantillonne des échantillons de plus grand diametre, ce qui nous confirme qu’il est souhaitable

d’utiliser les échantillons les plus gros possible, soit 500um si 1’on prend également en compte les
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contraintes imposées par la diffusion des métabolites a I’intérieur des tissus. Egalement, cet outil
nous a permis d’établir que cette variabilité suit une loi normale et décroit de maniére inversement
proportionnelle a la racine carrée du nombre d’échantillons échantillonnés. Avec cette information,
on a établi qu’échantillonner 16 échantillons par conditions était suffisant pour réduire cette

variabilité a des valeurs acceptables tout en demeurant réaliste sur le plan expérimental.

Finalement, on valide expérimentalement I’utilisation du systéme microfluidique en cultivant des
échantillons microdisséqués issus de tumeurs d’ovaire et de prostate durant 15 jours sans voir de
changement significatif au niveau de la prolifération et de la mort cellulaire. Cette période de
culture prolongée ouvre la possibilité d’étudier les effets a long terme des agents thérapeutiques
sur 1’état cellulaire (sénescence, quiescence, etc.). Egalement, on montre qu’on peut observer une
réponse représentative de la tumeur primaire en analysant un nombre suffisant d’échantillons
microdisséqués dans chaque condition. Ceci réduit la quantité de matériel tumoral nécessaire pour
les analyses, ce qui est souhaitable autant lorsqu’on travaille avec des biopsies de patients que
lorsqu’on travaille avec des modeles animaux. Finalement, on montre qu’il est possible d’évaluer
la réponse d’un tissu a un traitement en soumettant les échantillons a des concentrations différentes
de chimiothérapie et en mettant en évidence une augmentation concomitante de la mort cellulaire

dans le tissu.
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ABSTRACT

For the past decades, therapeutic strategies targeting cancers have experienced a framework shift
towards personalized approaches that could potentially predict the sensibility of a tumour in a
patient-specific manner. One of these approaches consists in preserving patient-derived tissues in
dedicated culture platforms and to evaluate empirically the response of the tissue to a panel of
therapeutic agents. In this scope, various research groups have exploited the benefits offered by
microfluidic technologies to develop custom culture platforms designed to extend the viability of
tumour samples. However, their transition in an actual clinical context has been hindered by the
inherent complexity and low-throughput of these microfluidics devices. Moreover, to be clinically
relevant, these devices must be compatible with the current gold standard method in oncology to
evaluate the therapeutic response of a tissue: histopathology. In 2016, our group developed a
microfluidic device that allows non-perfused culture of tumour-derived tissues using simple and
efficient manipulations that is also compatible with histopathology analyses. Our model exploits
the microdissection of the primary tumour samples into hundreds of 500um diameter
microdissected tissues that can be easily trapped into microfluidic wells where they are exposed to
various therapeutic agents. Before proceeding with the histopathological analyses, the samples
must be paraffin-embedded and transferred into a paraffin block. To do so, our group has developed
a custom adaptation of the standard paraffin-embedding procedure called paraffin-embedding
lithography. Paraffin-embedding lithography consists in a sequence of manipulations that allows
to fix and dehydrate the samples directly in the microfluidic device and to transfer them all at once
in a paraffin block. However, since the microfluidic device presented in the original work of 2016
was not designed to be used with paraffin-embedding lithography, the total number of samples in
the device is low, which hinders the high-throughput potential offered by paraffin-embedding
lithography.

The main objective of this project is to adapt the microfluidic design to maximize the number of
samples in the device while conserving the operating conditions for the culture of microdissected
samples that we optimized previously in 2016. Specifically, we want to preserve the characteristics
of the device that made it simple and straightforward to work with, while trying to maximize the
number of samples present. The main consideration to preserve the viability of biological samples
in non-perfused conditions is to make sure that each sample has access to sufficient volume of

culture medium to prevent the depletion of nutrients in the device. By using a finite element
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simulation, we determined the influence of the different geometrical parameters of the microfluidic
channel on the major parameters that characterizes the systems, such as that nature of the flow in
the channel, or the time required to completely refresh the culture conditions in all the wells of the
device. Using this simulation tool, we can establish constraints on the dimensions of the
microfluidic channel that allows to maximize the number of samples, while respecting the different
operating parameters that are established from the start of the project. Using these optimized
dimensions, we settle on the final microfluidic design that comprises 32 microfluidic wells, roughly
6 times more than the original system. The device is fabricated by using standard soft lithography
process. The moulds used for the soft lithography process are machined using micro-milling
techniques. To improve the quality of the moulds, we fine-tuned and optimized the different cutting

parameters and operations used to machine acyclic with low diameter end-mills (<1mm).

Before validating the use of the device in an experimental context, we sought to answer a
fundamental question regarding our sampling methodology: how many microdissected samples
should we test in each culture conditions to observe a response that is representative of the primary
tumour? To answer this question, we developed a statistical image analysis tool that simulates the
microdissection procedure by randomly selecting sample-sized field of views in the image of a
primary tumour. By repeating this random sampling in the image of the primary tumour, we can
study the influence of the number and the size of samples analyzed on the variability that we would
observe by repeating the same microdissection procedure on the same primary tissue. We
determined that this variability decreases when sampling larger samples, which confirms that we
should use the biggest microdissected samples possible (500um considering mass transport
limitations in the samples). Also, we established that this variability follows a normal distribution
and decreases inversely proportional to the square root of the number of samples analyzed. With
this information, we established that sampling 16 samples per conditions is sufficient to reduce this

variability to an acceptable value while being experimentally realistic.

Finally, we validate experimentally the microfluidic device by culturing microdissected samples
generated from ovary and prostate tumours for up to 15 days, without seeing any significant
decrease in proliferation and cell-death. This extended culture period opens the possibility to study
long-term effects of drugs on the tissue. Furthermore, we show that we can observe a response that
is representative of the primary tumour by sampling a sufficient number of samples in each

condition. This reduces the total quantity of tumour material needed for the analyses, which is



beneficial both when working with mice xenografts or patient biopsies. Finally, we showed that it
is possible to evaluate the response of a tissue to a given treatment by submitting the samples to

growing concentrations of chemotherapy and measuring a respective increase in cell death.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ...ttt 1
RESUME ..ottt \Y
ABSTRACT Lttt sttt be e e re et et neenre e VI
TABLE DES MATIERES ..ottt X
LISTE DES TABLEAUX ...ttt et X1
LISTE DES FIGURES. .........cioeee e X1V
LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS ..ot XVI
LISTE DES ANNEXES .......coiiiiiiieiee sttt XVII
CHAPITRE 1 INTRODUCTION......coiiiiiiiieie sttt 1
1.1 Cancer et médecine PersonNAaliSEe........cccvivererieeieeiie s ereseese e e 1
CHAPITRE 2 REVUE DE LITTERATURE .....ccooveeeceetceeeeees e 4
2.1  Lamicrofluidique en DIiologie .......c.covviiiiiiiiiecee e 4
2.2 LeSMOUEIES U8 CANCEN ......ecveieeeie ettt e e e et 6
2.2.1 MOEIES IN VITIO ..o 6
2.2.2 Modele in vivo : xénogreffes dérivées de patients...........cccccvvcvevvrieerinennn, 7
2.2.3 Modele ex vivo : Culture 0rganotypigUE .......c.coveeerverierieeriesiesieeeeseeenees 8

2.3 Tissus microdissequés pour 185 ESRCS........cccovvieiieienininiinieieie e, 11
2.3.1 Présentation générale du MOUEIE.........cooveiereriiiie i 11

2.3.2 Evaluation de I’effet des traitementS.........vevveveeveeeeeeeereereeeeeereeseesereenens 12



Xi

CHAPITRE 3 OBJECTIFS DE RECHERCHE DE L’ETUDIANT............cc........ 16

CHAPITRE 4 CONCEPTION ET DESIGN DU SYSTEME MICROFLUIDIQUE

......................................................................................................... 18

4.1 Volume de milieu de culture accessible par échantillon..............cc.cco...... 18
4.2  Taille des puits gravitationnels...........ccccveiie i s, 19
4.3 Nombre d’échantillons dans le SySt€me ..........ccccoeevveiiniiiiienicic e, 22
4.4 Temps requis pour changer le milieu de culture .........c.cccceevveviiiiciieennenn, 24
4.4.1 Présentation de la méthodologie de modélisation par éléments finis.....24
4.4.2 Résultats de la SIMUlation ...........cccevvieeie i, 29
4.4.3 Analyse des rESUITALS..........cccueiiiiiie i 30
4.4.4 Résumé des contraintes sur les parametres geometriques ............cu....... 31
4.5 Dimensions finales du systeme microfluidique...........ccccovevievneiicineenneen, 31
4.6  Disposition des canaux microfluidiques...........cccoevveiieiii v, 32
4.7  Systeme microfluidique final ... 33
CHAPITRE 5 FABRICATION DU SYSTEME MICROFLUIDIQUE ................ 36
5.1 Lithographie molle (soft lithography) .......cccccceevverieninne e 36
5.2 Meéthode de fabrication des MOUIES..........cccvieeieiieiii e 37
5.2.1 Microfabrication en salle blanche...........cccooeviiieiiiicncce e, 37
5.2.2 IMICIO-USINAJE ...coutiiiiiiiiieiteeie st ettt sttt st sae e srens 38
5.2.3 IMPIESSION 3D ...ooiiiiiiiiieie ettt ere e 38
5.2.4 Choix de la méthode de fabrication ............cccccoveviiiiiiiiiccce e, 40

5.3 Optimisation du procédé de MiCro-USINAJE.......ccceevververrereerreseerreeeesieennes 40



Xii

CHAPITRE 6 ANALYSE DE LA METHODE D’ECHANTILLONAGE............ 45
6.1 Fonctionnement géneéral de la simulation...............cccoceveieii e, 46
6.1.1 Preétraitements deS IMAQES.......cccveierieereeieseeiesee e e sie e sreeeesreeseesnens 48
6.1.2 Repérage du tissu et génération aléatoire des postions..............cccceveeneee. 49

6.2 Présentation des rESUIALS..........ccccuvviiiieiieiee e 50
6.2.1 Effet de la taille du champ de VUe (D) ...ccovevvriiiiiiieiecee e 51
6.2.2 Effet du nombre de champ de vue échantillonnes (n) .........ccccceevveveenes, 53
6.2.3 Généralisation du modele pour différents tiSSUS.........cccevevvereireriennnn, 55

6.3 Conclusion de la simulation du procédé de microdissection ..................... 57
CHAPITRE 7 VALIDATION EXPERIMENTALE........cccooviveeeiieeereee e, 58
7.1  Contributions de I’étudiant .............c..oooeiiiiiiiiiii e, 58
7.2 Validation du processus d’échantillonnage...........cccceeveviieeiiiieciiiee e 59
7.3 Preservation de la viabilité des échantillons...........cccccovivieniiiniiiieinen, 63
7.4  Caractérisation de la sensibilité aux agents thérapeutiques ............c.......... 65
7.5  Conclusions sur la validation expérimentale.............ccccooevviiiieieeieecnenn, 67
CHAPITRE 8 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS.........ccooei e, 70
BIBLIOGRAPHIE ...ttt e et e e e e 72

ANNEXE ... 80



Xiii

LISTE DES TABLEAUX
Tableau 3.1 : Cahier de charges pour le nouveau systeme microfluidique dedié au PEL ............. 16
Tableau 4.1 : Parametres utilisés pour la simulation par éléments finis .........c.coeeiiieiiiciennn 26

Tableau 4.2: Valeurs possibles des dimensions du canal pour respecter le cahier de charges ......31
Tableau 4.3 : Dimensions finales du systéme microfluidique ..........cccoeiveiiiiic i, 32

Tableau 5.1 : Méthodes utilisees pour fabriquer les moules utilisés en lithographie douce........... 40



Xiv

LISTE DES FIGURES

Figure 2.1: Modele de culture organotypique publiée dans la littérature...........c.cccceeveveiieereiinennen, 9

Figure 2.2 : Schématisation de 1’approche d’ESRC présentée par Astolfi et al. qui utilise des tissus

microdisséques cultivés dans des systemes microfluidiques ..o, 12
Figure 2.3 : Protocole de paraffinage lithographique (PEL). .......cccccooiieviiiiiieie e, 14
Figure 4.1 : Mécanisme de piégeage des echantillons. ............cccccvvieiieviiic e, 21
Figure 4.2 : Calcul du nombre d’échantillons par MDTAL. .......c.cccoiiiieiiiiie e 22

Figure 4.3 Description schématique de la géométrie et des parameétres utilisés pour modéeliser le
probléme de changement de milieu dans le systeme microfluidique. ...........ccccooevrieinnnnnn. 25

Figure 4.4 : Résultats de la simulation par éléments finis pour modéliser le changement de milieu

dans le dernier puits du systeme microfluidique. ...........cccoeoeiiieiiiicccc e 29
Figure 4.5 : Interprétation des résultats de la SIMUlAtion ..o, 30
Figure 4.6 : Différentes dispositions de canaux microfluidiques possibles pour le dispositif final33
Figure 4.7 : Design final du systeme microfluidique. ...........c.oooveiieiiiieie e, 34
Figure 5.1 : Hlustration des étapes principales de la lithographie douce. ..........cccccccevveveciiecieenenn, 36

Figure 5.2 : Etapes suivies lors de 1’étude d’usinage menée pour assurer la qualité des surfaces des

MOUIES BN ACTYIIGUE. . ...t bbbt 41

Figure 5.3 : Représentation des différents tracés d’outils (lignes bleu) utilisés pour fabriquer le

Figure 5.4 : Systéme microfluidique final............cooo i 43

Figure 6.1 : Résumé schématique du procéde de simulation qui permet de récréer « virtuellement »

le procédé de MICrOdISSECLION. .......ccuviiiiiiiciece et 47

Figure 6.2: Processus de traitement d’image effectué¢ préalablement au calcul du score

NISTOIOGIGUE. . ..ot b e bbbttt 48

Figure 6.3 : Procédé geénéral pour sélectionner aléatoirement des champs de vue dans la tumeur..


file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750569
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750570
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750570
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750571
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750572
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750573
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750574
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750574
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750575
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750575
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750576
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750577
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750578
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750579
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750580
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750580
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750581
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750581
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750582
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750583
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750583
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750584
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750584
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750585
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750585

XV

Figure 6.4 : Effet du diamétre des champs de vue sur I’écart-type d’une procédure ot 100 champs

sont choisis aléatoirement (N=1, N=100). .......ccccveiririeriererene e 52
Figure 6.5 : Distribution des moyennes calculées a partir de 100 itérations d’échantillonnage de

n=[1,5,10,15] champs de vue de diamétre fixe (N=100, D=500M)........ccccevrrvrerrerurrieernnn. 53
Figure 6.6 : Ecart-type des moyennes en fonction du nombre d’échantillons ..............cccc.cureeneee 56
Figure 7.1 : Résultats du PEL sur des échantillons de prostate.............ccoceoeereininennineseneene,s 61
Figure 7.2 : Résultats du PEL sur des échantillons d’OVaire..........ccccovvereiiieseenessie e e, 62
Figure 7.3 : Fraction cellulaire, prolifération et mort cellulaire des échantillons sur 15 jours. .....64

Figure 7.4 :

Evaluation de la réponse & la chimioth€rapie ...........co.oceveveceeveveceerecsee e 66


file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750586
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750586
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750587
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750587
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750588
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750589
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750590
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750591
file:///C:/Users/Robin/Desktop/maitrise/These/These_version_finale_RGL.docx%23_Toc514750592

ADN
ARN
CAD
CAM
CC3
CNC
CSRA
ESRC
FACS

HP

IHC
LOC
MDT
MDTA
MEC
PDMS
PDX
PEL

RGB

LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

Acide désoxyribonucléique

Acide ribonucléique

Computer-assisted drawing
Computer-assisted manifacturing

Cleaved Caspase 3

Computer numerical control

Chemotherapy sensibility and resistance assay
Essai de sensibilité et de résistance a la chimiothérapie
Fluorescence-activated cell sorting
Histopathologie

Immunofluorescence

Immunohistochimie

Lab on a chip

Micro-dissected tissue

Micro-dissected tissue array

Matrice extracellulaire

Polydiméthylsiloxane

Patient-derived xenograft

Paraffin-embedding lithography

Red Green Blue

XVi



Xvii

LISTE DES ANNEXES

Annexe A - Parameétres d’usinage pour la production de moule d’acrylique ..........ccoccvevviivieniinnnns 79



CHAPITRE1l INTRODUCTION

1.1 Cancer et médecine personnalisée

Le cancer est un probléme de santé publique majeur a travers le monde, qui demeure la premiere
source principale de mortalité au Canada en 2017*. Au Canada, en 2017, on estime qu’environ
1800 femmes et 4100 hommes sont décédés du cancer de l’ovaire et de la prostate,
respectivement?3. La procédure standard pour traiter le cancer de I’ovaire et de la prostate consiste
en une combinaison de chirurgie et de chimiothérapie. Toutefois, étant donné 1’hétérogénéité
inhérente a certaines tumeurs, notamment celles du cancer des ovaires et de la prostate, il est
commun d’observer des réponses différentes a un méme traitement d’un patient a I’autre*. En effet,
on sait que I’apparition d’une tumeur est généralement le résultat d’'une accumulation de mutations
génétiques dans une cellule qui va lui permettre d’échapper aux mécanismes de régulation naturelle
de croissance et donc de se multiplier de maniere erratique et ainsi former une tumeur. Or, comme
I’apparition de ces mutations est généralement aléatoire, on observe forcément des différences
importantes au niveau du génome et du phénotype des tumeurs d’un patient a I’autre. De plus, les
mécanismes qui permettent le développement et la progression du cancer varient grandement entre
les patients®. Pour ces raisons, la mentalité générale des chercheurs en oncologie a progressé pour
s’¢loigner de la recherche d’un traitement universel cytotoxique pour toutes les tumeurs pour tendre
vers une approche axée sur un traitement personnalisé®’. Cette approche de médecine
personnalisée permet d’identifier le traitement le plus efficace pour un patient en particulier,
permettant ainsi de réduire les colts importants et les effets secondaires associés a la prescription
d’un traitement inefficace. Basée sur le principe de « médecine personnalisee », cette approche
peut étre divisée en deux catégories distinctes : le profilage génétique et moléculaire des tumeurs

et les essais empiriques pour déterminer la sensibilité des tumeurs aux agents thérapeutiques.

La premiere consiste a faire I’analyse détaillée de I’ADN ou de I’ARN de la tumeur afin d’identifier
la présence de certaines mutations qui permettent de prédire ’efficacité d’un traitement en
particulier’'°. On peut ainsi classifier les tumeurs en sous-catégorie et corréler la signature
génétique et moléculaire d’une tumeur avec sa réponse thérapeutique a un certain agent. Bien qu’on
utilise généralement cette approche pour prédire le traitement le plus efficace pour une tumeur

donnée, la présence de certains biomarqueurs moléculaires peut-étre également utilisée pour



prédire la résistance de la tumeur a certains agents thérapeutiques. Par exemple, dans le cancer du
poumon, la présence de la mutation au niveau de la protéine KRAS permet de prédire que deux
traitements utilisés couramment pour ce type de cancer seraient inefficaces, car la tumeur possede
des mécanismes de résistance a ces traitements®'. Toutefois, en raison de 1’extréme variabilité et
hétérogénéité génomique entre différentes tumeurs, cette méthode peu se complexifier rapidement
et n’est pas encore disponible dans tous les types de cancer. En effet, étant donné que les voies de
signalisation étudiées sont interreliées et contrdlées par une panoplie de régulateurs positifs et
négatifs, on doit analyser une tres grande quantité de signatures moléculaire pour se prononcer sur
les résultats potentiels d’un traitement en particulier. Ainsi, plusieurs chercheurs ont tenté de
développer une approche davantage empirique pour caractériser la sensibilité de chaque tumeur

aux différents traitements disponibles.

La deuxieme méthode consiste a cultiver des tissus issus de la tumeur d’un patient afin de tester
I’efficacité des agents thérapeutiques directement sur le tissu et ainsi déterminer le traitement le
plus efficace pour ce tissu en particulier. De maniére genérale, on appelle cette méthode les Essais
de Sensibilité et de Résistance a la Chimiothérapie (ESRC, ou CSRA en anglais). La premiére
trace d’ESRC remonte a 1953 quand Black et Speer ont cultivé des carcinomes épithéliaux issus
de patients pour suivre I’effet d’agents thérapeutiques sur le métabolisme et la viabilité cellulaire®?.
Toutefois, leur approche a échoué en raison des limites inhérentes au transport de 1’oxygéne et des
métabolites dans les tissus qui entrainent 1’apparition d’un centre nécrotique dans les gros
morceaux de tissu (> 400pm) qui interférent avec I’analyse des traitements. Ce n’est qu’apres
plusieurs décennies de perfectionnement que cette technique attirera finalement 1’intérét des
chercheurs et cliniciens, notamment a la suite de I’avénement de la microfluidique qui a permis de
repousser les limites techniques au niveau de la culture de cellules et de tissus biologiques. Depuis,
une foule de groupes de recherches ont exploités les avantages offerts par les technologies
microfluidiques pour prolonger la viabilité des échantillons tumoraux en laboratoire pour évaluer
la réponse thérapeutique des échantillons. Toutefois, la transition de ces technologies vers un
contexte clinique réel a été limitée par le faible rendement et la complexité inhérente de ces
dispositifs microfluidique. Egalement, pour étre pertinentes cliniquement, ces technologies se
doivent d’étre compatibles avec 1’étalon d’or (« Gold Standard ») utilisé en oncologie pour
caractériser 1’état d’un tissu : 1’histopathologie. Ainsi, ce mémoire porte sur le développement

d’outils microfluidique qui permettraient la culture de tissu tumoraux et 1’utilisation de techniques



histopathologiques pour évaluer la réponse thérapeutique. Plus spécifiquement, ce mémoire décrira
la conception et la fabrication d’un dispositif microfluidique dédi¢ a la culture de tissus dérivés de
tumeurs qui sera compatible avec des analyses histopathologiques a haut rendement. On décrira
ensuite la fabrication du dispositif et on validera expérimentalement que le dispositif est adéquat

pour suivre la réponse thérapeutique dans un tissu tumoral.



CHAPITRE2 REVUE DE LITTERATURE

2.1 La microfluidique en biologie

D’abord introduit en 1990 par Manz et al, le concept de lab-on-a-chip (LOC) a profondément
bouleversé la chimie analytique et la biologie moderne®3. Le principe qui sous-tend 1’utilisation du
LOC est de miniaturiser et d’intégrer toutes les étapes pour une procédure quelconque dans une
plateforme portable et peu couteuse. Une telle plateforme réduit considérablement les temps
d’analyse en plus de permettre une manipulation efficace des échantillons biologiques et
chimiques. La miniaturisation de ces procédés offre donc plusieurs avantages qui seront détaillés
plus loin dans ce chapitre. Historiquement, le développement des LOC est reliés étroitement a
I’avénement de la microfluidique, la science et la technologie impliquées dans la manipulation de
petits volumes de liquide a I’échelle submillimétrique’®. Les premiéres applications intégrant les
concepts de LOC et de microfluidique étaient destinées a la chimie analytique : chromatographie
phase-gas™>'¢, chromatographie liquide & haute pression*>!’ et électrophorése par capillarité*®-2,
Depuis, une foule d’applications biologiques (analyses génomiques, protéomiques, cellulaires,
etc.) ont été miniaturisées et intégrées dans des systemes microfluidiques LOC. Par exemple, en
recherche fondamentale, on utilise des LOC qui permettent de reproduire la structure et les
fonctions d’un organe de maniere artificielle afin d’étudier la physiologie et les processus qui sont
propres a ces organes?!. Généralement désignés comme « organs-on-chips », ces systémes ont
permis I’étude du fonctionnement de différents organes comme le cerveau??, le foie?>?*, les reins®,
I’intestin®, le sein?” et les 0s?8. On utilise également ce type de systémes dans un contexte clinique,
notamment pour offrir des plateformes pour manipuler et analyser des tissus de maniére trés

efficace dans un contexte d’identification et de validation des agents thérapeutiques®>=C.

Quels sont les avantages de miniaturiser ces procédures et de les intégrer dans un systéeme
microfluidique? De prime abord, cela permet de réduire la taille de 1’échantillon et la
consommation de réactifs, ce qui n’est pas trivial quand les échantillons sont limités, comme par
exemple dans le cas de tissus issus de patients, ou que les réactifs sont coliteux, comme c’est le cas
pour les anticorps et les agents thérapeutiques. De plus, le mélange par diffusion se fait beaucoup
plus rapidement a 1’échelle micro que macro, ce qui permet d’accélérer les réactions chimiques et
ultimement de réduire le temps moyen nécessaire par effectuer une analyse. Egalement, les canaux

microfluidiques longs et étroits sont caractérisés par un nombre de Reynolds faible (Re<1),



résultant en un écoulement laminaire qui permet un contréle spatio-temporel précis du liquide dans
les canaux. Ce contrble précis sur le milieu permet de manipuler, piéger et analyser des agrégats
de cellules ou des morceaux de tissus sans contact physique direct avec I’échantillon, ce qui réduit
les risques de bris et de contamination des tissus. On peut également utiliser la nature laminaire de
1’écoulement pour recréer des gradients de molécules pertinents pour I’étude de la physiologie®.
Dans le cas particulier des applications biologiques, un autre avantage de la microfluidique est la
capacité de concevoir et de personnaliser le microenvironnement cellulaire, notamment en utilisant
des techniques de microfabrication pour déposer et structurer des molecules biologiques dans les
systemes. On peut ainsi émuler le microenvironnment cellulaire tumorale dans notre systeme
microfluidique et ainsi étendre notre compréhension de 1’influence du microenvironnement sur les
phénomenes a I’étude. D’autre part, les dimensions des canaux microfluidiques peuvent &tre
ajustées pour permettre la manipulation d’échantillons biologiques dont la taille peut varier de

I’échelle micrométrique (cellules individuelles) a I’échelle millimétrique (tissus entiers).

Le développement des techniques de lithographie douce® (soft lithography) permet de concevoir
des systemes microfluidiques compatibles avec la culture cellulaire en permettant de les fabriquer
dans un élastomere transparent optiquement, perméable a 1’oxygene, flexible et peu coliteux. Le
poly(dimethylsiloxane) (PDMS) est tout a fait indiqué pour ce type de systemes microfluidiques et
des systemes en PDMS ont déja été largement utilisés pour développer des modeles de culture
cellulaire in vitro qui offrent une excellente représentativité du comportement in vivo de ces mémes
cellules. Les détails concernant la technique de lithographie et les matériaux utilisés pour fabriquer

les systémes seront décrits dans le chapitre 5.

Dans le contexte de la médecine personnalisée, la microfluidique émerge comme un outil trés
prometteur pour développer de nouveaux modeles qui permettraient de préserver la viabilité de
tissus tumoraux de patients in vitro pour valider empiriquement 1’efficacité des traitements pour
un patient en particulier. Avant d’élaborer sur le potentiel de la microfluidique de fournir de
nouveaux modeles thérapeutiques cliniquement pertinents, il faut d’abord s’attarder aux mode¢les
couramment utilisés a ce jour pour le dépistage et la validation de nouveaux agents thérapeutiques
afin de mieux identifier les lacunes de ces modeles et ainsi mieux comprendre comment les apports

potentiels de la microfluidique.



2.2 Les modeles de cancer

Les essais de sensibilité et de résistance a la chimiothérapie (ESRC) servent a évaluer 1’effet d’un
agent thérapeutique sur des échantillons biologiques issus de tissus tumoraux humains. Les ESRC
sont utilisées dans les essais cliniques depuis plusieurs décennies pour anticiper la réponse d’un
patient a certains traitements, et ainsi identifier le traitement optimal pour ce méme patient®3. De
maniere génerale, ces essais requierent que des tissus dérivés de patients soient maintenus en vie
dans un systeme dédié a la culture cellulaire et soient par la suite soumis aux différents traitements
a tester. Les ESRC analysent une variété de caractéristiques moléculaires (mort cellulaire,
croissance cellulaire, métabolisme, etc.) pour déterminer lequel des traitements est le plus efficace
pour un patient. Les modeles qui ont été développés se divisent en trois catégories : in vitro, in vivo

et ex vivo.

2.2.1 Modéles in vitro

Les modeéles in vitro se divisent en trois catégories: la culture cellulaire 2D, la culture cellulaire 3D

assistée par matrice extracellulaire et la culture 3D de sphéroides.

Culture cellulaire in vitro 2D

Autant dans le milieu clinique que pharmaceutique, les ESRC utilisent principalement la
monoculture de cellules tumorales dérivées soit de lignée cellulaire établie ou issues directement
de la tumeur d’un patient en particulier®*®, Ces lignées cellulaires poussent en monocouches sur
des surfaces de polystyréne et plusieurs lignées cellulaires peuvent étre cultivés et préservés sur
plusieurs années si on les entretient correctement. Toutefois, de plus en plus de résultats suggeérent
que les modéles de monoculture en deux dimensions (2D) peuvent développer des changements
génétiques irréversibles et ainsi perdre I’hétérogénéité caractéristique de la population cellulaire
initiale au fil du temps?:*%37_ De plus, ces modéles en 2D n’incluent pas certaines caractéristiques
fondamentales des tissus in vivo, telles une architecture 3D complexe ainsi que la présence de
matrice extracellulaire et de cellules immunitaires et stromales dans le microenvironnement

tumoral qui jouent un réle crucial dans la progression du cancer et la résistance aux traitements®38.



Culture cellulaire 3D assistée de matrice extracellulaire

Afin d’inclure la composante 3D des tumeurs a la culture cellulaire conventionnelle, il est possible
d’utiliser des hydrogels naturels, tels le collagéne et le Matrigel, pour produire une matrice
extracellulaire (MEC) qui agit comme élément structurant et qui permet la croissance en trois
dimensions. Plusieurs groupes de recherche ont démontré que la présence de MEC durant la
croissance cellulaire influence grandement les caractéristiques fondamentales des cellules comme
la morphologie, la différentiation, la polarisation et I’expression génique®=°°. De maniére
similaire, il a été montré que la co-culture assisté par MEC de cellules tumorales avec d’autres
cellules non tumorales affectent le taux de croissance, la sensibilité aux agents thérapeutiques et la
sécrétion des protéines dans les cellules tumorales®®4142, Ces différentes études soulignent
I’influence des interactions cellules-cellules et cellules-matrice sur la réponse des cellules

tumorales a un traitement.

Culture 3D de sphéroides

De maniére générale, un sphéroide provient d’un ensemble de cellules qui s’agrége et forme une
sphére.  Allant de quelques micromeétres a quelques millimetres, les sphéroides recréent
I’hétérogénéité spatiale qu’on retrouve dans une tumeur : des cellules qui proliféerent en périphérie
du sphéroide, qui sont quiescentes dans la partie moyenne de celui-ci et nécrotique en son centre.
En effet, la structure 3D des sphéroides entraine 1’apparition de gradients naturels d’oxygene et de
déchets métaboliques qui permettent d’étudier 1’ effet de ces gradients physiologiques sur la réponse
aux traitements. En raison de leur représentativité accrue par rapport aux modeles 2D
conventionnels, les sphéroides ont été largement acceptés comme un nouveau modele intéressant
pour étudier la réponse aux traitements dans un contexte d’ESRC**®. Toutefois, ces modéles
n’incluent toujours pas les composantes du microenvironnement tumoral qui influencent

grandement le comportement des cellules tumorales.

2.2.2 Modéle in vivo : xénogreffes dérivées de patients

A I’opposé dans le continuum expérimental, les ESRC in vivo sont typiquement réalisées sur des
xénogreffes produites a partir du tissu tumoral d’un patient particulier (Patient-derived Xenograft;

PDX). Pour générer un PDX, un petit morceau d’une tumeur d’un patient est greffé dans une souris



immunodéficiente ou il pourra croitre dans des conditions in vivo beaucoup plus représentatives du
microenvironnement tumoral réel que dans les systémes in vitro présentés plus tot. Ces modeles
présentent I’avantage de préserver les caractéristiques importantes du tissu original (hétérogénéite,
structure 3D complexe, présence de matrice extracellulaire) sur une tres longue période de temps,
ce qui le rend idéal pour étudier I’effet a long terme des médicaments*’~>C. Toutefois, ces modéles
sont généralement inadéquats dans un contexte d’ESRC, car ils s’échelonnent sur plusieurs mois,
ce qui ne permet pas de déterminer le traitement optimal du patient des la premiere prescription qui
se donne généralement quelques semaines apres la biopsie. De plus, ces modéles sont trés couteux

et discutables du point de vue éthique®.

2.2.3 Modele ex vivo : Culture organotypique

Bien que les modeles présentés plus haut présentent des avantages indéniables pour permettre de
comprendre I’influence de la structure 3D et du microenvironnement tumoral sur la réponse a un
traitement, il demeure pratiqguement impossible de recréer artificiellement le microenvironnement
complexe d’un tissu in vivo dans un systeme in vitro. Pour contourner ce probleme, la culture
organotypique a été proposée comme solution alternative, car elle permet de préserver la viabilité
de gros morceaux de tissus tumoraux dans des systémes de culture. De maniere générale, ces
modéles de culture requiérent que la tumeur soit extraite lors d’une chirurgie et sectionnée en petits
morceaux pour permettre la diffusion de I’oxygene et des métabolites jusqu’au centre du tissu en
absence de toute vascularisation (la tumeur cesse en effet d’étre vascularisée des qu’elle est retirée
du patient). Etant donné qu’elle préserve la structure in vivo et les interactions cellule-matrice du
tissu original, la culture organotypique utilisée a des fins d’ESRC suscite beaucoup d’intérét dans
le milieu clinique, car elle présente beaucoup de potentiel pour prédire la réponse clinique du

patient a un traitement donné.



Une des premiéres apparitions de la culture organotypique remonte a 1953 quand Black et
collaborateurs ont préservé des tissus épithéliaux tumoraux (sein, estomac, reins, ovaires) dans des
systémes de culture in vitro apres les avoir préalablement extraits en chirurgie et coupés au scalpel

en de plus petits morceaux d’un peu moins de 0.5 centimétre cube'?°2, Ils ont donc pu mesurer la
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Figure 2.1: Modele de culture organotypique publiée dans la littérature. (a) Systéme microfluidique
utilisé par Hattersley et al. en 2008 pour cultiver des tissus tumoraux issus de la téte et du cou de
souris®’. Le systéme est formé d’une large chambre de culture ou le tissu est perfusé et peut rester
vivant jusqu’a 70h. (b) Systéme microfluidique utilisé par Chang et al. en 2014 qui permet la
culture organotypique de tranche de cerveau et 1’évaluation de plusieurs agents de chimiothérapie
sur une méme tranche®. Le systéme multicouche est compatible avec une plaque a 96 puits et
permet de tester différents agents avec une tres haute efficacité. (c) Plateforme microfluidique
développée par van Midwoud et al. en 2010 pour préserver des tranches de foie sous perfusion
continue afin d’étudier le métabolisme du foie.>*
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réponse de ces tissus a différents agents de chimiothérapie ou inhibiteurs d’enzymes en suivant

I’activité de la déshydrogénase, un indicateur de toxicité 1i¢ au métabolisme.

Quelques années plus tard, en 1955, Thomlison et Gray ont utilisé des analyses histologiques pour
étudier le phénomene de limitation de transport de masse dans le cancer du poumon et ils ont
montré que les tumeurs de grande taille présentaient un niveau supérieur d’hypoxie en leur centre®.
En utilisant les propriétés diffusives des métabolites et de la consommation en nutriments du tissu,
ils ont pu déterminer la dimension critique qu’un tissu ne devrait pas dépasser pour demeurer viable
en son centre. A la suite de ces travaux, les chercheurs ont donc commencé a trancher les biopsies
tumorales en fine tranche (300-400pm) avant la culture pour prévenir I’hypoxie (Figure 2.1). Par
exemple, van Midwoud et al. ont montré qu’il était possible d’étudier le métabolisme dans des
tranches de foie de souris cultivé sous perfusion pendant 24 heures®*. Plus tard, Chang et al. ont
développé une plateforme microfluidique compatible avec une plaque standard 96 puits qui permet
la culture a long terme de tranches de cerveaux de souris et d’évaluer la sensibilité et la résistance
a la chimiothérapie®®. De maniére plus générale, une multitude de groupe de recherche ont utilisé
des systémes de culture organotypiques pour étudier la physiologie de tissus sains ou cancéreux de

foie>®>7, cerveau®®>*° poumon®®!, sein%263 et estomac®?%4,

Le désavantage majeur de la culture organotypique de fines tranches de tissus est lié a la
manipulation de large surface de tissu coupé en trés fines tranches. Il est en effet difficile de
manipuler ces tranches sous-millimétriques sans qu’elles ne s’endommagent, qu’elles ne
s’affaissent ou se replient. Ceci affecte grandement le rendement et ’efficacité de ces méthodes
quand on doit manipuler un grand nombre de tranches ou qu’on doit les retirer du systéme de
culture a la suite des traitements pour évaluer la réponse thérapeutique du tissu. De plus, les grandes
tranches de tissus consomment beaucoup de nutriments et requierent généralement que le systeme
de culture soit perfusé en continu pour prévenir la déplétion des métabolites. Cette perfusion et
tous les connecteurs fluidiques qu’elle nécessite sont laborieux a entretenir et trés peu compatibles

avec le mateériel standard disponible en salle de culture (ex : incubateurs).
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2.3 Tissus microdisséqués pour les ESRCs

2.3.1 Présentation générale du modéle

Dans le but d’adresser une partie de ces lacunes, notre groupe de recherche a proposé en 2016 une
adaptation du mod¢le organotypique par tranches qui permet I’évaluation personnalisée de la
réponse a divers traitements®®. Dans ce modéle, les tumeurs extraites chirurgicalement sont
préalablement microdisséquées en centaines d’échantillons sphériques d’environ 500um de
diametre et cultivees dans des systemes microfluidiques ou ils peuvent étre exposés a différents
agents thérapeutiques (Figure 2.2). Ces échantillons microdisséqués peuvent étre aspirés a ’aide
d’une pipette et introduits a 1’entrée du canal microfluidique qui contient une série de puits
cubiques. En aspirant le liquide a la sortie du canal, on guide les tissus microdisséqués (MDT)
jusqu’a ce qu’il soit au-dessus des puits cubiques. On laisse alors les tissus sédimenter jusqu’au
fond du puits. Les puits gravitationnels permettent de piéger les échantillons facilement et
rapidement, sans 1’aide d’une force externe, en plus de protéger les échantillons des forces de
cisaillement importantes qui sont présentent lorsqu’un liquide s’écoule dans le canal principal situé
au-dessus du puits cubique. Par ailleurs, la microdissection des échantillons de tissus permet un
contrble spatiotemporel précis des tissus microdisséqués (MDT) avec des techniques simples,
efficaces et rapides qui ne nécessitent aucun contact direct avec I’échantillon tout au long de la
culture. De plus, en microdisséquant les échantillons, on élimine le besoin de perfuser le systeme,
car les dimensions des MDTs sont suffisamment petites pour que la diffusion de I’oxygene et des
métabolites soient suffisants pour prévenir I’hypoxie. Cette méthode produit un trés grand nombre
d’échantillons a partir d’une seule biopsie, ce qui permet de tester plusieurs traitements en parallele
de manicre a maximiser 1’utilisation du tissu. Cette nouvelle méthode d’ESRC permet de combiner
la pertinence physiologique des modeles organotypiques a la simplicité et I’efficacité des

manipulations associées a la culture de sphéroides.

Cette méthode a fait ces preuves et Astolfi et al. ont démontré que les tissus microdisséqués peuvent
étre produits de maniere reproductible et qu’ils peuvent étre piégés facilement dans des puits
gravitationnels qui protegent les tissus des forces de cisaillement importantes présentes dans les
canaux microfluidiques. Ils ont également montré que les MDT issus de huit types différents de

tissus tumoraux demeurent viables tout au long d’une période de 8 jours de culture®.
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Figure 2.2 : Schématisation de I’approche d’ESRC présentée par Astolfi et al. qui utilise des tissus
microdisséqués cultivés dans des systémes microfluidiques?. (1) Extraction chirurgicale de la
tumeur, suivie du procédé de microdissection qui permet de produire des tissus microdissequés
(MDT). (2) Piégeage des MDTs dans des systemes microfluidiques congus pour la culture de tissus.
(3) Exposition a différents agents thérapeutiques dans les systémes en paralléle. (4) Evaluation de
I’effet des traitements avec la microscopie confocale et la séparation de cellules activés par
fluorescence (FACS). (5) Détermination du traitement le plus efficace pour ce patient en
particulier.

2.3.2 Evaluation de I’effet des traitements

Pour évaluer I’effet des différentes conditions de culture sur les MDT, Astolfi et al. ont utilisé
I’imagerie confocale combinée avec une méthode immunologique bien connue : la séparation de
cellules par fluorescence activee (Fluorescence-activated cell sorting; FACS). La microscopie
confocale permet de visualiser la morphologie 3D du tissu en temps reel, en plus de permettre la

caractérisation de la viabilit¢ de 1’échantillon en utilisant des marqueurs fluorescents
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fonctionnalisés®®®’. Toutefois, I’absorption et la diffusion de la lumiére dans le tissu limitent la
profondeur d’imagerie maximale dans les échantillons biologiques, ce qui restreint I’analyse de la
structure et de la viabilité des cellules a la surface du tissu. A ’opposé, des techniques
immunologiques telles que le FACS permettent 1’évaluation exhaustive de 1’expression de
certaines molécules d’intérét dans 1’enticreté du tissu. Toutefois, ces techniques requierent
généralement que 1’échantillon soit digéré et réduit a ses plus petites composantes préalablement a
I’analyse, empéchant ainsi d’évaluer ’effet du traitement sur la morphologie du tissu, une

caractéristique importante pour évaluer la réponse au traitement.

A mi-chemin entre I’imagerie confocale et le FACS, les techniques d’histopathologie (HP)
combinés a I’immunohistochimie (IHC) permettent de caractériser complétement la structure 3D
d’un échantillon en plus de permettre de visualiser in situ I’expression des différentes protéines
d’intérét dans le tissu. L’histopathologie requiert que 1’échantillon soit retiré de la plateforme de
culture, fixé et déshydraté a I’aide d’une combinaison de formaline et d’éthanol, pour étre ensuite
immergé completement dans la paraffine liquéfiée. La paraffine va s’infiltrer et remplacer
complétement 1’eau dans le tissu, permettant ainsi de préserver la structure de 1’échantillon dans le
bloc de paraffine. Ce méme bloc peut étre tranché en fines tranches (=4um) qui sont ensuite
réhydratées et marquées avec une variété d’anticorps fonctionnalisés qu’on image a 1’aide d’un
microscope grand-champ standard. L’HP offre une versatilité et une sensibilité¢ inégalées qui les
rendent idéales pour évaluer I’effet d’un traitement sur un tissu. Pour ces raisons, ’'HP est
actuellement « I’étalon d’or » pour le pronostique et le diagnostic dans la majorité des cancers®,
Ainsi, plusieurs groupes de recherche ont utilisé ’HP pour évaluer la réponse thérapeutique dans
leur ESRC organotypique>>>"°9626389-72 Toytefois, leurs essais nécessitent que les tissus soient
retirés manuellement de la plateforme de culture pour étre analysés avec I’HP, réduisant ainsi le
rendement de la méthode en plus de nécessiter un surcroit de travail manuel qui augmente les
chances d’endommager les échantillons lors des manipulations. Egalement, comme chaque
échantillon est analysé séparément, on augmente grandement la quantité de réactifs nécessaire pour

I’analyse, en plus d’augmenter la variabilité expérimentale d’une analyse a I’autre.

Dans le but de combler les lacunes de la microscopie confocale et du FACS, notre groupe a cherché

a adapter le modele organotypique d’ESRC exploitant les MDT pour le rendre compatible avec des
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analyses d’HP, tout en préservant le haut rendement d’analyse (« high-throughput ») offert par la
microdissection des échantillons en MDT. En bref, le défi consistait a trouver une fagon de préparer
simultanément 1’ensemble des échantillons microdisséqués qui sont intégrés dans les puits du
systéeme microfluidique. Pour ce faire, une adaptation du protocole standard de paraffinage a été
congue pour étre compatible avec la culture des MDT dans les systémes microfluidiques : le
paraffinage lithographique (Paraffin-Embedding Lithography; PEL). Le PEL se compose d’une
séquence de manipulation qui permet de fixer et déshydrater les échantillons microdissequés
directement dans les systemes microfluidiques et de les transférer tous en méme temps dans un
bloc de paraffine avec une méthode analogue a la lithographie (Figure 2.3.1). Briévement, le PEL
consiste a séparer les deux couches de polymeres qui forment le systeme microfluidique de sorte a
exposer les MDTs a D’air libre, en préservant toutefois leur emplacement dans les puits
microfluidiques qui servent de pieges pour les échantillons. On dépose ensuite la couche de
polymere qui contient les échantillons dans un moule en métal dédié au paraffinage (Figure 2.3.4),
gu’on immerge complétement dans la paraffine liquéfiée. On procéde ensuite en faisant solidifier

la paraffine a température piéce, en retirant le bloc de paraffine du moule métalligue et en enlevant

(2)

IE;
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y .
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Figure 2.3 : Protocole de paraffinage lithographique (PEL). (1) Etapes du PEL : (a) Séparation des
deux couches de polymeres. (b) Recouvrement des MDT exposés avec de la paraffine liquide dans
un moule métallique. (c) Solidification de la paraffine, extraction de la couche restante de
polymere. (d) Recouvrement des MDT avec de la paraffine liquide et solidification pour former le
MDTA. (2) Photo du dispositif microfluidique présenté dans la référence?®. 3) Représentation
schematique du systéeme initial. (4) Dimensions physiques du moule métallique utilisé lors de la
procédure.



15

la couche de polymere restante. Les MDT ainsi exposés sont recouverts par de la paraffine liquide
qui va solidifier pour former le bloc de paraffine final, qu’on désigne sous le nom de « matrice de

tissu microdisséqués » (Micro-Dissected Tissue Array; MDTA).

Un des avantages du PEL est qu’il élimine complétement le besoin de manipuler physiquement les
échantillons pour les analyser, réduisant considérablement les risques de dommage potentiel sur
les tissus. Toutefois, I’avantage principal du PEL est qu’il permet de transférer les échantillons
dans un bloc de paraffine en une seule manipulation, indépendamment du nombre d’échantillons
dans le systeme. Contrairement aux méthodes conventionnelles de paraffinage employé dans les
modeles organotypiques publiés a ce jour, ou le temps d’analyse varie relativement linéairement
avec le nombre d’échantillons a traiter, le PEL permet de traiter les échantillons par lots pour une
plus grande efficacité. De ce fait, pour pleinement exploiter le potentiel d’efficacité de cette
méthode, il est primordial de maximiser le nombre d’échantillons qu’on peut cultiver dans le
systeme microfluidique, tout en considérant les dimensions maximales du MDTA déterminé par la
taille du moule métallique utilisé lors du processus de paraffinage (Figure 2.3.4). La taille
maximale de ce moule est elle-méme fixée par la dimension de la lame de microscope en verre qui
supporte les fines tranches de paraffine et qui doivent respecter une taille standard pour étre
compatible avec les différents instruments dédiés a 1’histopathologie. Dans le travail initial de
Astolfi et al., le systeme microfluidique utilisé pour la culture des MDT consiste a un long canal
disposé en serpentin qui contient cing puits par canaux pour piéger les MDT (Figure 2.3.2 et 2.3.3).
Considérant 1’espace total qu’occupe un de ces canaux (9x16 mm sur le plan XY) et I’espace
disponible dans le moule métallique (18 x 30 mm sur le plan XY), on peut difficilement faire rentrer

plus d’un canal (5 échantillons) par moule. Ainsi, on constate qu’il est essentiel d’adapter le design

microfluidigue initial afin d’augmenter la densité des échantillons dans le systéeme microfluidique

pour profiter des avantages inhérents au PEL.
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CHAPITRE3 OBJECTIFS DE RECHERCHE DE L’ETUDIANT

L’objectif de ce projet de maitrise est d’adapter le design du systéme microfluidique dans le but de
maximiser la densité des échantillons dans le systeme tout en conservant les conditions opératoires
pour la culture de MDT préalablement optimisées. En effet, on veut préserver les caractéristiques
du design initial qui rendent le systeme simple a utiliser et & manipuler, mais on veut ultimement
augmenter le nombre d’échantillons qui sont contenus dans 1’espace correspondant au moule
métallique utilisé pour les MDTA. Dans le tableau 3.1, on résume les caractéristiques principales
du systéme microfluidique initial et on dresse un cahier de charges pour mettre en évidence les
caractéristiques souhaitées pour le nouveau systeme dédié au PEL. Tel que mentionné plus tét,
I’objectif principal du dispositif est de maximiser le nombre d’échantillons contenu dans I’espace
disponible pour le PEL. Toutefois, on doit imposer des contraintes fixes sur la fréquence de
changement de milieu et sur la durée totale de culture pour que les paramétres expérimentaux qui
affectent la viabilité du systeme final soient similaires a ceux du dispositif initial. On impose
¢galement une contrainte sur le nombre de Reynolds du dispositif final pour que 1’écoulement dans
les canaux microfluidiques demeure laminaire (Re < 1000), ce qui favorise la stabilité des
échantillons dans les puits microfluidiques. Finalement, on cherche a minimiser le temps requis
pour changer les conditions de culture dans le dispositif. On verra plus loin qu’il faudra faire un
compromis entre le nombre d’échantillons qu’on peut contenir dans le dispositif et le temps requis
pour changer les conditions de culture dans tous les puits du dispositif. Pour guider nos choix de
design, on décide d’imposer une contrainte maximale réaliste de 20 minutes sur le temps requis
pour changer les conditions de culture dans le systeme. L’importance et I’interdépendance de ces
différentes caractéristiques seront détaillées et expliquées a 1’aide de modeles théoriques et d’outils

de simulation dans le corps de cet ouvrage.

Tableau 3.1 Cahier de charges pour le nouveau systéeme microfluidique dédié au PEL

Caractéristique Systéme initial®® Contrainte Systéme final
Nombre d’échantillons par 5310 Maximiser Le maximum
MDTA
Fréquence (:s“cizingement de A chaque 24 heure Contrainte fixe A chaque 24 heure
Préserve la viabilité des 8 iours Contrainte fixe > 8 iours
échantillons sur X jours ) =°J
Nombre de Reynolds ~54 Régime laminaire <1000
Temps requis pour changer les ~14 minutes Minimiser ~ 20 minutes
conditions de culture
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Les choix de design et de conception qui ont mené a la conception du nouveau systéeme
microfluidique seront détaillés dans la chapitre 4. Le chapitre 5 décrira les méthodes et les résultats
de la fabrication des systéemes microfluidique. Dans le chapitre 6, on tentera de répondre a la
question suivante : combien de MDT doit-on tester dans chaque condition de culture pour observer
une réponse représentative du tissu primaire? En effet, étant donné qu’on découpe la tumeur
primaire en centaines de MDT, on doit déterminer combien d’échantillons seront analysés dans
chacune des conditions de traitement. Pour ce faire, on a développé un outil d’analyse statistique
d’image de tumeurs primaires qui permet de simuler le processus de microdissection et d’étudier

I’influence des parametres d’échantillonnage sur les résultats observés.

Par la suite, et avec I’aide des membres du groupe de recherche, on validera expérimentalement les
choix de design microfluidique en cultivant des MDT issus d’une variété de tissus (prostates,
ovaires) pour une période d’au moins 8 jours et on mesurera la viabilité, la prolifération et la mort
cellulaire des échantillons a travers le temps. On validera également le processus d’échantillonnage
en comparant le procédé d’analyse statistique d’image développée plus tot avec les résultats
expérimentaux d’échantillonnage. Finalement, on démontrera le potentiel des MDTA pour suivre
une multitude de réponses biologiques et thérapeutiques en soumettant les échantillons a des
concentrations croissantes d’agent de chimiothérapie et a différents stimulants moléculaires bien

connus.



18

CHAPITRE4 CONCEPTION ET DESIGN DU SYSTEME
MICROFLUIDIQUE

Le premier objectif du projet est de concevoir un systeme microfluidique qui permet de préserver
la viabilité des échantillons biologiques, et ce en maximisant le nombre d’échantillons cultivable
dans le systéme. Pour ce faire, il faut d’abord s’attarder aux différents prérequis indispensables a
la culture d’échantillons dans des systémes microfluidiques et examiner comment les parametres
géométriques des canaux affectent les paramétres d’utilisation du systéme. Dans cette section, on
réfere souvent au travail publié de Rousset et al. qui ont utilisé la méthode des éléments finis pour
étudier et modéliser la culture d’échantillons biologiques dans des systémes microfluidques’. Plus
précisément, les sections 4.1 et 4.2 résument les principales conclusions des travaux de Rousset et
al. et montrent comment on peut définir le volume de milieu de culture accessible par échantillon
(section 4.1) et la taille des puits gravitationnels (section 4.2). Une fois ces données établies, les
sections suivantes de ce chapitre apportent notre contribution originale a la conception d’un
nouveau systéme microfluidique dédié au PEL. Dans les sections suivantes, on s’attardera a
I’optimisation du nombre d’échantillons dans le systéme (section 4.3) et au temps requis pour
changer le milieu de culture (section 4.4), avant de définir les dimensions finales du systéme
microfluidique (section 4.5) et la disposition des canaux microfluidiques (section 4.6). Une

conclusion générale est donnée dans la derniére section (section 4.7).

4.1 Volume de milieu de culture accessible par échantillon

Dans le modéle proposé, les MDT sont cultivés dans des systemes non-perfusés, c¢’est-a-dire que
le milieu de culture est changé complétement a intervalle régulier. Intuitivement, on comprend que
le volume du milieu de culture accessible par chaque échantillon est inversement proportionnel a
la fréquence des changements de ce milieu : plus les échantillons ont accés a un grand volume de
milieu de culture, plus on peut laisser de temps entre chaque changement de milieu. Bien entendu,
la taille et 1a nature de I’échantillon biologique doivent également étre prises en considération dans
ce calcul. Dans le travail de Rousset et al., les auteurs utilisent un modéle pour étudier I’influence
du volume de 1’échantillon (V) et du volume du milieu de culture disponible (V) sur le temps
entre deux changements de milieu (t) : t [h] = 0.25(V;/Vy). Ainsi, si on connait le volume de
I’échantillon cultivé et qu’on fixe la fréquence de changement de milieu a quelque chose

d’acceptable (c.-a-d. : une fois par jour), on peut déterminer le volume du milieu de culture
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nécessaire a chaque échantillon pour assurer sa viabilité dans le systeme non-perfusé. Tel que
mentionné un peu plus tot, le diamétre des MDT est fixé & 500um (soit 0.065mm?3) pour prévenir
I’hypoxie dans le centre des échantillons. Ainsi, selon les travaux de Rousset et al., chaque MDT
devrait avoir accés a 6.28 mm? de milieu de culture pour préserver la viabilité des tissus pendant
24 heures, tel que mandaté dans le cahier de charges. Comme on peut le constater dans la figure
4.1, le volume du milieu de culture accessible par chaque MDT est directement déterminé par les
propriétés géométriques du canal, et il peut s’écrire : V. = H * W * L, si on néglige le faible volume
de milieu de culture dans le puits qui entoure I’échantillon (p * u * v < H * W * L). On peut donc
ajuster séparément les valeurs de H, W et L tant et aussi longtemps que V. = 6.28mm?3 . Toutefois,
nos simulations réalisés ultérieurement vont montrer que ces trois parametres influencent
grandement d’autres aspects importants de la culture des MDT, notamment le temps requis pour
effectuer les changements de milieu de culture ainsi que la nature méme de 1’écoulement dans le
canal, et qu’ils sont donc soumis a d’autres contraintes si 1I’on veut développer un nouveau systeme

microfluidique dédié au PEL.

4.2 Taille des puits gravitationnels

On utilise un principe de piégeage gravitationnel pour maintenir les MDT dans des puits
microfluidiques et les exposer a différentes conditions de culture en remplacant le liquide dans le
canal principal qui est situé au-dessus des puits. Deux conditions fondamentales doivent étre
respectées pour que le piégeage gravitationnel soit efficace : 1) L’échantillon doit avoir une densité
supérieure a celle du milieu pour que ce premier puisse sédimenter. 2) Le temps de sédimentation
des échantillons dans le puits doit étre inférieur au temps de déplacement horizontal de 1’échantillon
au-dessus du puits. La premiére condition a été validée dans le travail original de Astolfi et al. : les
MDT ont une densité supérieure a celle du milieu de culture par environ 200 mg par centimetre
cube (2%). Dans notre cas, la deuxieme condition peut étre contournée, car on utilise une
micropipette pour contrdler 1I’écoulement dans le canal. On peut donc suspendre 1’écoulement a
volonté et arréter completement le déplacement de 1’échantillon lorsqu’il se situe au-dessus d’un

puits, lui laissant autant de temps que nécessaire pour sédimenter jusqu’au fond du puits.

La taille des puits gravitationnels est un des paramétres les plus importants qu’on peut ajuster dans

le design pour controler la sélectivité, la vitesse de sédimentation et la stabilité du processus de
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piégeage gravitationnel des MDT. D’une maniére générale, on veut un puits suffisamment large
pour que I’échantillon puisse y sédimenter, mais suffisamment étroit pour prévenir le piégeage de
multiples échantillons dans le méme puits. Dans le cas ou I’échantillon est de taille similaire a celle
du puits, on observe un ralentissement de la vitesse de sédimentation due a la recirculation du
liquide autour de I’échantillon qui engendre une force de trainée qui s’oppose a la force

gravitationnelle. Cet effet a été simulé et caractérisé dans différents travaux? '+,

Une fois que I’échantillon est sédimenté, celui-Ci est protégé particllement de 1’écoulement
principal dans le canal. Toutefois, comme on travaille avec un écoulement laminaire inertiel (c-a-d :
les forces inertielles dominent les forces visqueuses (1<Re<2000)), une petite partie du liquide
circulant dans le canal va dévier juste en dessous de la surface du puits, se heurter sur la paroi du
puits et étre redirigé jusque dans le fond du puits. Analogue aux contre-courants qu’on observe
parfois dans les eaux vives d’une riviére, cette recirculation du liquide dans le puits entraine une
force hydrodynamique de levée (« lift ») sur I’échantillon qui s’oppose a la force gravitationnelle
sur I’échantillon et qui est susceptible d’éjecter I’échantillon pour le ramener dans le canal principal
ou méme de I’endommager si la force devient trop forte (tel qu’illustré en Figure 4.1.2, tirée de la
Ref.2%). La profondeur (u) et la longueur des puits dans le sens de I’écoulement (v) influencent
grandement la force qu’exerce cette recirculation sur 1I’échantillon. En effet, si le puits est trop peu
profond, 1’échantillon est plus susceptible d’étre entrainé dans 1’écoulement du canal principal,
d’étre éjecté du puits et d’étre exposé a des forces de cisaillements importantes. Similairement, si
I’ouverture du puits (v) est trop grande, on observe une augmentation de la recirculation dans le

puits qui peut éventuellement faciliter 1’éjection I’échantillon.

En considérant ces différents facteurs, les travaux de Rousset et al. suggerent d’utiliser des puits
cubiques (p=v) dont la largeur est 40% plus grande que le diametre des échantillons a piéger
(v=1.4*Diametre) pour minimiser ’effet de ralentissement de la sédimentation dii aux parois tout
en réduisant au maximum la recirculation dans le puits. Egalement, ces travaux suggérent d’utiliser
des puits présentant un rapport d’aspect (u/v) de 0.9 pour protéger les échantillons de 1’écoulement
dans le canal principal et réduire la force de levée exercée par le liquide sur I’échantillon. Ainsi, en
considérant qu’on veut piéger un échantillon de 500um de diamétre, la taille optimale des puits

est: p=v=700um, u=630um.
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Par ailleurs, la vitesse de I’écoulement dans le canal affecte également la stabilité des échantillons
dans les puits, car elle influence directement la force de levée qui agit sur 1’échantillon’®. Ainsi,
pour favoriser la stabilité des MDT, il sera préférable de choisir des dimensions géométriques qui
permettent de minimiser autant que possible la vitesse d’écoulement, et ultimement le nombre de

Reynolds tel que mentionné dans le cahier de charge.

La détermination de la taille des puits microfluidiques impose également une contrainte sur la
largeur maximale (W) du canal microfluidique. En effet, il faut que le canal soit suffisamment
étroit pour forcer 1’échantillon a se positionner au-dessus du puits et ainsi assurer un piégeage
robuste et efficace. Concrétement, il faut que le centre de gravité de 1’échantillon soit toujours situé

au-dessus du puits, et ce méme quand I’échantillon est directement collé sur la paroi du canal
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Figure 4.1 : Mécanisme de piégeage des échantillons. (1) Représentation schématique d’un
canal microfluidique présentant une extrusion cubique selon 1’axe z qui représente un puits
gravitationnel ou est piégé un échantillon sphérique (MDT). (2) Vitesse de 1’écoulement
(échelle de couleur), force hydrodynamique (fleche noire) et force gravitationnels (fleche
rouge) exercées sur le MDT lorsqu’on applique des débits suffisants pour éjecter ou
endommager 1’échantillon (Q1 et Q, respectivement). Reproduits de la référence®®. (3)
[lustration de la largeur critique (W) du canal pour que le centre de gravité de 1’échantillon
demeure au-dessus du puits.
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principal (Figure 4.1.3). En considérant un échantillon sphérique de 500 um de diamétre et des
puits cubiques (v=p) de 700 um, on fixe la largeur maximale du canal (W) a 1.2 mm pour assurer
un piégeage robuste, ce qui correspond a la somme de la largeur du puits et du diametre de
I’échantillon. Inversement, on peut assumer que la largeur minimale du canal correspond a la

largeur du puits (700um).

4.3 Nombre d’échantillons dans le systéme

Rappelons que 1’objectif principal est de concevoir un systéme qui permet le piégeage et la culture
a long terme des MDT tout en maximisant le nombre d’échantillons qu’on peut cultiver dans
I’espace offert par la cassette histologique illustrée en figure 4.2.1. Tel que mentionné un peu plus
tot, la dimension maximale de cette cassette est fixée par la taille des lames de microscope qui
servent a supporter les fines tranches de paraffine. Dans notre cas, on veut pouvoir utiliser la flotte
d’équipements disponibles au laboratoire pour automatiser les analyses histopathologiques et ces
équipements imposent une généralement une contrainte sur la taille maximale des lames de

microscope utilisables.
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Figure 4.2 : Calcul du nombre d’échantillons par MDTA. (1) Image représentative du moule
métallique utilisé pour la procédure ainsi que les dimensions maximales permises (L,qx =
30mm , W,,q, = 18mm). (2) Représentation schématique vue du haut de plusieurs canaux
microfluidiques de largeur W disposés en paralléle et espacés de E superposé a I’espace permis
défini par le moule. Ce schéma a pour but d’approximer le nombre de puits qu’on peut disposer
dans cet espace en fonction des parametres géométriques du canal.
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Pour illustrer I’influence des différents parametres géométriques sur le nombre d’échantillons
qu’on peut inclure dans le systéme, on développe un raisonnement mathématique tres simple en se

basant sur la figure 4.2 :
Le volume du milieu de culture accessible pour chaque échantillon peut s’écrire :
V. = HWL. (4.1)

Le nombre de puits maximal par canal s’écrit :

_ Linax
Npuits,canal = I (4.2)
Le nombre total de canaux dans le systéme s’€écrit :
n . - (Wmax —2E )
canaux,systeme (W + E) (43)

ou E est la distance entre deux canaux paralléles. L’expression au nominateur de 1’équation 4.3
représente la largeur totale ot on peut inclure des canaux tout en gardant une distance de E de part
et d’autre des canaux aux extrémités. L expression au dénominateur décrit la largeur qu’occupe un
canal incluant I’espace requis pour espacer deux canaux paralleles. Pour des raisons de stabilité
mécanique du dispositif lors de la fabrication du dispositif, on doit imposer une contrainte
supplémentaire sur la distance minimale entre les canaux. La contrainte typique en
microfabrication est que chaque canal doit étre séparé au minimum par une distance correspondant

a la largeur de chaque canal (E = W).

Ainsi, le nombre total de puits (n;,:4;) dans tout le systeme peut s’écrire :

_ _ Linax (Wmax B ZW) _ Lmax(Wmax B ZW)
Ntotal = Ncanaux,systeme * Npuits,canal = L(W T W) = LW (4,4)

On constate qu’on peut maximiser le nombre total de puits en diminuant la longueur (L) entre deux
puits, ou encore en réduisant la largeur du canal (W). On constate également que la hauteur (H) du
canal n’intervient pas dans le calcul du nombre total d’échantillons. Comme ces trois parametres

sont reliés par une contrainte de design fixe (HWL = 6.28mm?), on pourrait réduire au maximum
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les valeurs de L et W pour maximiser le nombre d’échantillons du dispositif et compenser en
augmentant grandement la valeur de H. Ainsi, sur la base de ces seules considérations, le design
théorique idéal serait des canaux étroits présentant un ratio d’aspect (H/W) trés élevé, de sorte a
réduire au maximum la distance L entre chaque puits et ainsi maximiser le nombre d’échantillons
dans le systéme. Toutefois, ces trois parameétres géométriques influencent d’autres aspects
fondamentaux de ces systémes, notamment le temps requis pour changer les conditions de culture
et la nature de 1’écoulement dans le systéeme. L’influence de ces paramétres sera étudiée en détail
dans les sections suivantes a 1’aide d’outils de simulation exploitant la méthodologie par éléments

finis.
4.4 Temps requis pour changer le milieu de culture

Il faut d’abord rappeler que le modele de culture exploitant des puits gravitationnels dans un
environnement non-perfusé est fortement dépendant de la diffusion des réactifs et des métabolites
dans le systéme. En effet, les réactifs sont introduits dans le canal principal et ils doivent diffuser
jusqu’au fond des puits, et inversement, les déchets métaboliques produits par les échantillons
doivent diffuser jusque dans le canal principal pour étre évacués. Si on veut changer complétement
les conditions de culture en utilisant une micropipette, on doit forcément attendre un certain temps
entre chaque ringage pour laisser le temps au réactif nouvellement introduit de diffuser. Comme le
temps de diffusion est proportionnel au carré de la distance a parcourir (tg;rr ~Ldiff2), les
dimensions physiques du canal vont influencer fortement le temps nécessaire aux réactifs pour
diffuser jusqu’a 1’échantillon. Cette limitation aura une influence directe sur le temps requis pour
changer complétement le milieu dans le systeme (une des contraintes du cahier de charge). Il est
donc nécessaire d’effectuer des simulations numériques afin d’établir clairement 1’influence de la

dimension des canaux sur le temps requis pour changer complétement le milieu dans le systeme.

4.4.1 Presentation de la méthodologie de modélisation par éléments finis

Pour approfondir I’analyse de I’effet des dimensions géométriques sur les caractéristiques du
systéeme énoncées dans le cahier de charges, on développe une simulation des processus de
convection et de diffusion qui ont lieu dans le systéme microfluidique. Pour ce faire, on utilise le

logiciel COMSOL Multyphysics® qui exploite la méthodologie par éléments finis pour résoudre
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les équations fondamentales décrivant les phénoménes physiques a 1’étude qui sont spécifiés par

I’utilisateur.

La premiére étape de ces simulations consiste a modéliser la géométrie du canal microfluidique en
utilisant les outils de modélisation 3D inclus dans le logiciel. Dans notre cas, on modélise un canal
de section rectangulaire ou sont disposés une série de puits cubiques tel que montré dans la figure
4.3. Les dimensions geométriques intéressantes (L, H, W) sont définies comme des variables qu’on
peut ajuster lors des différentes simulations. Pour notre simulation, on fixe la distance entre chaque
puits (L) de sorte que chaque MDT puisse accéder au volume de milieu nécessaire pour rester
viable pendant 24 h, soit 6.28 mm?3 (tel que défini dans la section 4.1). On inclut également une
certaine longueur de canal (Le) de part et d’autre des puits pour prendre en considération 1’espace
requis pour connecter le canal principal aux entrées et sorties de liquides qui servent a faire circuler
le liquide dans le canal. Le nombre de puits cubiques disposés le long de canal est déterminé a
partir de la longueur maximale (Lmax) permise pour la procédure de PEL et des paramétres L et Le

définis plus tot. Pour simplifier I’analyse paramétrique, on choisit d’utiliser le paramétre R qui

Qout

Cout

Figure 4.3 Description schématique de la géométrie et des paramétres utilisés pour modéliser le
probléme de changement de milieu dans le systeme microfluidique. Le plan de symétrie est situé a
W/2 et seule une demi-section de canal est représentée. Qin et Qout représentent respectivement les
débits a I’entrée et en sortie des canaux, tandis que Cin et Cout représentent les concentrations de la
solution a I'entrée et en sortie des canaux.
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représente le rapport d’aspect (H/W) et ainsi réduire ’analyse a deux variables : W et R. Apres
cette simplification, la hauteur du canal (H) est donc donnée par le produit de R et W (RW), comme
indiqué sur la Figure 4.3. On utilise également un plan de symétrie au centre du canal dans le plan
XZ pour réduire la taille totale du modele d’un facteur 2, ce qui permet de réduire les cofits

computationnels associés a la simulation.

Une fois la géométrie du probléeme modélisée et paramétrée, on procéde en créant un maillage qui
permet de fragmenter la géométrie compléte en milliers de petits éléments. On spécifie ensuite les
différentes équations physiques a résoudre dans le mod¢le, soit 1’équation de Navier Stokes pour
modéliser 1’écoulement incompressible du liquide et 1’équation de diffusion-convection pour
modéliser la diffusion des réactifs et des métabolites dans le milieu. Par la suite, on définit les
parametres physiques des différents fluides qu’on utilise pour la culture cellulaire, comme par
exemple les propriétés de diffusion du glucose et des agents thérapeutiques dans le milieu de
culture. Les différents parametres physiques utilisés pour les simulations sont décrits dans le
tableau 4.1. Pour notre simulation, on considére uniquement le cas critique, soit celui ou le réactif
possede le coefficient diffusion le plus faible. Selon les données du Tableau 4.1, c’est le docetaxel,

un agent de chimiothérapie utilisé couramment.

Tableau 4.1 : Parametres utilisés pour la simulation par éléments finis

Parameétres Valeur Reference
Parametres géométriques
Largeur du canal (W) [0.7,0.9,1.1, 1.3] mm -
Ratio d’aspect (R) [0.75, 1, 1.25, 1.5] -
Profondeur des puits (u) 630 um -
Largeur des puits (p) 700 pm -
Longueur des puits (V) 700 um -
Diffusion de 1’éthanol dans 1.24 x 107 cm?/sec Ref.’
I’eau
Diffusion du glucose dans 9.6 x 10°° cm?/sec Ref.”’
I’eau
Diffusion du docetaxel 4.2 x 10 cm?/sec Ref.’
(chimiothérapie) dans 1’eau
Parameétres physiques
Densité de ’eau a 37°C 993.3 kg/m® Ref.”
Viscosité de 1’eau a 37°C 0.692 mPa s Ref.”
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On specifie les différentes conditions initiales ainsi que les conditions aux frontiéres qui
représentent le phénomeéne de remplissage du canal microfluidique. Dans notre cas, on veut étudier
le remplissage d’un canal contenant préalablement un liquide de concentration nulle avec un
liquide trés concentré et suivre 1’évolution temporelle de la concentration de docetaxel au fond des
puits microfluidiques. Pour ce faire, on modélise I’écoulement en spécifiant un débit de liquide a
I’entrée (Qin) et en sortie (Qout) du canal (Figure 4.3), et en imposant des conditions de « no-slip »
sur le reste des parois du canal (vitesse du liquide nulle sur les parois). Le débit a I’entrée (Qin) est
déterminé a partir d’une source de pression a 1’entrée du canal qui simule la pression engendrée
par une colonne d’eau d’un centimétre (98 Pascal), ce qui est 1’équivalent des pressions appliquées
expérimentalement. Lors de toutes les simulations, on change le milieu dans le canal avec un débit
imposé par la résistance hydraulique et la pression a I’entrée. On spécifie également que le liquide
est initialement immobile dans le canal au moment du remplissage. On modélise la diffusion du
réactif en réglant la concentration du liquide a I’entrée du canal (Cin) et en permettant
I’échappement non interrompu du réactif a la sortie du systéme (Cout). Similairement, on précise
des contraintes de « no flux » a toutes les parois du dispositif. Tel que mentionné plus haut, on
spécifie que le liquide contient une concentration nulle du réactif a 1’é¢tude (le docetaxel)
préalablement au remplissage. Finalement, autant pour 1’écoulement que la diffusion, on spécifie

un plan de symétrie (Figure 4.3).

A partir de tous ces paramétres, on peut lancer une simulation pour suivre la concentration du
réactif au fond des puits lors du remplissage. On débute en utilisant le solveur dépendant du temps
inclus dans le logiciel qui permet de résoudre des problémes multiphysiques. Dans notre cas, on
veut résoudre simultanément la convection et la diffusion et simuler un liquide contenant une
concentration arbitraire de réactif diffusif qui entre dans le canal a une vitesse déterminée par la
pression a I’entrée. La durée de la simulation est fixée pour que le volume introduit dans le canal
soit égal au volume total du canal microfluidique, qui est déterminé par les parameétres
géométriques de celui-ci. On conserve ensuite les résultats numériques de vitesse et de
concentration fournis par la premiére simulation qu’on utilisera par la suite comme valeurs initiales

lors d’une deuxi€éme simulation.

Pour cette deuxiéme simulation, on veut modéliser la diffusion passive du réactif qui a lieu lorsque
le ringage est terminé et qu’aucun liquide ne pénétre dans le canal. Pour ce faire, on utilise un

deuxiéme solveur dépendant du temps ou la pression et la concentration du réactif a 1’entrée du
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canal sont nulles. On fixe la durée de cette étape de diffusion passive a 5 minutes, ce qui correspond
expérimentalement au temps d’attente habituelle entre les différents changements de milieu. De
maniere similaire a ce qui a été fait precédemment, on conserve les résultats de vitesse et de
concentration fournis dans cette deuxiéme simulation qu’on utilisera comme valeurs initiales a la

simulation suivante.

En alternant les étapes de ringage actif et de diffusion passive, on peut donc suivre 1’évolution de
la concentration du réactif dans le fond des puits et ainsi déterminer le temps requis pour que le
changement de milieu soit complet. On définit que le changement de milieu est complet lorsque la
concentration du réactif dans le fond du dernier puits, celui le plus éloigné de I’entrée du canal, est

égale a 90% de la concentration initiale du milieu (Cin).



29

4.4.2 Résultats de la simulation

L’objectif principal de cette simulation est de déterminer I’influence des parametres géométriques
du canal (H, W, L) sur le temps requis pour changer totalement le milieu dans le systéme et sur le
nombre de Reynolds (Re). Pour ce faire, on répete la simulation de changement de milieu en faisant
varier les parametres W et R, ou R est le rapport d’aspect des canaux (R = H/W). Les résultats de
ces simulations sont montrés a la figure 4.4. On a mesuré le temps requis pour que la concentration

du réactif dans le fond du puits le plus éloigné de 1’entrée du canal soit égale a 90% de la
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Figure 4.4 : Résultats de la simulation par éléments finis pour modéliser le changement de milieu
dans le dernier puits du systeme microfluidique. On montre la fraction du milieu changé en fonction
du temps pour différents rapports d’aspects : 1) R=0.75, 2) R=1, 3) R =1.25, 4) R=1.5. On voit que
la fraction augmente de maniére abrupte a chaque 5 minutes environ, ce qui correspond aux
moments ou on introduit du nouveau liquide dans le canal avant de laisser le réactif diffuser pour
5 minutes. L’abscisse en pointill¢ illustre le seuil de 90%.
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concentration initiale du milieu. Pour chacune des géométries étudiées, on calcule la vitesse de

I’écoulement dans le canal et le nombre de Reynolds.

4.4.3 Analyse des résultats

A partir de ces différentes simulations, on peut extraire différentes informations qui nous sont utiles
pour fixer les dimensions des canaux du systéeme microfluidique optimal. En effet, si on trace le
temps requis pour changer le milieu en fonction de la hauteur du canal microfluidique et des

différents rapports d’aspects (Figure 4.5.1), on constate qu’il faut que la hauteur du canal soit
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Figure 4.5 : (1) Temps requis pour changer le milieu a 90% dans le dernier puits du systeme en
fonction de la hauteur du canal. Différentes valeurs de rapport d’aspect sont présentées (2) Nombre
de Reynolds qui décrit I’écoulement dans le systéme en fonction de la hauteur du canal. Différentes
valeurs de rapport d’aspect R sont présentées. Dans les deux figures, 1’axe pointillé représente les
valeurs maximales établies dans le cahier de charges (T < 20 min et Re < 1000).
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inférieure & un peu moins de 1 mm pour respecter le critere énoncé dans le cahier de charge
(T <20 minutes), et ce peu importe le rapport d’aspect choisi. Similairement, on constate dans la
figure 4.5.2 que la hauteur du canal influence également le nombre de Reynolds du systeme. Pour
respecter le critere établi dans le cahier de charge, la hauteur du canal ne doit pas dépasser environ
1.3 mm. Comme on I’a mentionné¢ précédemment, il est préférable de garder un nombre de
Reynolds faible (Re < 1000) pour que 1’écoulement dans le canal soit laminaire, ce qui favorise

grandement la stabilité des échantillons dans les puits.

4.4.4 Résumé des contraintes sur les parametres géometriques

Le tableau 4.2 résume I’influence des paramétres géométriques sur les caractéristiques du systeme
énoncé dans le cahier de charge ainsi que les plages de valeur que ces parametres peuvent prendre

pour que chacun des critéres soit respecté.

Tableau 4.2: Valeurs possibles des dimensions du canal pour respecter le cahier de charges

Parametre

Influence Contraintes
e Nombres échantillon dans le systeme e Maximiser H
Hauteur du . -
canal (H) e Temps requis pour changer le milieu. e H<09mm
e Nombre de Reynolds. e H<13mm
Largeur du L -
canal (W) e Efficacite de piegeage. e 0.7mMmM<W<1.2mm

Espace entre
chaque puits

(L)

e Volume accessible par chaque
échantillon.

_ 6.28mm3

HW

Taille des puits
gravitationnels

e Efficacité du piégeage.
e Stabilité des MDT dans les puits

e p=v=0.7mm,

e Uu=0.63mm

4.5 Dimensions finales du systéeme microfluidique

A partir de ces informations, on peut choisir la combinaison des paramétres H et W qui permettent
de maximiser la densité des échantillons dans le systeme. Pour ce faire, et tel que justifié dans la
section 4.1.3, on choisit d’utiliser la hauteur maximale permise (H=0.9 mm). On choisit également

d’utiliser la largeur maximale du canal permise (W=1.1 mm). Ceci permet de minimiser 1’espace
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entre chaque puits (L) et donc d’augmenter la densité des puits par unité de surface du systéeme
microfluidique. On peut donc inclure davantage de puits dans un canal de longueur fixe (Lmax), Ce
qui est plus souhaitable que d’avoir un méme nombre de puits répartis dans plusieurs canaux étroits
disposés en parallele. Plusieurs raisons expliquent 1’affirmation précédente. D’abord, lors d’une
expeérience, on sauve beaucoup de temps lors des changements de milieux en réduisant le nombre
total de canaux a remplir. Ensuite, les entrées et sorties de deux canaux adjacents doivent étre
suffisamment espacées et distancées les unes des autres afin de prévenir la contamination entre
deux canaux. En augmentant le nombre de canaux, on augmente le nombre d’entrées et de sorties
totales dans le dispositif, en donc 1’espace nécessaire pour ces entrées et sorties. Finalement, on
verra plus en détail dans le chapitre 6 qu’on doit avoir un certain nombre minimal d’échantillons
de tissus microdisséqués (MDT) dans chaque condition de culture pour que le modele soit
représentatif de la tumeur primaire. Ainsi, il est souhaitable de regrouper tous les MDT qui
appartiennent & une méme condition de culture dans le méme canal, et ceci est favorisé en
¢largissant la largeur de canal (W) pour minimiser I’espace entre chaque puits (L) et donc
augmenter le nombre de puits dans chaque canal. Les dimensions finales du systeme microfluidique

sont énoncées dans le tableau 4.3.

Tableau 4.3 : Dimensions finales du systeme microfluidique

Paramétre Dimensions [mm]
= Hauteur (H) 0.9
& Largeur (W) 1.1
© Espace entre puits (L) 6.3
@ Hauteur (u) 0.630
E’ Largeur (p) 0.7
Longueur (V) 0.7

4.6 Disposition des canaux microfluidiques

Une fois que les dimensions optimales des canaux ont éte fixees, on doit déterminer comment
juxtaposer les différents canaux dans le dispositif microfluidique pour maximiser le nombre
d’échantillons présents dans 1’espace prévu pour le PEL. La figure 4.6 illustre deux dispositions
possibles des canaux microfluidiques qui permettent de contenir un nombre similaire
d’échantillons. Dans ces deux dispositions, chaque échantillon a acceés au volume de milieu

nécessaire pour rester viable 24 heures. Dans la premiére configuration, les canaux sont disposés
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parallelement les uns aux autres. Cette configuration minimise la distance entre les échantillons
selon I’axe X. Dans la seconde, on choisit de disposer le canal en serpentin, de sorte a accroitre la
distance entre les échantillons selon I’axe X et la réduire selon 1’axe Y. Les deux configurations
présentent une densité¢ similaire d’échantillons (30 et 32 échantillons par unité de surface
géométrique). Cependant, la deuxiéme configuration permet de réduire le nombre total de canaux
a traiter, de 10 a 4, ce qui est hautement souhaitable pour les raisons énoncées dans la section 4.5
(réduction du temps requis pour changer le milieu dans 1’ensemble des canaux, réduction de
I’espace totale nécessaire pour les entrées et les sorties de liquide a chaque canal et augmentation

du nombre d’échantillons dans une méme condition de culture).

M/max )

(2

(1)
Lﬂl.ﬂ._}':
i
Figure 4.6 : Différentes dispositions de canaux microfluidiques possibles pour le dispositif final :

(1) dix canaux contenant trois échantillons chacun, et (2) quatre canaux contenant huit
échantillons chaque.

4.7 Systéme microfluidique final

En utilisant les dimensions et la disposition des canaux déterminés plus tot, on converge vers le
design final du systeme microfluidique présenté a la figure 4.7. Le systeme comprend quatre
canaux contenants chacun huit puits qui sont tous contenus dans 1’espace déterminé par le moule
utilisé lors du processus de paraffinage (délimité par le rectangle pointillé rouge sur la figure 4.7).
A chacun de ces canaux, on inclut une entrée et une sortie pour la circulation des fluides. Les
dimensions des entrées et sorties sont déterminées de sorte a rendre le systéme compatible avec
I’utilisation d’une micropipette. La dimension de I’entrée est fixée par le diametre externe du

cylindre en nylon qu’on utilise comme réservoir a 1’entrée de chaque canal (illustré dans la vue de
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coupe a la figure 4.7). Lorsque rempli de liquide a I’aide de la micropipette, ce cylindre de 3 mm
de diamétre et d’environ 1 centimeétre de hauteur, sert de source de pression hydrostatique a I’entrée
du systéme et permet de contenir tout le volume qu’on veut introduire dans le canal. On controle
précisément 1’écoulement dans le canal en aspirant doucement a la sortie du canal avec la
micropipette et en réduisant ainsi le niveau de liquide dans le réservoir a I’entrée. On fixe la
dimension de la sortie du canal pour qu’elle corresponde au diamétre externe des micropipettes
utilisées lors des manipulations, de sorte a obtenir une succion étanche lors de ’aspiration. Par
ailleurs, ces entrées sont espacées au maximum pour prévenir la potentielle contamination entre
deux canaux voisins. On choisit également de réduire la largeur des canaux entre le dernier puits
et la sortie du dispositif microfluidique a 0.5 mm pour augmenter la résistance hydraulique du
canal, sans toutefois affecter le piégeage des échantillons en amont. Ce faisant, on réduit la vitesse
du fluide dans le canal et on favorise un écoulement plus laminaire, ce qui améliore également la

stabilité des échantillons dans les puits. On est ainsi prét a valider les choix de design faits plus

Vue de haut 4_] X

50 mm y

35 mm

Entrée

Rmﬁ Vue en section 4_T L

Y Sortie

| | ‘ 0.9 mm I
~Puit gravitationnel

Figure 4.7 : Design final du systéme microfluidique. Le rectangle pointillé apposé sur les canaux
représente 1’espace disponible pour le processus de paraffinage (PEL).
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haut en fabriquant d’abord le systéme et en 1’utilisant ensuite pour cultiver et analyser des MDT

provenant de tissus tumoraux a I’aide du PEL.
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CHAPITRE5 FABRICATION DU SYSTEME MICROFLUIDIQUE

5.1 Lithographie molle (soft lithography)

La prochaine étape consiste a fabriquer le systeme microfluidique en utilisant le design établi dans
le chapitre précédent. Pour ce faire, on doit d’abord déterminer le matériau qui sera utilisé¢ pour
fabriquer le systeme. Dans notre cas, comme le systeme est dedié a étre utilisé pour la culture non-
perfusée de tissus, il est crucial que le matériau utilisé soit perméable a I’oxygeéne pour assurer un
apport d’oxygene suffisant aux échantillons. De plus, le matériau se doit d’étre compatible avec la
culture cellulaire et ne doit pas interagir avec la croissance normale des cellules. Le
polydyméthylsiloxane (PDMS) est un polymere qui répond a ces deux criteres. Le PDMS présente
également 1’avantage d’étre parfaitement transparent a la lumiére visible, ce qui est essentiel pour
que I'utilisateur du systéme puisse voir les échantillons circuler dans les canaux et arréter leur
déplacement lorsqu’ils sont situés au-dessus d’un puits. Par ailleurs, ¢’est un matériau relativement
peu dispendieux qui est compatible avec les techniques de lithographie douce («soft lithographys»)
qui permettent de faire du prototypage rapide. Pour toutes ces raisons, le PDMS est le matériau de
choix pour la vaste majorité des systemes microfluidiques dediés a la culture de cellules ou de

tissus qui ont été rapportés a ce jour.

1) 2)
| kil | I kbbb by
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Figure 5.1 : lllustration des étapes principales de la lithographie douce. (1) Moule initial contenant
les structures a répliquer. (2) Remplissage et cuisson du PDMS. (3) Retrait de la couche de PDMS
du moule. (4) Assemblage avec une autre couche de PDMS contenant des trous pour les entrées et
sorties de liquide.

La lithographie douce est une famille de techniques qui permet de fabriquer et de repliquer des
structures dans un élastomére en utilisant des moules ou des photomasques. Les étapes principales
de la lithographie douce sont décrites dans la figure 5.1. On débute avec un moule qui présente

I’inverse, ou le négatif, des structures qu’on veut transférer dans le PDMS (Figure 5.1.1). On
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remplit le moule avec un liquide visqueux contenant un mélange de monomeére de PDMS et d’agent
réticulant (Figure 5.1.2), qu’on met ensuite au four a 80°C pour 1 heure afin d’accélérer le
durcissement de 1’¢élastomere. Apres le durcissement complet, on peut retirer la couche de PDMS
du moule. On obtient alors une couche qui forme le « négatif » des structures préalablement
fabriquées dans le moule original (Figure 5.1.3). Pour former un canal microfluidique fermé, on
doit superposer la couche ainsi formée et une seconde couche uniforme de PDMS dans laquelle on
a perceé les trous nécessaires pour inclure les entrées et les sorties pour acheminer le liquide dans
les canaux (Figure 5.1.4). Les deux couches de PDMS sont assemblées facilement en utilisant un

plasma d’oxygéne ou d’azote pour activer les deux surfaces et les coller de maniére durable.

Dans ce processus de moulage, différents paramétres influencent la qualité du dispositif final. A
cause de la nature méme des techniques de réplication, la rugosité et la qualité des surfaces de la
couche finale en PDMS seront essentiellement identiques a celle du moule original. Pour des
applications de culture cellulaire, il est préférable de réduire au maximum la rugosité des surfaces
qui forment le canal microfluidique pour réduire au maximum la probabilité que les cellules
s’agrégent sur les imperfections des parois. De plus, des parois moins lisses favorisent la formation
de bulles d’air dans le systéme, ce qui nuit grandement a 1’utilisation optimale du dispositif. Ainsi,
pour produire les moules, on favorise une méthode de fabrication qui permet de réduire la rugosité
de ses surfaces. Une variété de méthodes de fabrication est accessible pour permettre la fabrication
de moule ayant la rugosité souhaitée. Ces diverses méthodes de fabrication présentent différents
avantages et inconvénients, notamment au niveau de la complexité, de la résolution, du co(t et du
choix des matériaux utilisables. Dans la section suivante, on dressera le portrait des méthodes de
fabrication couramment utilisées pour produire des moules microfluidiques de rugosité acceptable

et on en détaillera les avantages et inconvénients.

5.2 Meéthode de fabrication des moules

5.2.1 Microfabrication en salle blanche

La microfabrication en salle blanche est un ensemble de techniques qui permet de produire des
structures de I’ordre du micrometre en structurant un substrat avec une succession d’étapes qui
inclut déepdt de matiere, photolithographie et gravures. Bien que la résolution offerte par ces

méthodes soit excellente, le colt de ces méthodes est élevé, car elles nécessitent une flotte
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d’équipements complexes et dispendieux, qui sont accessibles uniquement dans certains
laboratoires spécialisés. Egalement, comme on veut produire des structures microfluidiques de
I’ordre du millimétre, il n’est pas nécessaire d’avoir une résolution de I’ordre du micrométre. En
conséquence, on a donc choisi d’écarter 1’utilisation de la microfabrication pour produire les

moules.

5.2.2 Micro-usinage

Le micro-usinage assisté par ordinateur, aussi connu comme le « Computer Numerical Command
» (CNC), regroupe 1’ensemble des techniques qui permettent de retirer de la matiere d’un matériau
en utilisant une fraiseuse contrdlée numériquement. Généralement, un bloc de matériau initial est
fixé sur un plateau de translation qui bouge dans le plan X et Y, tandis que la fraiseuse est fixée sur
un embout rotatif qui fait une rotation et une translation selon I’axe Z. Pour fabriquer une picce,
’utilisateur doit préalablement réaliser une modélisation 3D exacte de la piece en utilisant un
logiciel de dessin assisté par ordinateur (Computer-Assisted Drawing; CAD). Par la suite,
I’utilisateur doit implémenter la séquence d’opérations que la machine doit suivre pour produire la
piéce en question (Computer-Assisted Manifacturing; CAM). Cette séquence d’opération (CAM)
est adaptée et exportée pour étre lue par la machine, qui reproduira les étapes programmées pour
ainsi produire la piéce. Le micro-usinage présente 1’avantage d’étre relativement peu couteux et
d’étre compatible avec une foule de matériau (plastiques mous, plastiques durs, métaux, etc.).
Egalement, le micro-usinage offre une résolution de I’ordre de 10 pm qui est adéquate pour la
fabrication de notre systeme microfluidique. Toutefois, le désavantage majeur de cette méthode est
sa complexité inhérente. En effet, ¢’est 1’utilisateur qui doit spécifier tous les paramétres des
opérations et leur suite logique afin de guider pas-a-pas la fraiseuse, ce qui rend la courbe
d’apprentissage pour maitriser le micro-usinage tres longue. La qualité finale du produit,
notamment au niveau de la rugosité, est fonction des étapes et des parameétres spécifiés par

I’utilisateur.

5.2.3 Impression 3D

L’impression 3D est un terme large qui désigne les procédés de fabrication de pieces volumique
par I’ajout de matiere (fabrication dite additive). Plus particuliérement, 1’impression 3D par

stéréolithographie est une technique qui permet de construire une piéce couche par couche a partir
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d’une résine photopolymérisante. L’objet est constitué¢ d’une superposition de couches fines qui
sont construites individuellement en utilisant une lampe UV et un photomasque configurable pour
controler et structurer 1’éclairage sur chacune des couches et polymériser la résine aux endroits
voulus. La résine qui n’est pas exposée est lavée et retirée aprés I’impression. L’avantage principal
de I’'impression 3D est avant tout sa grande simplicité. Contrairement au micro-usinage, il n’est
pas nécessaire de programmer et de spécifier toutes les étapes pour la fabrication de la piéce. En
effet, les imprimantes 3D sont équipées d’un logiciel de prétraitement qui transforme
automatiquement le modele CAD fourni par I'utilisateur en commandes pour I’imprimante. De ce
fait, I’expérience de 'utilisateur affecte trés peu la qualité de la pi¢ce produite et il existe ainsi
beaucoup moins de variabilité causée par [I’utilisateur. Egalement, comme on élimine
complétement le besoin de faire un modele CAM a partir de notre modele CAD, on réduit le temps
nécessaire pour faire du prototypage. En revanche, I’impression 3D présente 1’inconvénient d’étre
limitée au niveau des matériaux utilisables, car on doit utiliser une résine photopolymérisante pour
fabriquer les moules. Or, ces résines sont relativement fragiles et faciles a égratigner, ce qui devient
problématique quand on doit utiliser les moules a répétition. Cette contrainte est tout
particulierement critique lors du démoulage car la couche de PDMS exerce une force de torsion
importante sur les structures du moule, ce qui peut endommager irrémédiablement le moule s’il est
trop peu robuste. Finalement, les résines utilisées pour I’impression 3D présentent le désavantage
de se déformer lorsqu’exposées a des températures élevées, ce qui n’est pas souhaitable considérant
que le PDMS doit cuire dans le moule pendant environ 1 heure a 80°C. Un récapitulatif des

avantages et inconvénients de chaque méthode est dressé dans le tableau 5.1.

Reésolution ~ 1 um [10-100 ] pm [25-100] pm
Cout ++++ ++ ++
Complexité ++++ ++ +

Robustesse ++++ ++++ +
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Tableau 5.1 : Méthodes utilisées pour fabriquer les moules utilisés en lithographie douce

5.2.4 Choix de la méthode de fabrication

Au tout début du projet, on a choisi d’utiliser I’impression 3D pour fabriquer les premiers
prototypes du systeme microfluidique, car cette méthode est simple et rapide. Toutefois, étant
donné I’utilisation fréquente des moules, on a remarqué qu’ils se dégradaient rapidement ce qui
nous obligeait a produire de nouveaux moules a intervalles réguliers pour remplacer les moules
trop abimés. Pour remédier a cette situation, on a choisi de se tourner vers le micro-usinage pour
fabriquer des moules en acrylique peu dispendieux qui seraient beaucoup plus robustes que les

moules imprimés.

Pour ce faire, I’étudiant a dii apprendre a maitriser un logiciel de CAM qui permet de définir la
séquence des diverses opérations d’usinage qui vont définir précisément les différents mouvements
de la fraiseuse numérique. Afin de vérifier I’influence des paramétres d’usinage et de la succession
des différentes étapes sur la qualité finale du produit, notamment au niveau de la rugosité, des tests
préalables ont été effectués. On commence donc par fabriquer un petit moule contenant un seul
canal disposé en serpentin comme dans le travail original de Astolfi et al. Comme le temps
d’usinage est proportionnel a la quantité de matériel a retirer, on choisit d’usiner un seul canal en
serpentin (plutdt que quatre comme montré dans la Figure 5.7) pour déterminer rapidement les
parametres et les opérations optimaux lors de 1’usinage de 1’acrylique. Une fois ces conditions

définies, elles seront appliquées ensuite pour fabriquer notre systeme microfluidique.

5.3 Optimisation du procédé de micro-usinage

Il existe une multitude de logiciels de CAM qui offrent différents niveaux de contrble et de
complexité sur les opérations d’usinage qui meneront a la fabrication de la piece finale. Au début
du projet, on a choisi de travailler avec un logiciel gratuit (SRPplayer) fourni avec la fraiseuse
numérique. Ce logiciel effectue les opérations de base et permet de modifier les parameétres de
découpe de base (vitesse de translation de la piéce dans le plan XY, vitesse de rotation de la
fraiseuse, etc.). En utilisant des paramétres de coupe établis dans la littérature®’, on obtient le
résultat présenté a la figure 5.2.1. On voit que la surface du moule est tres rugueuse et présente
beaucoup de marques linéaires provenant de la fraiseuse. On voit également que la largeur du canal

varie selon la position. En réduisant la vitesse de translation de la fraiseuse et en accélérant sa
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vitesse de rotation, on obtient un fini plus lisse et moins rugueux (Figure 5.2.2), mais on ne régle
pas le probleéme de variation de largeur a I’intérieur d’un méme canal. On voit également que les
parois du canal ne sont pas homogenes, ce qui pourrait favoriser I’apparition de bulles dans les
canaux. Pour remédier a ces problémes, on choisit d’utiliser un logiciel de CAM plus complexe
(Fusion360) qui offre davantage d’options sur le tracé d’outil. Dans Fusion360, on spécifie un trajet
d’outil adaptatif qui retire la matiére en suivant les contours du canal plutét que de retirer la matiére
en suivant uniquement 1’axe X ou Y comme le faisait SRPplayer (illustré en Figure 5.3). Ainsi,
avec les mémes parametres de coupe, on peut obtenir un fini beaucoup plus lisse (Figure 5.2.3), ou

on voit beaucoup moins de marques linéaires dues a 1’outil.

Pour améliorer davantage la qualité du fini sur le moule final, on sépare le procédé de fabrication

en deux étapes : une premiere étape pour retirer grossierement la majorité de la matiére, suivi d’une

TN N RO o e P \"' \
SRR C—— NI -
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Figure 5.2 : Etapes suivies lors de 1’étude d’usinage menée pour assurer la qualité des surfaces des
moules en acrylique. (1) Moule usiné avec SRPplayer et des parametres de coupe trouvés dans la
littérature. (2) Optimisation des parameétres de coupe. (3) Changement de logiciel de CAM vers
Fusion360. (4) Optimisation du procédé de finition. (5) Moule final aprés 1’optimisation des
paramétres et des opérations de coupe pour 1’acrylique (parametres résumeés en Annexe A).

deuxiéme étape de finition qui vient peaufiner la premiére découpe. On choisit des paramétres de

coupe rapide et grossier pour la premicre étape afin d’accélérer 1’usinage, et on spécifie des
parametres trés lents et précis pour 1’étape de finition. De plus, on dédit une méche de la fraiseuse

pour chacune de ces deux étapes, de sorte a réduire au maximum 1’usure sur la méche de finition
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et de préserver la qualité de la surface d’un usinage a I’autre. En implémentant ces nouvelles étapes,
on obtient le canal présenté a la Figure 5.2.4. On constate que, tel que souhaité, le fond du moule
ainsi que toutes les parois du canal microfluidique sont lisses et peu rugueuses. Le seul probléeme
qui persiste est la variation de largeur du canal selon la position dans celui-ci. Ce probleme a été
réglé en modifiant le trajet de 1’outil utilisé. En effet, comme I’outil est programmé pour suivre le
contour du canal et qu’on utilise une méche trés fine (=1 mm), celle-ci a tendance a se déformer
lorsqu’elle retire de la matiére. Dans les tournants du canal microfluidique, la force exercée sur la
meéche n’est pas constante ce qui résulte en une variation de la déflexion de la méche en fonction
de sa position dans le canal. Pour contrer cet effet, on choisit de répéter la derniere étape de finition
ou la méche suit le contour du canal, mais en inversant cette fois-ci la direction du déplacement de
la meche (méme tracé que celui montré a la figure 5.3.2, ou on inverse la direction des fleches
rouges). Ainsi, la meche va dévier de la méme facon, mais dans une direction opposée, ce qui aura
comme effet d’égaliser la largeur du canal (Figure 5.2.5). Les paramétres de coupes optimaux pour

usiner I’acrylique sont résumés dans I’annexe A.

On peut donc utiliser les opérations de tracé d’outil ainsi que les parameétres de coupe optimisés

pour réaliser le moule qui servira a fabriquer le dispositif microfluidique congu au Chapitre 4. Dans

(1) (2)

Figure 5.3 : Représentation des différents tracés d’outils (lignes bleu) utilisés pour fabriquer le
canal. Dans chaque cas, les lignes bleus représentent le chemin emprunté par la fraiseuse pour
retirer le matériau, en suivant les directions indiquées par les fléches rouges. (1) Tracé d’outil
linéaire utilisé dans le programme SRPplayer. (2) Tracé d’outil d’adaptatif qui suit les contours du
canal utilisé dans le programme Fusion360.
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la figure 5.4, on voit la modélisation CAD des deux couches du dispositif (Figure 5.4.1 et 5.4.2)
accompagnée des images réelles des deux moules usinés avec la fraiseuse numérique (Figure 5.4.3
et 5.4.4). Ces deux moules sont utilisés pour fabriquer le dispositif final (Figure 5.4.5) en utilisant

la technique standard de lithographie douce décrite plus haut.

Le dernier paramétre important a contréler lors de la fabrication des dispositifs microfluidiques est
I’épaisseur et la rigidité¢ des différentes couches de PDMS. Si on se reporte au processus de
paraffinage lithographique (PEL) décrit a la figure 2.3, on voit qu’une des derniéres étapes consiste
a retirer la derniére couche de PDMS de la paraffine, en laissant les MDT dans le bloc de paraffine

(Figure 2.3.4, étape (c)). Lors des différentes expériences effectuées pour optimiser cette derniére

(1)n - (2) (5)

LL O O O O

3

Figure 5.4 : Systeme microfluidique final. Modéle CAD du moule contenant les canaux et les
puits (1) et le moule contenant les entrées et les sorties (2). Image réelle prise au microscope
du moule contenant les canaux (3) et les entrées (4) qui ont été micro-usinés avec les opérations
établies dans le chapitre 5.3. (5) Image réelle du systéme microfluidique assemblé en PDMS.

opération, on remarque qu’une couche de PDMS trop épaisse et rigide fait en sorte que les MDT
restent emprisonnés dans le PDMS plutét que de demeurer dans la paraffine. Pour réduire

I’incidence de ce phénomene, il faut s’assurer que 1’épaisseur du PDMS contenant les canaux et
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les puits soit réduite au minimum. Ceci est fait en ajustant le volume de PDMS utilisé lors de la
premiére étape de la lithographie molle (Figure 5.1.2) pour que le niveau de PDMS dans le moule
soit a peine plus haut que les structures dans le moule. Ainsi, on s’assure d’obtenir la couche de
PDMS la plus mince possible. On a également reduit la rigidité du PDMS en réduisant le temps de
cuisson au four. La procédure de cuisson optimale qui a été déterminée est de laisser les moules 40

minutes dans un four a 80°C.

En utilisant les moules usinés en acrylique, on peut produire un tres grand nombre de dispositifs
microfluidiques en utilisant la technique de moulage, sans crainte d’égratigner ou d’endommager
les moules. Ceci permet d’avoir une trés grande reproductibilité dans le processus de moulage sur
une longue période de temps, en plus d’éliminer le besoin de fabriquer de nouveaux moules a
intervalles réguliers. A titre d’information, les versions finales des moules sont utilisées depuis
environ 10 mois et ils ont utilisés pour plusieurs centaines de moulage sans montrer de signe de

dégradation apparente.
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CHAPITRE6 ANALYSE DE LA METHODE D’ECHANTILLONAGE

L’histopathologie (HP) est la technique par excellence pour évaluer 1’effet des agents
thérapeutiques sur les tissus microdisséqués et on veut profiter de la richesse et de la quantité des
analyses offertes par I’HP pour augmenter la pertinence clinique de notre modéle. Dans une
analyse HP, on effectue une série de réactions au cours desquelles des anticorps fonctionnalisés
fixés a la surface d’une fine tranche de tissu vont réagir avec un chromophore pour produire un
changement de couleur détectable au microscope (voir chapitre 2.4.2). Avec cette technigue, on
peut donc localiser et quantifier une grande variété de protéines qui donnent des indications sur le
type de cellules présentes et leur viabilité tout en préservant la structure du tissu. Les techniques
d’HP utilisent géenéralement des tranches de tumeur complete dont le diameétre peut varier de
quelques millimetres a plusieurs centimetres. Dans I’HP classique, ces tranches sont toutes
marquées avec le méme anticorps fonctionnalis¢. L’analyse des images d’HP se fait généralement

en quantifiant la fraction des cellules dans le tissu qui expriment la protéine d’intérét.

Avant de valider I'utilisation expérimentale des dispositifs microfluidiques, on doit d’abord
s’attarder au processus d’échantillonnage des MDT qui nous permettra d’analyser la réponse au
traitement d’un tissu a un agent thérapeutique. Si on fait un court pas en arri¢re, on se rappelle
qu’un des avantages principaux du modele proposé par Astolfi et al. repose sur la microdissection
de la tumeur primaire en centaines de MDT, qui sont ensuite exposés a différentes conditions de
culture (contrdle, agent thérapeutique 1, agent thérapeutique 2, etc.). Toutefois, on possede peu
d’informations concrétes quant a 1’effet du nombre de MDT échantillonné dans chaque condition
sur la distribution des résultats observés. Etant donné que les tumeurs sont trés hétérogénes, il est
trés probable que les MDT dérivés de ces tumeurs soient tout autant hétérogenes. Ainsi, on ne peut
pas s’attendre a ce qu’un petit morceau (500um) pris au hasard dans une grosse tumeur (>1cm)
soit représentatif de la tumeur originale. Ceci conduit a une question fondamentale qu’on se doit
d’éclairer avant de procéder avec la validation expérimentale : combien d’échantillons de tissus
microdisséqués devrait-on analyser dans chaque condition pour que la mesure et le résultat obtenu

soit représentative de la tumeur primaire?

De prime abord, on constate que la réponse a cette question va dépendre du nombre et de la taille
des échantillons prélevés, mais aussi de I’hétérogénéité méme de la tumeur primaire. Pour

approfondir sur cette question, on veut développer un outil qui nous permettra de simuler le
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processus d’échantillonnage et d’examiner 1’effet de ces différentes variables sur la qualité et la
précision de I’analyse. Dans notre cas, on veut analyser ’effet des agents thérapeutiques sur la

viabilité et la prolifération des tissus tumoraux cultivés dans les dispositifs, et ce, en utilisant I’HP.

6.1 Fonctionnement général de la simulation

Pour simuler le processus d’échantillonnage, on débute avec une image de tumeur primaire
complete (HP classsique) marquée avec un anticorps d’intérét. Au hasard, on sélectionne une zone
dans le tissu primaire de taille équivalente a celle d’un MDT, et on restreint 1’analyse du marquage
d’HP a cette zone. On appellera « 1*" échantillon virtuel » cette zone restreinte d’une taille fixe
choisie au hasard dans le tissu. On retient le résultat de cette analyse restreinte, et on répéte le
processus en sélectionnant un deuxiéme champ de vue complétement au hasard dans le tissu et en
analysant celui-ci de la méme maniére (2e échantillon virtuel). A chacune de ces échantillons
virtuels est associé un score histologique qui représente la fraction des cellules qui expriment la
molécule d’intérét. On répéte ce procédé d’échantillonnage n fois, ou n représente le nombre de
champ de vue virtuel échantillonné, qui est analogue au nombre de MDT échantillonnés lors de

I’expérience réelle. On calcule ensuite la moyenne des scores histologiques de ces n échantillons
virtuels (X;) ainsi que ’écart-type sur cette distribution (o;). On répéte ce processus du début, en
choisissant n nouvelles positions aléatoires dans la méme image, et en calculant la moyenne des
scores histologiques pour ces échantillons (X,) et 1’écart-type (o,). Comme la sélection des
champs de vue est completement aléatoire et que la tumeur est hétérogene, il faut s’attendre a ce
que (X; # X,) si la valeur de n est petite. En répétant le processus N fois, on obtient N valeurs de

X, et de o, . En calculant la moyenne et I’écart-type de toutes ces valeurs de X,, et de o, (Xy et
ok, respectivement), on obtient une indication sur I’effet du nombre d’échantillons (n) sur la
distribution des résultats et on peut comparer cette distribution avec la valeur moyenne du score
histologique calculé sur le tissu complet. Egalement, on peut modifier la taille des zones virtuelles
échantillonnées pour simuler des MDT de différentes tailles et ainsi estimer 1’influence de la
grosseur des MDT sur les résultats de 1’analyse histologique. Une schématisation de ce processus

d’échantillonnage virtuelle est montrée a la figure 6.1.
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En bref, cet outil nous permet de simuler une procédure de microdissection dans laquelle n
échantillons sont microdisséqués, et de répéter cette procédure N fois pour voir comment les
résultats varient d’une fois a 1’autre. En théorie, on s’attendrait a ce que la variabilité d’une
procédure a 1’autre diminue lorsqu’on augmente la valeur de n. En effet, une plus grande fraction
de la tumeur est analysée lorsqu’on augmente n et, a la limite, la tumeur entiére est analysée lorsque
n tend vers ’infini. Egalement, pour des raisons similaires, on s’attendrait a ce que la variance
d’une procédure a I’autre diminue lorsqu’on augmente la taille des champs de vue échantillonnés.
Les différentes étapes suivis lors cette simulation et les résultats seront décrits dans les sections

suivantes.

Image originale

Position aléatoire
(n=3)

Calcul du score
histologique

Moyenne X; Moyenne X,
Ecart-type 0, Ecart-type 0,

Moyenne Xy

Ecart-type o

Figure 6.1: Résumé schématique du procédé de simulation qui permet de récréer
« virtuellement » le procédé de microdissection.
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6.1.1 Prétraitements des images

La premicre étape de la simulation décrite plus haut est de traiter ’image d’histopathologie de la
tumeur primaire pour éventuellement pouvoir établir les scores histologiques a partir de celle-ci.
On débute en convertissant les images des tumeurs complétes en format .tiff avec 1’aide du logiciel
ImageJ, qui nous permettra d’analyser les images avec MATLAB. Comme mentionné plus tot,
I’HP produit un changement de couleur aux endroits ou la molécule d’intérét est présente. Par
exemple, sur les images montrées dans la figure 6.1 et 6.2, on utilise un anticorps fonctionnalisé
qui se lie spécifiquement a la membrane des cellules tumorales et qui apparait d’une couleur brune
sur ces images. Tout le reste du tissu apparait en bleu pale et I’arriére-plan de I’image (aucun tissu)
apparait en blanc. Ainsi, pour déterminer la fraction du tissu qui a été marqué, il faut déterminer la
fraction du tissu qui est brun. Pour ce faire, on exploite une technique appelée « déconvolution de
couleur » qui permet de passer d’une base RGB a une nouvelle base de couleur définie par
I’utilisateur. Dans notre cas, on voudrait obtenir une matrice MTB qui représenterait le tissu marqué
(M), le tissu non marqué (T) et I’arriére-plan (B). Pour ce faire, il suffit d'exprimer les différentes
couleurs de la nouvelle base MTB, soit (brun, bleu pale, blanc) en RGB, d’inverser cette matrice
pour obtenir I’expression du RGB dans la base MTB, puis de multiplier I’image par cette matrice
de changement de base. Avec cette opération, on transforme donc I’image originale de la Figure

6.2.1 en une nouvelle image (Figure 6.2. 2) 01] Ie canal rouge représente les tissus marqués (brun),
B A GTT  § AR 2

B Ge = (2)

PN A S
Figure 6.2 : Processus de traitement d’image effectué préalablement au calcul du score
histologique. (1) Champ de vue magnifié d’une tumeur de prostate marquée avec le marqueur
histologique CK8-18 qui colore les membranes des cellules tumorales. (2) Le méme champ de
vue apreés avoir effectué la déconvolution et le seuillage sur les canaux MTB tel que décrit dans
le chapitre 6.1.1.
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le vert représente les tissus non marqués (bleu péle) et le bleu représente 1’arriére-plan (blanc). Il
suffit maintenant d’établir des seuils sur les valeurs de chacun des canaux MTB pour déterminer si
un pixel dans I’image ainsi générée est considéré comme étant du tissu marqué, non marqué ou de
I’arriére-plan en fonction des valeurs de MTB respectives. Avec ces seuils, on peut binariser
I’image originale selon la matrice MTB : si le pixel est classé comme étant du tissu marqué, on lui
attribue les valeurs (M=1, T=0, B=0). S’il s’agit du tissu non marqué, on lui attribue les valeurs
(M=0, T=1, B=0). Sinon, le pixel fait partie de I’arriére-plan, on lui attribue les valeurs (M=0, T=0,
B=1). Un exemple d’image binarisée selon cette méthode est montré a la figure 6.2. Pour sauver
un peu de temps, on déconvolue les images des tumeurs complétes avant de procéder a 1’analyse

individuelle des champs de vue tel que décrite dans la section suivante.

6.1.2 Repeérage du tissu et genération aléatoire des postions

Le repérage de la tumeur primaire dans I’image originale est une étape importante pour déterminer
les positions aléatoires dans le tissu. L objectif de cette étape est d’établir I’ensemble des endroits
dans I’image ou on peut sélectionner un champ de vue qui contiendra majoritairement du tissu et
peu d’arriére-plan. Pour faire ce repérage, on analyse 1’image déconvoluée en s’intéressant
uniquement au canal B qui représente 1’arriere-plan. On doit d’abord identifier le contour de la
tumeur principal et rejeter tous les petits ilots de cellules autour de la tumeur principale (montrés
avec des fleches dans la figure 6.3.1). Pour ce faire, on inverse la valeur de I’arriére-plan (0 — 1 et
1 — 0) afin d’appliquer des opérations morphologiques d’ouverture et de fermeture qui serviront
a retirer les petits trous négligeables dans le tissu et a faire disparaitre les ilots secondaires qui
entourent la tumeur principale. L’image résultante contient la silhouette du tissu principal en blanc
sur fond noir. Toutefois, on doit s’assurer que la prise de position aléatoire ne se fasse pas sur la
périphérie du tissu, car on veut s’assurer que notre échantillon virtuel contient un minimum
d’arriére-plan pour ne pas fausser les données. Pour ce faire, on fait 1’érosion de I’image avec un
élément structurant de méme taille et de la méme forme que les MDT. Dans 1’image résultante
(Figure 6.3.2), la zone en blanc correspond a tous les endroits ou on peut centrer un champ de vue

pour que celui-ci ne contienne pas d’arri¢re-plan.

Pour générer les positions aléatoires, on commence par générer un vecteur unidimensionnel
contenant les indices qui renvoient a la position de tous les pixels blancs dans I’image montrée en

figure 6.3.2. On génere ensuite un nombre aléatoire qui varie entre 1 et le nombre total d’éléments
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de ce vecteur, qu’on utilise pour sélectionner une position dans ce vecteur. Cette position est
utilisée comme point central du champ de vue et on génére une image carrée de part et d’autre de
ce point. La dimension de ce champ de vue (D) est un paramétre ajustable dans la simulation. Ce
champ de vue est extrait de I’image déconvoluée de la tumeur compléte et il sera utilisé pour
calculer le score histologique. Le score histologique représente la fraction d’aire du tissu qui

exprime la protéine d’intérét, et ce score peut étre calculé avec la formule suivante :

Nb. pixels marqués (M)

Score histo = Nb. pixels marqués (M) + Nb.pixels non marqués (T) (6.1)

(1)

2cm

Figure 6.3 : Procédé général pour sélectionner aléatoirement des champs de vue dans la tumeur.
(1) Tumeur primaire prostate. Les fléches noires indiquent des ilots de cellules secondaires qu’on
souhaite exclure de I’analyse. (2) Identification et repérage du tissu dans 1’image. (3) Génération
de 10 champs de vue aléatoires dans le tissu, identifiés par des carrés rouges.

6.2 Présentation des résultats

On utilise I'outil de simulation présenté ci-dessus pour adresser deux interrogations en lien avec le
processus de microdissection. D’abord, on veut qualifier ’effet de la taille des échantillons sur
I’écart-type de la distribution des scores histologiques (a;,) générer pour une méme itération de N.
Ensuite, on veut étudier 1’influence du nombre de champ de vue échantillonné a chaque procédure
(n) sur I’écart-type des moyennes des scores histologiques calculées d’une itération a I’autre (o).
Concrétement, cet écart-type (ox) représente la variabilité qu’on observerait si on répétait

I’échantillonnage aléatoire d’un méme nombre de champs de vue plusieurs fois sur la méme
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tumeur. On voudrait donc déterminer la valeur des parameétres D (le diamétre des champs de vue)
et n (le nombre d’échantillons) qui permettent de réduire au maximum o tout en étant réaliste sur

le plan expérimental.

6.2.1 Effet de la taille du champ de vue (D)

Pour simuler le processus de microdissection reel, la taille des champs de vue (en pixels) est
calculée pour qu’elle corresponde a la taille réelle d’un MDT analysé avec I’HP. Dans le procedé
d’HP, le tissu est déshydraté et fixé avant d’étre marqué avec des anticorps, ce qui réduit la taille
de I’échantillon par rapport a sa taille originale. Ainsi, pour simuler correctement le procédé de
microdissection avec 1’outil décrit plus haut, il faut d’abord déterminer le diaméetre des MDT apres
la procédure d’HP et non pas le diamétre des MDT fraichement microdisséqués. Pour ce faire, on
analyse les données préliminaires d’HP sur des MDT accumulés par le groupe et on mesure le
diameétre moyen des MDT fixés. Ces données indiquent que la taille des MDT une fois qu’ils ont
été déshydratés et fixés varie entre 200 et 350 um. Ainsi, pour les fins de notre simulation, on
considérera qu'un MDT fraichement sectionné de 500pm de diametre va rétrécir et se contracter

lors de I’HP et réduire son diametre a 275um, soit une réduction de 45%.

Donc, pour simuler le processus d’analyse des microdissections d’échantillons de diameétre réel
(D’) de 500 pum, il faut analyser des champs de vue dont la taille réduite (D) est de 275um sur
I’image d’histopathologie de la tumeur complete. Pour simplifier la présentation et I’analyse des
résultats, tous les résultats montrés plus bas ont été obtenus en utilisant des champs de vue de taille
réduite (D=275um), mais on ajuste les résultats pour montrer I’effet du diametre réel (D) sur la

distribution des scores histopathologiques.

Pour étudier I’effet de la taille réelle (D’) des échantillons sur la distribution des scores
histologiques, on fait toute notre analyse avec une image de tumeur de prostate issue d’une
xénogreffe produite avec la lignée cellulaire DU-145 et marquée a I’HP avec un anticorps qui cible
specifiqguement les cellules tumorales épithéliales humaines. On simule un seul échantillonnage
(N=1) de 100 champs de vue (n=100) aléatoires dans le tissu, et on répéte cette simulation en
prenant des champs de vue de diameétres (D) variables. Dans la figure 6.4, on représente la
distribution des scores histologiques (X,,) pour diverses valeurs du diamétre réel (D’) des champs
de vue échantillonnés. Dans la figure 6.4.5, on constate que, sans étonnement, la valeur moyenne

des scores histologiques calculés a chaque itération (X,,) se rapproche de la valeur moyenne du
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score calculé sur le tissu lorsqu’on augmente le diamétre des échantillons. Egalement, dans la figure
6.4.6, on voit que 1’écart-type des distributions des scores histologiques (o,,) diminue si on
augmente le diametre des échantillons. Ce résultat était plutot prévisible, car on s’attend
intuitivement a ce que des champs de vue de diametre plus importants présentent moins de
variabilite. En principe, on aurait donc avantage a augmenter au maximum le champ de vue.
Cependant, le champ de vue ne peut ultimement étre plus important que la taille de I’échantillon.
Toutefois, bien qu’il soit favorable d’augmenter au maximum le diamétre (D’) des échantillons
pour réduire les erreurs d’échantillonnage, le diamétre maximal des échantillons est fixé a 500um
pour prévenir la déplétion de nutriments en son centre causée par la diffusion limitée des
métabolites dans le tissu.
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Figure 6.4 : Effet du diametre des champs de vue sur I’écart-type d’une procédure ou 100 champs
sont choisis aléatoirement (N=1, n=100). Distribution des scores histologiques pour des champs
de vue de diamétre égal a (1) 75um, (2) 150um, (3) 300um et (4) 600um (5) Ecart-type sur la
distribution en fonction du diametre réel (D) des MDT.
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6.2.2 Effet du nombre de champ de vue échantillonnés (n)
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Figure 6.5 : Distribution des moyennes calculées a partir de 100 itérations d’échantillonnage de (1)
n=1, (2) n=5, (3) n=10, et (4) n=15 champs de vue de diamétre fixe (N=100, D=500um). (5) Ecart-
type des moyennes calculées sur les 100 iterations en fonction du nombre de champ de vue
échantillonnés a chaque itération (ligne pleine) et régression avec 1’équation 6.2 (ligne pointillée).
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On veut maintenant déterminer 1’effet du nombre de champ de vue échantillonnés (n) sur I’écart-
type des moyennes de scores histologiques calculés d’une procédure a 1’autre. Pour ce faire, on
débute avec une image de tumeur de prostate issue d’une seconde xénogreffe (LNCaP3) et marquée
a ’HP avec le méme anticorps qu’a la section 6.2.1 (cellules tumorales épithéliales humaines). A
partir de cette image, on simule plusieurs répétitions (N=100) d’un échantillonnage de n champs

de vue de taille fixe (D’= 500um) en calculant & chaque répétition la moyenne des scores

histologiques obtenue pour ce nombre de champ de vue (X, ).

Dans la figure 6.5.1 & 6.5.4, on voit la distribution des moyennes X,, calculées & chaque itération
N a partir des n champs de vue échantillonnés. On constate que, plus on augmente le nombre de
champs de vue échantillonnés a chaque itération, plus la distribution des scores observés
s’apparente a une distribution normale et plus la largeur de la courbe qui décrit cette distribution
(0x) diminue. Si on étend 1’analyse en calculant 1’écart-type des moyennes calculées a partir de
toutes les itérations en fonction du nombre de champs de vue échantillonnés dans chaque itération
(Figure 6.5.5), on observe une tendance selon laquelle 1’écart-type des moyennes diminue
constamment au fur et & mesure que I’on augmente le nombre de champs de vue échantillonnés.
Comme illustré dans la figure 6.5.5, on peut faire approximer cette tendance avec une courbe qui

suit I’équation :

W= (6.2)

ou A est un scalaire choisit arbitrairement et n est le nombre de champ de vue échantillonnés.

La forme de 1’équation de régression (équation 6.2) donne une indication trés intéressante sur la
distribution qu’on étudie : cette équation est identique a 1’équation qui décrit comme varie 1’écart-
type de la moyenne (« standard error of the mean ») d’une distribution normale avec le nombre
d’échantillons. En effet, une formule bien connue en statistique décrit la corrélation qui existe entre
I’écart type d’une population A, le nombre d’échantillons collectés n pour évaluer la valeur

moyenne et I’écart-type de la moyenne o :

(6.3)

=l
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Donc, si on vérifie que les distributions statistiques qu’on étudie s’apparentent a une distribution
normale, on peut supposer que la variance des résultats observés d’une itération a 1’autre va
diminuer avec le nombre d’échantillons comme le décrit 1’équation 6.3. Dans cette optique, le
théoréme central limite est un théoréme fondamental en statistique qui stipule que la somme d’un
nombre suffisant de variables aléatoires tend vers une distribution de probabilité normale, et ce
indépendamment de la distribution de probabilité initiale des variables aléatoires individuelles. On
peut observer qualitativement cet effet en se basant sur les figures 6.5.1 a 6.5.4. En effet, on voit
que la distribution est plutdt uniforme pour n=1, mais que la distribution ressemble davantage a
une courbe en cloche typique des distributions normales lorsqu’on augmente le nombre
d’échantillons. Ainsi, on peut affirmer qu’on obtient une distribution normale si on échantillonne
suffisamment de MDT, et donc que 1’écart-type de la moyenne des scores d’une itération a 1’autre

suit I’équation 6.3.

6.2.3 Généralisation du modeéle pour différents tissus

La section 6.2.2 a permis d’établir un lien entre I’écart-type des moyennes (ox) et le nombre de
MDT échantillonnés (n) a chaque itération de la procédure. Toutefois, cette relation a été établie a
partir d’une seule tumeur de prostate issue de xénogreffe, préalablement marquée avec un anticorps
unique pour ’analyse HP. On voudrait donc savoir si on peut étendre cette relation a tous les types
de tumeurs et de marquage histologique qu’on compte réaliser lors de nos expériences futures. Au
laboratoire, le groupe de recherche a acces a des tumeurs de prostates et d’ovaires issues de
xénogreffes. Pour produire les xénogreffes, des cellules provenant d’une lignée cellulaire tumorale
humaine immortalisée sont injectées dans une souris immunodéficiente, ou la tumeur humaine va
grossir dans un microenvironnement murin. Une fois que la tumeur atteint une taille critique, la
souris est sacrifiée et la tumeur est récoltée pour étre analysée. L’origine de la lignée cellulaire qui
est utilisée pour produire la tumeur originale influence une foule de parametres du tissu (taille des
cellules, hétérogénéité du tissu, présence d’infiltrations de cellules non tumorales en périphérie de
la tumeur, etc.). Ainsi, on peut s’attendre a observer une différence notable entre deux tumeurs de
prostate ou d’ovaire issues de lignées cellulaires différentes. C’est ce qu’on observe dans la figure
6.6, ou on compare 1’écart-type relatif des moyennes (o) calculées sur des images de tumeurs
issues de deux lignées prostatiques (DU145 et LNCaP) et ovariennes (OV90 et OV1946), et ce

pour deux marquages histologiques différents (marquage des mitochondries et des membranes
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cellulaires des cellules tumorales, respectivement montré dans les figures 6.6.1 et 6.6.2). Ici, on

trace I’écart-type relatif des moyennes (‘%‘) afin de normaliser les échelles de grandeur entre les

différents marquages et tissus. Bien qu’on constate une différence dans les valeurs de 1’écart-type

relatif des moyennes entre les différents tissus et marquages, on constate qu’ils suivent tous la

1
méme tendance en (n"2).

A partir de ces informations, on peut afin répondre a I’interrogation initiale énoncée au début de ce
chapitre concernant le lien entre le nombre de MDT échantillonnés et 1’écart-type des moyennes
d’une expérience a ’autre. On sait maintenant que cette erreur varie selon 1’inverse de la racine
carréee du nombre de MDT, car notre distribution tend vers une distribution normale si on
échantillonne un nombre suffisant de MDT. Ainsi, bien qu’il soit possible de faire tendre cet écart-
type vers zéro en échantillonnant un tres grand nombre de MDT dans chaque condition de culture,
ce serait trés long et peu praticable dans un contexte expérimental. On doit donc faire un compromis
et fixer un nombre de MDT pour chaque condition expérimentale particuliére qui permettra
d’obtenir une erreur relativement basse pour un nombre raisonnable d’échantillons. Rappelons que,

comme le dispositif microfluidique comprend 4 canaux contenant chacun 8 puits, il faut forcément
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Figure 6.6 : Ecart-type des moyennes en fonction du nombre d’échantillons pour deux tumeurs de
prostats formées a partir des lignées cellulaires DU145 et LNCaP et deux tumeurs d’ovaire formées
a partir des lignées cellulaires OV90 et OV1946, et ce pour (1) le marquage des mitochondries des
cellules tumorales et pour (2) le marquage membranaire des cellules tumorales.
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que le nombre de MDT exposé a un ensemble de conditions particulieres soit un multiple de 8. Si
on se reporte a la figure 6.6, on constate qu’on gagne peu en précision en échantillonnant plus de
16 ou 24 MDT par conditions. En effet, si on regarde le tissu qui présente le plus de variations
(xénogreffe de prostate DU145 marquée par I’anticorps CK8/18), on voit qu’on réduit seulement
I’écart-type relatif des moyennes d’environ 5% en doublant de 16 a 32 le nombre d’échantillons
analysés. Etant donné que le systéme peut contenir 32 MDT au total, on décide d’échantillonner
16 MDT par conditions, de sorte a pouvoir tester deux conditions expérimentales différentes un

méme dispositif microfluidique (et sur le méme bloc de paraffine).

6.3 Conclusion de la simulation du procédé de microdissection

En somme, cette simulation a permis d’émuler le procédé de microdissection expérimentale afin
d’¢tudier I’influence des parameétres de la procédure sur la variabilit¢ des résultats qu’on
observerait en répétant une procédure identique sur le méme tissu plusieurs fois (ox). Cet outil
nous a permis d’établir que cette variabilité réduisait lorsqu’on échantillonne des MDT de plus
grand diamétre, ce qui nous confirme qu’il est souhaitable d’utiliser les MDT les plus gros
possibles, soit 500um compte tenu des contraintes imposées par la diffusion des métabolites.
Egalement, cet outil nous a permis d’établir que cette variabilité (og) décroit de maniére
inversement proportionnelle a la racine carrée du nombre de MDT échantillonnés. Avec cette
information, on a établi qu’échantillonner 16 MDT par conditions était assez pour réduire
suffisamment cette variabilité, et que c’était réaliste sur le plan expérimental. Toutefois, bien que
cette simulation soit pertinente pour dégager des tendances et nous aider a faire des choix concrets
sur le plan expérimental, il faut préciser que la simulation présente des différences avec le procédé
de microdissection qui a lieu au laboratoire. Notamment, la simulation ne prend pas en
considération que le tissu est potentiellement endommagé lors de la microdissection,
particuliérement en périphérie du MDT. Ainsi, on peut s’attendre a voir une différence au niveau
des valeurs absolues entre les scores histologiques calculés expérimentalement sur des MDT et
ceux calculés a ’aide de 1’outil de simulation. Néanmoins, cet outil nous a été trés utile pour
justifier certains choix expérimentaux, et on compte comparer les résultats expérimentaux des

analyses d’histopathologie sur des MDT avec les résultats issus de cette simulation.
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CHAPITRE7  VALIDATION EXPERIMENTALE

7.1 Contributions de I’étudiant

La validation expérimentale de I'utilisation du dispositif microfluidique congu et fabriqué aux
chapitres 4 et 5 a été faite avec la collaboration majeure d’une étudiante a la maitrise en biologie
cellulaire, Kayla Simeone , qui travaille dans le méme groupe de recherche que Robin Guay-Lord.
Au début des études de maitrise de R. G.-L., K. S. avait déja entamé sa maitrise depuis environ 6
mois et travaillait sur le développement et 1’optimisation du processus de PEL en utilisant la version
1.0 du systeme microfluidique initial développé par Astolfi et al. (Figure 2.3) non-optimisé pour
les besoins du processus de PEL. Le role de 1’auteur (R. G.-L.) a été de fabriquer un nouveau
systeme microfluidique optimisé (version 2.0) pour le processus de PEL qui serait utilisé
ultérieurement dans les expériences de microdissection et d’analyse histologiques dirigées par K.
S. Pour clarifier les taches de chaque étudiant, on dresse ici une liste des contributions de chacun

lors des expérimentations qui ont mené aux résultats présentés ultérieurement dans cette section :

Kayla Simeone (K.S.): Planification des procédures de microdissection, planification des plans de

traitements, participation majeure aux manipulations requises pour produire et entretenir les
échantillons (procédure de microdissection, changements de milieu périodiques, traitements des
échantillons avec des agents thérapeutiques, etc.), développement et optimisation du procédé de
PEL, développement et optimisation des analyses histologiques sur les MDTA, analyse statistique

des résultats et rédaction de Darticle scientifique soumis pour publication®.

Robin Guay-Lord (R.G.L): Design et fabrication du dispositif microfluidique, modélisation de

I’écoulement des fluides dans le systeme microfluidique, modélisation mathématique du procédé
d’¢échantillonnage, assistance a K. S. lors des manipulations requises pour produire et entretenir les
échantillons (procédure de microdissection, changements de milieu périodiques, traitements des
échantillons avec des agents thérapeutiques, etc.), traitement et analyse («scoring») des images
histologiques, analyse statistique des résultats et rédaction de I’article scientifique soumis pour

publication®?.

Les résultats qui seront présentés plus bas sont adaptés d’un article®! soumis le 1% mai 2018 dont

K. S. et R. G.-L. sont les co-premiers auteurs a contribution égale.
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7.2 Validation du processus d’échantillonnage

La premiere étape de la validation expérimentale consiste a démontrer que les MDT échantillonnés
dans chaque condition de culture sont représentatifs de la tumeur primaire qui a été échantillonnée.
Pour ce faire, on génére des tumeurs de prostate (LNCaP) et d’ovaires (OV2295) issus de
xenogreffes qui sont récoltées et séparées en deux morceaux egaux. Le premier morceau est
microdisséqué pour produire les MDT, tandis que le deuxiéme morceau est analysé en entiereté
avec les techniques standard d’HP. L’objectif est de comparer les résultats d’HP issus du procédé
de PEL réalisés sur les MDT avec les résultats d’HP issus de la tumeur compléte. Pour cette
expérience, on réalise le PEL directement aprés la procédure de microdissection pour s’affranchir
de I’effet de la culture des échantillons a long terme et ainsi analyser uniquement ’effet du PEL
sur les résultats histologiques observés. Dans la figure 7.1, on peut voir I’image histologique d’une
tumeur de prostate (LNCaP) compléte. Différents champs de vue agrandis (« close-up ») et
sélectionnés au hasard sur la tumeur compléte sont montrés, ainsi que les MDT qui ont été générés
a partir de cette tumeur, et ce pour trois marquages histopathologiques différents. La figure 7.1.1
montre un marquage « Hematoxylin Eosin » (H&E) utilisé couramment dans le milieu clinique qui
marque en mauve les noyaux des cellules de sorte & pouvoir qualifier leur forme et leur distribution
dans le tissu. On constate qu’on observe une distribution et une compartimentalisation similaire
des tissus épithéliaux (tumoraux) et des tissus stromaux (non tumoraux) dans la tumeur complete
etdans les MDT générés a partir de cette tumeur. Les figures 7.1.2 et 7.1.3 montrent respectivement
le marquage membranaire (CK8-18) des cellules tumorales, ainsi que le marquage mitochondrial
(Mito.) qui permet de différencier les cellules tumorales humaines des cellules stromales murines
infiltrantes. Dans la figure 7.1.4, on montre la distribution des scores histologiques calculés sur 15
MDT, qu’on compare avec la distribution des scores calculés sur 15 champs de vue choisie
aléatoirement dans I’image de la tumeur compléte, et ce pour les deux marquages (CK8-18 et
Mito). On constate qu’il n’y a aucune différence statistique (p>0.05) entre ces deux distributions,
ce qui nous confirme qu’un échantillonnage d’environ 15 échantillons est suffisant pour que les
MDT soient représentatifs de la tumeur primaire. Ceci semble confirmer les résultats obtenus avec
I’outil de simulation du procédé de microdissection établi dans le chapitre 6, qui indiquait qu’on
gagnait peu en représentativité de la tumeur primaire si on échantillonnait plus qu’environ 16
échantillons. On confirme ces résultats en répétant I’expérience sur une seconde tumeur d’ovaire

issue d’une xénogreffe (Figure 7.2). Similairement, on constate que les 15 MDT échantillonnés
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offrent un apercu représentatif de la tumeur primaire. A titre de précision, on choisit d’analyser 15
échantillons sur les 16 qui ont été cultivés dans chaque condition de culture, car il arrive qu’un

échantillon soit éjecté des puits gravitationnels lors des procédures de changement du milieu.
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Figure 7.1 : Résultats du PEL sur des échantillons de prostate. Tumeur de xénogreffe de
prostate (LNCaP) marquée avec (1) le H&E, (2) un marqueur membranaire des cellules
épithéliales (CK8/18) et (3) un marqueur mitochondrial des cellules épithéliales (Mito.).
Pour chagque marquage, on représente une vue agrandie (close-up) de la tumeur primaire et
des MDT qui ont été produits a partir de cette méme tumeur. (4) Comparaison entre les
distributions des scores histologiques calculés sur les MDT avec ceux calculés sur un
nombre équivalent de champs de vue de taille égale échantillonnés sur I’image de la tumeur
primaire avec la méthodologie présentée au chapitre 6. N=15. Barres d’erreurs=+Ecart-type
de la moyenne. Figure adaptée de celle présentée dans 1’article soumis pour publication®!,
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Figure 7.2 : Résultats du PEL sur des échantillons d’ovaire. Tumeur de xénogreffe
d’ovaire (OV2295) marquée avec (1) le H&E, (2) un marqueur membranaire des
cellules épithéliales (CK8/18) et (3) un marqueur mitochondrial des cellules épithéliales
(Mito.). Pour chaque marquage, on représente une vue agrandie (close-up) de la tumeur
primaire et des MDT qui ont été produits a partir de cette méme tumeur. (4)
Comparaison entre les distributions des scores histologiques calculés sur les MDT avec
ceux calculés sur un nombre équivalent de champs de vue de taille égale échantillonnés
sur ’image de la tumeur primaire avec la méthodologie présentée au chapitre 6. N=15.
Barres d’erreurs=+ Ecart-type de la moyenne. Figure adaptée de celle présentée dans
Iarticle soumis pour publication®®.
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7.3 Préservation de la viabilité des échantillons

Une fois qu’on a établi que les MDT échantillonnés et analysés avec I’HP sont représentatifs de la
tumeur primaire, on veut confirmer expérimentalement que le dispositif microfluidique permet de
préserver la viabilité des échantillons dans un environnement non perfusé pour une durée minimale
de 8 jours tel qu’énoncé dans le cahier de charges. Cette période de temps est essentielle pour la
réalisation des mesures permettant de determiner la sensibilité des cellules tumorales aux agents
thérapeutiques qui peuvent prendre quelques jours. Pour ce faire, on cultive des MDT générés a
partir de xénogreffes d’ovaire sur une durée de 0, 5, 10 et 15 jours. On caractérise la viabilité des
échantillons apres la culture en utilisant les marqueurs histopathologiques Ki67 et Cleaved
Caspase-3, qui permettent de quantifier la prolifération cellulaire et la mort cellulaire par apoptose,
respectivement. On utilise également le marqueur mitochondrial pour suivre comment la
distribution des cellules épithéliales (tumorales) et des cellules stromales (non tumorales) progresse

au long de la période de culture.

Dans la figure 7.3.1, on voit des images représentatives de deux MDT marqueés avec les différents
marquages histologiques. La figure 7.3.2 et 7.3.3 représente la progression du score histologique
des marqueurs mitochondrial (Mito.) et des marqueurs de prolifération cellulaires (Ki67). On ne
constate aucune baisse statistique significative de la distribution des cellules tumorales et de la
prolifération des cellules dans le tissu sur les 15 jours de culture. Similairement, dans la figure
7.3.4, on ne voit aucune augmentation significative de mort cellulaire (Score histologique de
Cleaved-Caspase 3) pour toute la durée de la culture. Ces résultats ont été confirmés par des
analyses de « Fluorescence-Activated Cell sorting » (FACS) réalisées par Kayla Simeone, qui
montrent également qu’on ne voit pas de diminution significative de la viabilité du tissu sur 15
jours (résultats montrés dans Iarticle®!). En somme, ces expériences ont permis de confirmer que
le dispositif microfluidique était adéquat pour préserver la viabilité et la prolifération des
échantillons pour une durée de 15 jours.
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Figure 7.3 : Fraction cellulaire, prolifération et mort cellulaire des échantillons sur 15 jours (1)
Images représentatives de deux MDT issus d’une xénogreffe d’ovaire et marqués avec différents
marqueurs histologiques. (2) Score histologique du marquage Mito. qui marque les mitochondries
des cellules épithéliales. (3) Score histologique du marquage Ki67 qui marque les noyaux des
cellules en état de prolifération. (4) Score histologique du marquage Cleaved-Caspase 3 (CC3), un
indicateur de la mort cellulaire. N=15 MDT, barre d’erreur =+ Ecart-type de la moyenne. Figure
adaptée de celle présentée dans I’article soumis pour publication®.,
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7.4 Caractérisation de la sensibilité aux agents thérapeutiques

Maintenant qu’on a déterminé que le dispositif permettait de préserver les échantillons sur une
durée de 15 jours, on veut montrer qu’il est possible d’évaluer la réponse physiologique des MDT
a des agents thérapeutiques en utilisant notre modeéle. Pour ce faire, on expose des MDT générés a
partir d’une xénogreffe de prostate a des concentrations croissantes d’un agent de chimiothérapie
(docetaxel) et on mesure la mort cellulaire induite par les traitements. Pour évaluer la mort
cellulaire dans le tissu, on utilise une technique avancée de marquage d’HP : I’immunofluorescence
(IF). Plutot que d’étre conjugués a des chromophores qui produisent un changement de couleur,
I’IF utilise des anticorps conjugués a des fluorophores. Ainsi, I’IF permet de cibler spécifiquement
certaines protéines et de réduire grandement le signal d’arri¢re-plan provenant du tissu non marqué,
ce qui permet une meilleure sensibilité lors de 1’évaluation de 1’expression de la protéine en
question. Dans notre cas, on fait I’analyse en immunofluorescence en utilisant un marqueur des
noyaux cellulaires (DAPI, bleu), un marqueur des mitochondries des cellules humaines (Mito, vert)
et un marqueur de Cleaved-Caspase 3 (CC3, rouge). Dans la figure 7.4.1, on voit des images d’IF
de MDT soumis a différentes concentrations de chimiothérapie (0 nM, 1 nM et 10 nM). Pour
quantifier les résultats d’analyses d’IF, on doit déterminer I’intensité de 1’expression de Cleaved-
Caspase 3 dans les noyaux cellulaires. Pour ce faire, on utilise le canal bleu (DAPI) pour identifier
la position des noyaux cellulaires dans le tissu, on mesure I’intensité du canal rouge (CC3) pour
I’ensemble de ces positions et on compare cette intensité d’une condition de traitement a I’autre.
Le résultat de cette analyse est présenté dans la figure 7.4.2. On constate qu’il n’existe aucune
différence significative entre le contr6le et une faible concentration de chimiothérapie (1 nM).
Toutefois, lorsqu’on augmente la concentration a 10 nM, on observe une augmentation
significative de la mort cellulaire dans le tissu. Ceci a été confirmé par des analyses de FACS qui
montrent également une différence significative de la mort cellulaire pour 10 nM, mais pas pour
1 nM (Figure 7.4.3). Ces résultats confirment que notre modéle de culture de MDT combiné aux
analyses histologiques offertes par le PEL permet de mesurer la réponse d’une tumeur a un agent

thérapeutique d’intéreét.
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Figure 7.4 :Evaluation de la réponse & la chimiothérapie (1) Images d’immunofluorescence
des MDT issus d’une xénogreffe de prostate soumis a différentes concentrations de
chimiothérapie (docetaxel). Le canal bleu (DAPI) montre les noyaux cellulaires, le canal vert
(Mito.) montre les mitochondries des cellules épithéliales et le canal rouge (CC3) marque
Cleaved-Caspase 3, un indicateur de mort cellulaire. (2) Intensité nucléaire du CC3 pour les
différentes conditions de traitements, calculée de la maniere décrite dans le texte. (3) Fraction
de mort cellulaire calculée au FACS pour les mémes conditions. N = 15 MDT, barre d’erreur
=+ Ecart-type de la moyenne, * : p<0.05, ** :p<0.005. Figure adaptée de celle présentée dans
Iarticle soumis pour publication®.
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7.5 Conclusions sur la validation expérimentale

Grace au travail collectif de I’équipe, il a été possible de confirmer expérimentalement que la
procédure de microdissection permettait d’offrir une vue représentative de la tumeur primaire en
choisissant un nombre suffisant d’échantillons dans chaque condition. Ainsi, on peut maximiser le
nombre de conditions qu’on peut tester a partir d’une méme quantité de matériel biologique initiale.
Ceci est intéressant lorsqu’on travaille avec des tissus tumoraux qui proviennent de biopsies de
patients, car la quantité totale de tissu produite par ces méthodes est généralement trés faible. La
procédure développée plus haut montre qu’on peut maximiser ['utilisation du tissu en le
microdisséquant tout en ne sacrifiant rien au niveau du sens des résultats obtenus. Réduire la
quantité de matériel biologique nécessaire permet également de réduire le nombre total de souris

qu’on doit sacrifier pour produire les échantillons utilisés pour la recherche.

On a également pu confirmer que les MDT restaient viables et continuaient a proliférer lors de la
culture dans les dispositifs microfluidiques, et ce pour une période de 15 jours. En ce sens, on a
réussi largement a atteindre le temps de culture fixé dans le cahier de charges, soit de 8 jours. Si
on compare avec les autres modeéles de culture organotypique de fines tranches présentés dans la
littérature et résumés dans 1’introduction, la majorité de ces modeles limitent la culture des
échantillons a environ 72 h®°662 Cette période de 72 h offre la possibilité d’évaluer les effets
cytotoxiques des agents thérapeutiques qui surviennent quelques minutes ou quelques heures aprés
que le tissu ait été exposeé a celui-ci. Cependant, on sait que plusieurs agents thérapeutiques peuvent
avoir des effets cytostatiques si le tissu est exposé a la(les) molécule(s) sur une plus grande période
de temps. Ces effets cytostatiques activent des mécanismes alternatifs de contréle de croissance de
la cellule, tels que la sénescence et la quiescence. De plus en plus d’évidences suggérent que ces
mécanismes alternatifs auraient un réle a jouer dans le développement de mécanisme de résistance
aux traitements qu’on observe chez quelques patients®24. Ainsi, en cultivant les échantillons pour
une période de 15 jours, notre modele offre la possibilité de suivre autant les effets cytotoxiques
que les effets cytostatiques lors du traitement d’une tumeur. Finalement, on a montré qu’il était
possible d’évaluer la réponse d’un tissu a un traitement en soumettant les échantillons a des
concentrations différentes de chimiothérapie et en mettant bien en évidence une augmentation
concomitante de la mort cellulaire dans le tissu. Bien qu’on ait utilisé le modele (dispositif

microfluidique combiné a 1’analyse histopathologique offerte par le PEL) pour étudier des tissus
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d’ovaire et de prostate, il serait trés réaliste d’étendre 1’utilisation du mode¢le afin de caractériser la

réponse d’une variété de tumeurs solides (seins, reins, colon, foie).

Comparé aux autres techniques de culture organotypiques de tranches fines, ou chaque tranche est
soumise a différents traitements et analysée de maniére séparée, le PEL permet d’obtenir un bloc
de paraffine (MDTA) qui contient différents traitements sur une méme tranche. Ceci permet de
réduire grandement la variabilité intermarquage qu’on observe couramment en histopathologie et
qui peut nuire grandement a la comparaison de la réponse thérapeutique d’une condition a
’autre®®®, De plus, comme les MDT proviennent de partout dans la tumeur et qu’ils sont répartis
aléatoirement dans les différentes conditions de culture, on caractérise davantage la réponse globale
d’un tissu a un traitement comparativement aux modeles par tranches ou différentes régions de la
tumeur peuvent étre exposées a différents agents. Egalement, le PEL permet de minimiser la
manipulation physique des échantillons requise pour faire les analyses, ce qui réduit les chances
d’endommager les tissus en les manipulant. Finalement, il est intéressant de remarquer que la
procédure générale de PEL pourrait étre adaptée et utilisés avec une foule de systemes en PDMS
qui ont éte présentés dans la littérature pour la culture organotypique, mais également pour d’autres
types de culture cellulaire telle que la culture de sphéroides, la culture d’embryons, la culture
d’organismes multicellulaires (C. Elegans), etc. En effet, on pourrait adapter ce processus de
transfert systématique d’échantillons a un bloc de paraffine pour améliorer le rendement des

analyses histopathologiques dans plusieurs domaines de recherche.

Un des problémes récurrents que 1’équipe a rencontré lors de 1’utilisation des dispositifs
microfluidiques était que certains MDT avaient tendance a étre €jectés des puits gravitationnels et
se retrouvaient a étre évacués du systeme. La culture non perfusée des échantillons requiert qu’on
change le milieu de culture dans le dispositif microfluidique a intervalles réguliers. Lors de ces
changements de milieu, il est important de maintenir le débit du fluide inférieur au débit critique
nécessaire pour que la force de levée exercée par le fluide sur I’échantillon dépasse la force
gravitationnelle et qu’il soit éjecté. Pour augmenter la résistance hydraulique et ainsi réduire la
vitesse du fluide dans le canal, on a choisi de rétrécir la largeur finale de chacun des canaux a
500 pm. Bien que ceci ait permis d’améliorer la stabilité des échantillons dans les puits, il serait
peut-étre intéressant de réduire davantage la largeur finale des canaux (autour de 200 pm) de sorte
a réduire encore davantage la vitesse dans les canaux. Egalement, comme les MDT ont une taille

d’environ 500 um, les MDT ¢éjectés lors des procedures de changement de milieu seraient coinces
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dans le canal principal et pourraient rapidement étre réacheminés dans leur puits respectif pour étre

piéges de nouveau.
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CHAPITRE8 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

Ce mémoire est le fruit d’un travail multidisciplinaire qui a mené 1’auteur a étendre ses
connaissances et intéréts. Son travail a permis de concevoir et de fabriquer un dispositif
microfluidique dédié¢ a la culture d’échantillons microdisséqués et optimisé pour maximiser le
rendement d’un nouveau procédé de paraffinage lithographique (PEL) développé et utilise par
I’équipe pour évaluer la réponse a différents agents thérapeutiques. Pour se faire I’auteur s’est basé
sur I’ensemble des connaissances amassées par le groupe de recherche et a établi une méthodologie
de simulation qui a permis de concevoir un systéme qui respectait tous les éléments du cahier de
charge établi au début du projet. Par la suite, il a développé son expertise en micro-usinage de sorte
a pouvoir fabriquer des moules d’acrylique robustes et dont les spécifications étaient conformes a
celles désirées. Il a ensuite cherché a caractériser la procédure de microdissection a I’aide d’un
outil théorique qui permettrait d’étudier I’influence des paramétres d’échantillonnage sur la
reproductibilité des résultats. Cet outil a permis d’établir une ligne directrice pour fixer le nombre
d’échantillons devant étre exposés a une condition de culture particuliere pour que la réponse
obtenue soit représentative de la tumeur. Finalement, I’auteur a contribué avec le reste de 1’équipe
a produire les résultats expérimentaux sur les cellules cancéreuses qui ont permis de montrer que
le systeme microfluidique et les conditions d’utilisation associées permettaient effectivement

d’évaluer la réponse thérapeutique d’un agent de chimiothérapie dans une tumeur.

Pour Dl’instant, le systéme microfluidique combiné au PEL a été validé uniquement avec des
tumeurs provenant de xénogreffes. Or, I’objectif ultime du modele est de pouvoir caractériser la
réponse au traitement des tumeurs provenant de patients. Ainsi, une étape future essentielle sera de
valider que I’utilisation du dispositif et du PEL permet d’évaluer la réponse thérapeutique
directement a partir des tumeurs des patients et de corréler les résultats obtenus avec les données
cliniques du patient. Cependant, les tumeurs de patients sont souvent composées d’une répartition
aléatoire de cellules cancéreuses et de cellules saines, tandis que les xénogreffes produisent des
tumeurs généralement plus homogénes composées majoritairement de cellules cancéreuses. Ainsi,
lors de la procédure de microdissection d’une tumeur d’un patient, il peut arriver que I’utilisateur
produise un grand nombre d’échantillons a partir d’une région saine du tissu, ce qui fausse
I’évaluation de la réponse thérapeutique, car les cellules saines et tumorales ne réagissent pas de la
méme maniére a la chimiothérapie. Pour éviter ce probléme, il serait peut-étre envisageable de faire

un pré-marquage rapide de 1’échantillon avant la procédure de microdissection pour identifier
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grossiérement les zones saines et cancéreuses dans la tumeur. On pourrait également demander
1’avis d’un pathologiste lors de la procédure pour que celui-ci puisse identifier les zones tumorales
a microdisséquer et les zones saines a éviter. Par ailleurs, dans certains types de tumeurs riches en
cellules cancéreuses, notamment pour le cancer de I’ovaire, les tumeurs vont présenter également
des zones nécrotiques qui ne doivent pas étre échantillonnées. La présence d’un pathologiste lors
de la procédure de microdissection permettrait également d’identifier préalablement les zones

nécrotiques a éviter.

Toutefois, méme dans sa forme présente qui utilise des xénogreffes, il est important de souligner
que le modele proposé présente un intérét important autant pour la recherche fondamentale que le
domaine pharmaceutique. En effet, on propose une alternative intéressante aux techniques
actuellement utilisées, car le recours a un systeme microfluidiqgue combiné a la PEL permet de
générer une grande quantité d’échantillons a partir d’une petite quantité de matériel initial. Ceux-
ci peuvent €tre analysés sur plusieurs jours pour évaluer 1’effet cytotoxique et cytostatique de
plusieurs agents thérapeutiques. De plus, le PEL permet d’utiliser la technique par excellence
(I’histopathologie) pour analyser les effets des traitements sur les cellules tumorales tout en ayant
recours a des manipulations simples qui présentent un haut rendement. Ainsi, on exploite les
connaissances et les équipements dédiés a I’histopathologie déja en place dans les milieux cliniques

et on étend leur utilisation a la culture de tissu ex vivo.
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ANNEXE A - PARAMETRES D’USINAGE POUR LA PRODUCTION DE MOULE D’ACRYLIQUE

La figure suivante résume les valeurs des parametres importants a contréler pour 1’usinage de moule en acrylique dédiés a la fabrication

de dispositif microfluidiques

Fraiseuse Ralentissement de la vitesse
dans les tournants des
canaux microfluidique

Profondeur totale

A
Z du moule
e
y
Les lignes bleues représentent les X
différentes profondeurs a laquelle la
fraiseuse usinera le matériau. yl

Les lignes bleues représentent la tracé suivi par la fraiseuse lors de I'usinage

Paramétres importants pour controler la qualité de la surface usinée Valeur pour la premiére étape Valeur pour la deuxiéme étape de
d’usinage grossier finition

Vitesse de rotation de la fraiseuse selon I'axe Z 15 000 tours/minutes 15 000 tours/minutes
Vitesse de translation de la fraiseuse dans le plan XY 300 mm/secondes 150 mm/secondes
Epaisseur de la couche de matériau usiné dans l'axe Z (Ep) (0.5)*D (0.05) * D
Largeur de la couche de matériau usiné plan XY (L) (0.8)*D (0.1)*D
Ralentissement de la vitesse de translation dans les tournants des 75% de la vitesse initiale 50 % de la vitesse initiale

canaux microfluidiques.

D désigne le diamétre de la fraiseuse utilisée. Pour fabriquer le moule contenant les canaux et les puits microfluidiques, on utilise une
fraiseuse de 3/32 de pouces. Pour usiner les moules contenants les entrées et les sorties des canaux microfluidiques, on utilise un méche
de 1/8 de pouces.



