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1. Introduction

Pour I'industrie pharmaceutique, les barrieres physiologiques sont trés importantes. Ce sont elles qui
déterminent si un médicament va étre rejeté du corps, absorbé ou métabolisé. C'est pourquoi le
développement de modeles de barrieres in vitro est si important et ces barrieres doivent étre
caractérisées au mieux possible. La science cherche a comprendre comment le passage et la sélectivité
des molécules s’effectue au travers des différentes barriéres biologiques afin de définir si un
médicament peut avoir des répercussions ou non. Le principal objectif du développement de nouvelles
entités chimiques et biologiques au sein de l'industrie pharmaceutique est de prédire comment les
parameétres in vivo vont étre assimilés a partir des essais in vitro de culture cellulaire et des études
animales. Les essais in vitro sont nécessaires car in vivo ils demandent une isolation de la barriere
biologique qui est tres difficile. De plus, la reproductibilité entre différents explants d’'un méme patient
est tres basse. C'est pourquoi la nécessité de modeéles in vitro permettant I'étude des barrieres
biologiques et des transports de molécules est donc devenue primordiale. Le développement de tels
systemes in vitro est trés délicat et inclus deux taches cruciales : I'imitation de I'environnement in vivo
et la surveillance de l'intégrité de la barriére in vitro.

L’environnement cellulaire in vivo est compliqué a imiter du fait que le corps humain est trés complexe.
En effet, les interactions entre les cellules, entre les organes, la présence d’un flux continuel comme le
sang sont trés bénéfiques pour les cellules et leur apportent certaines caractéristiques
supplémentaires. lls sont difficiles a mettre en oceuvre in vitro. Ainsi, de grands progrés ont été
accomplis dans le domaine de la microfluidique pour fournir des substituts in vitro qui sont congus
pour imiter |'architecture physiologique et dynamique du corps humain. De plus, ces modéles ont
besoin d’étre caractérisés afin d’affirmer qu’ils imitent au mieux la situation in vivo.
Un corps humain est capable de résister a un courant électrique auquel il est soumis de différentes
maniéres selon le type de tissu en présence.

L'une de ces caractéristiques essentielles est l'intégrité de la barriere qui peut étre déterminée par des
mesures d’impédance. Chaque barriere présente dans le corps humain possede une impédance.
La mesure de I'impédance permet non seulement d'indiquer l'intégrité de la barriere, mais également
de révéler I'état de santé des cellules qui la compose. Dans ce travail, le développement et la validation
d’un appareil intégrant la mesure de I'impédance d’une couche cellulaire et la fluidique va étre
présenté. De plus, cet appareil permettra le monitorage de plusieurs cultures simultanément.

1.1. But du travail
La recherche dans le domaine des nouveaux médicaments et autres molécules pouvant avoir des effets
bénéfiques par rapport a certaines maladies du corps humain avance a une vitesse fulgurante. C'est
pour ceci que le développement de modeles in vitro et les moyens permettant la caractérisation de
ceux-ci doivent évoluer a la méme vitesse. Tout le monde n’a pas 'opportunité ou les moyens
d’acheter un tel appareil permettant I'acquisition de données de par leur somme tres colteuse. Les
modeles in vitro ne cessent d’évoluer et d’imiter au maximum le comportement in vivo.

Le but de ce projet est donc de mettre en avant d’'une part I'importance de la fluidique dans les
modeles in vitro de barrieres physiologiques en validant biologiquement et techniquement un
impédancemétre intégrant de la fluidique et pouvant mesurer jusqu’a 24 puits. Cet impédancemetre
serait a la portée de la plupart des chercheurs et permettrait de caractériser tous les modeles in vitro
en termes d’'impédance. Celui-ci cumulerait les avantages de plusieurs appareils servant a mesurer
I'impédance. De plus, une application possible de cet impédancemetre peut étre montrée durant ce
projet.
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1.2. Les barrieres biologiques
L’étre humain est protégé par différentes barrieres biologiques. Les agents externes se heur
obstacles extrémement sélectifs et trés robustes. Les barrieres qui protégent l'intérie
humain contre I'extérieur de celui-ci sont dites physiques, comme la peau et les muqueuse

Barriére hémato-encéphalique Mugqueuse
Pied astrocytaire

Epithélium

Péricyte
Lame basale
Noyaux
Vaisseau capillaire

Cellule endothéliale Glande:salivaire

Lumiere
Jonction serrée

Atériole
afférente

Barriére alvéolo-capillaire
1>—Sang pauvre en 02 et riche en CO2
p &

Y _Alvéole
Sang riche en 02 et

___pauvreen c02

Pression nette
de filtration

Capillaire sanguin

Figure 1 Quelques barrieres biolo es main [1]

Les barrieres biologiques étant cachées dans ers humain sont par exemple, la barriére hémato-
encéphalique ou encore la barriere gure 1) en sont des exemples. Ces barriéres sont
principalement des couches cellulaire ifiées ou pluristratifiées séparant le sang d’autres
compartiments et sont suivant I'emplacem ans le corps humains composés principalement de
cellules épithéliales ou de cellules e héliales.

Les cellules épithéliales sont
organiques dit de revétement p ecouvrent la surface interne ou externe des divers organes.
Les cellules endothéliales sont le s qui tapissent I'intérieur des vaisseaux sanguins et sont de ce
fait en contact direct avec Ces cellules permettent de laisser passer des petites molécules
comme les nutriments p ter les cellules comme dans les reins ol la lame basale est dite

1.2.1. Lab re hiemato-encéphalique (BHE)
La barriere hémat¢ que est présente dans le cerveau chez tous les vertébrés terrestres. Elle
est situé a tou
certaines peti
pinéale). Cette

alisées appelées organes circumventriculaires (glande épiphyse, glande
physiologique permet de filtrer et controler sélectivement le passage des
et les empéche de passer librement dans le cerveau. Elle permet de réguler la
eu dans le cerveau, c’est-a-dire de garder une homéostasie. La BHE (Figure 2)
es agents pathogenes, les toxines ou encore certaines hormones présentes dans le
sang. Les nu ents nécessaires au bon fonctionnement du cerveau seront choisis extrémement
sélectivement alors que les déchets seront éliminés. Les cellules endothéliales étant reliées par des
jonctions serrées (tight junction) entre elles tapissent les capillaires sanguins et sont les composants
essentiels de cette barriere. Les capillaires sanguins cérébraux contiennent des jonctions serrées dans
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leur épithélium endothélial. Lorsque ces capillaires sanguins ont quitté le cerveau, les cellules
endothéliales ne contiennent plus de jonctions serrées mais des jonctions communicantes (gap
junction). Deux autres types de cellules s’ajoutent aux cellules endothéliales pour former la BHE et
sont trés importantes. Les péricytes, les astrocytes ainsi que des neurones permettent la naissance et
la croissance de la barriere hémato-encéphalique. Les péricytes sont des cellules qui se trouvent au
niveau de lalame basale de I'endothélium des capillaires qu’elles entourent par de longs
prolongements cytoplasmiques. Méme si les péricytes sont peu nombreuy, ils ont une fonction de
contraction et un réle dans la régulation métabolique a travers la régulation du débit sanguin au niveau
des capillaires. Il faut distinguer deux termes différents : le complexe neurovasculaire et la barriere
hémato-encéphalique. La barriere hémato-encéphalique comprend les cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins irriguant le cerveau, tandis qu’'un complexe neurovasculaire est I'ensemble des
cellules entourant la BHE comme montré a a figure 2. De nombreux transporteurs spécifiques
(transport vésiculaire, transcytose a récepteurs ou transcytose par adsorption) sont présents dans la
BHE. Le transport non-spécifique est du coup limité, car la BHE doit assurer a la fois la protection, le
transport des aliments et de I'oxygene nécessaire au cerveau.

Pied )
périvasculaire
d’astrocyte

Péricyte

Jonction

serrée

Cellule

Mitochondrie endothéliale

Figure 2 La barriere hémato-encéphalique (BHE). La BHE est composé de cellules endothéliales, de la lame basale, de
péricytes et de pieds astrocytaires. Les jonctions serrées sont présentes entre les cellules endothéliales [2].

Il est trés difficile d’obtenir des tissus cérébraux humains. Une grande variété de modeles in vitro de la
BHE ont été développés a partir de cellules animales de rat, souris, porc ou boeuf principalement.
L'utilisation de lignées endothéliales fait partie du développement de modeles in vitro humains de la
BHE. Néanmoins, différentes lignées humaines ont été développées dont les lignées hCMEC/D3 [3],
HBMEC TYO08 [4] et HBMEC/cip [5].

1.2.2. La barriere rénale
La barriere rénale (Figure 3) comme son nom l'indique est présente dans les reins pour permettre la
filtration glomérulaire. Il s’agit de la filtration du plasma sanguin au travers de la membrane basale du
glomérule vers le tubule. La premiére étape de I'élaboration de I'urine est la formation de I'ultrafiltrat
glomérulaire qui se dit aussi urine primitive, par la diffusion de I'eau et des constituants du plasma a
travers la barriére rénale. La filtration s'effectue par équilibre des pressions. La pression hydrostatique
glomérulaire et la pression osmotique permettent le passage du liquide plasmatique. Les éléments
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figurés du sang et les protéines plasmatiques sont quant a elles retenus d{ a la taille des pores et a
I’électronégativité de la membrane.

cytoplasme du glomérulaire
podocyte

pédicelle

amina densa

endothélium
fenestré

Sang
capillaire

- passage
moléculaire

Figure 3 La barriére rénale : barriére de filtration glomérulaire avec le passage moléculaire du sang vers le glomérule [6]

Les premieres lignées épithéliales et endothéliales de cellules glomérulaires ont été établies a partir
de cellules de souris [7]. Les cellules MPK (MCCD, Mouse Kidney Cortical Collecting Duct) font parties
des modeéles utilisés. Ces cellules (Annexe 8.8) sont des cellules dérivées du tube collecteur cortical
d’un rein de souris. Ce sont des cellules épithéliales adhérentes. Elles expriment de nombreuses
caractéristiques du tube collecteur comme la spécificité a certains antigénes. Une fois cultivées sur des
supports perméables, ces cellules présentent une résistance transépithéliale élevée avec une
différence de potentiel négative. Faisant parties de la barriere rénale, les cellules MPK peuvent étre un
indicateur d’une toxicité liée au rein. La partie apicale des cellules se trouve étre dans le tube collecteur
ou l'urine coule tandis que la partie basolatérale se trouve en contact avec le sang comme le montre
la figure 4.

Flux sanguin

|

Partie basolatérale de la
cellule

Cellules épithéliales (MPK)

Partie apicale de la cellule J’i

Fluide tubulaire

Figure 4 Schéma présentant la configuration des cellules épithéliales (MPK) in vivo [8]

Il est donc possible de tester la toxicité de médicaments en ajoutant le médicament dans la partie
basolatérale représentant le compartiment sanguin. Le composé décrira une toxicité venant depuis le
sang et non depuis le tube collecteur. D’autres cellules comme les cellules endothéliales glomérulaires
humaines font partie des modeles tres utilisés, parmi eux la lignée HK-2 [9]. Des modeles utilisant des
cellules de rats, de chiens, d’opossums, de souris, de lapins, etc. ont aussi été établis.
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1.3. La bioimpédance
Les modeles de barriére utilisés doivent rester intacts tout au long des expériences. Les tests
d’étanchéité, de transport et de perméabilité servent a caractériser le comportement des barrieres
mais aussi de savoir si celles-ci sont intactes ou endommagées. Pour tester l'intégrité des barrieres
cellulaires, différentes méthodes existent aujourd’hui. Une d’elles est basée sur la mesure de
I'impédance.

Lorsqu’un courant électrique traverse chaque corps biologique, il est possible de mesurer une
résistance électrique dans chacun de ces corps via la loi d’Ohm (Equation 1).

U=R-1

Equation 1 Loi d’Ohm ; U = tension électrique (différence de potentiel) [V ou volts] ; R = résistance électrique [Q ou ohms] ;
| = intensité du courant électrique [ampéres ou A]

Chaque corps humain est conducteur d’électricité et est capable de résister a un courant électrique.
Effectivement, lorsqu’on évoque la résistance d’'un tissu biologique, le terme exact est la
bioimpédance. L'impédance, Z, est basée sur trois principes : la résistance, la capacité et I'inductance.
La résistance (R) est une mesure dans laquelle un élément, comme son nom l'indique, résiste au flux
d’électrons ou courant électrique. Il peut résister a une solution aqueuse comme dans un tissu vivant,
c’est-a-dire au flux des ions qui entre dans les cellules. Elle est exprimée en ohms (Q).

La bioimpédance est donc la mesure de la résistance des tissus biologiques en réponse a I'envoi d’un
courant. Cette mesure est effectuée a faible intensité et a fréquences variables par 'application d’une
tension électrique aux bornes des électrodes. Le courant appliqué est de type sinusoidal (alternatif).
Par rapport a un courant continu, I'effet Joule (perte de chaleur et d’énergie) est moins important. Un
courant alternatif est caractérisé par sa fréquence, mesurée en Hertz (Hz).

La bioimpédance est finalement une mesure de la facon dont le corps biologique empéche la
circulation du courant électrique qui peut étre trés variable suivant I’endroit ou I'on se trouve dans le
corps. La bioimpédance, Z, est I'accumulation de plusieurs valeurs de capacité et de résistance. In vitro,
elle comprend notamment la résistance du milieu Rmeq, la résistance de la membrane Rmembrane, |2
capacité des électrodes et la capacité de la couche cellulaire présentées a la figure 5. Parmi les
résistances qui forment la bioimpédance, I'une d’elles attire particulierement I’attention. Il s’agit du
TEER, soit résistance électrique transendothéliale ou transépithéliale.

transcellular
| 1

Figure 5 Diagramme présentant la contribution trans- et paracellulaire a I'impédance totale, Z, de la cellule.
TEER, résistance électrique transendothéliale; Ce,, capacité des électrodes ; Cg, capacité de la couche cellulaire ; Rmed,
résistance du milieu (ohms) ; Rmembrane, résistance de la membrane (ohms). [10]

paracellular

Le TEER représente la résistance des jonctions serrées qui se situent entre les cellules. Un tapis
cellulaire ayant une bonne intégrité aura une valeur de TEER élevé soit beaucoup de ces jonctions
serrées et inversement. Les cellules commencent a faire du TEER lorsqu’elles sont a 100% de
confluence, In vitro, de grandes valeurs de TEER sont recherchées pour démontrer que la barriére est
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stable et solide. De plus, certains paramétres permettent d’augmenter la valeur de cette résistance
comme la présence d’un flux. Ce point est développé ci-dessous au point 1.4.

Le TEER est mesuré au moyen d’appareil tel que le CellZscope (NanoAnalytics) ou encore le Millicell
(Millipore). Une électrode de chaque c6té de la couche cellulaire permet donc de mesurer la résistance
de celle-ci. Toutefois, chaque appareil posséde des avantages comme des inconvénients (Tableau 1).

Tableau 1 Avantages et désavantages des systemes de mesures de la résistance transendothéliale CellZscope et Millicell

- Prix
- Mesure également la différence de potentiel - Approximation du TEER (1 seule

.- R - Premier instrument spécialement congu pour | fréquence

Millicell Mesure a une P sup g ), .
. . effectuer des mesures du TEER - Mesure d’un seul puit
fréquence donnée ) . . . . L

- Alimentation par batterie et isolé - Nécessité de mesure du blanc
électriguement - Lavage entre chaque mesure

- Compatible avec les chambres Endohm
- Monitoring a long terme de 6 a 24 cultures en

Mesure simultanées - Prix
d’impédance par | - Inserts standards - Nettoyage/contamination
CellZscope . R . S s .
spectroscopie - Mesure du TEER - Systeme immobilisé a 24 puits
- Mesure de la capacitance de la couche maximum
cellulaire Cq

Un nouvel impédancemetre aimerait étre produit et validé afin de réduire les désavantages et d’unir
les avantages de chaque appareil. Un principal avantage supplémentaire serait le co(t trés accessible
de I'appareil. Afin de pouvoir mettre un tel impédancemeétre sur le marché, la validation d’un tel
appareil doit s’effectuer autant au niveau technique (programmes, circuits électriques, montage, fuite)
gu’au niveau biologique (biocompatibilité des composants, culture de cellules).

1.4. La fluidigue dans les modeles in vitro

L'un des défis fondamentaux auxquels est confronté le développement de nouvelles entités chimiques
et biologiques au sein de l'industrie pharmaceutique est de prédire comment les parametres in vivo
vont étre assimilés a partir des essais in vitro de culture cellulaire et des études animales [11]. Le
développement de dispositifs intégrant des cellules humaines primaires peut potentiellement fournir
une meilleure prédiction, plus rapide et plus efficace de la toxicité in vivo et de la performance clinique
des médicaments. Avec cet objectif a I'esprit, de grands progrées ont été accomplis dans le domaine de
la microfluidique pour fournir in vitro des substituts qui sont congus pour imiter l'architecture
physiologique et dynamique du corps humain.

Pour mettre en ceuvre un systeme microfluidique, deux composants sont cruciales, premierement les
cellules et deuxiemement I'environnement des cellules. La culture cellulaire est donc trés importante
pour I'étude et le développement de médicaments [12-14]. Les cellules in vivo sont contenues dans
des microenvironnements formant le tissu [15]. Les cellules se développent a travers des interactions
et de la communication avec d'autres cellules, des interactions avec la matrice extracellulaire (ECM) et
des facteurs systémiques [16] in vivo déterminant ainsi leur phénotype. Ce sont des systémes
micrométriques complexes et bien organisées en deux dimensions ou trois dimensions selon le type
cellulaire. Les microenvironnements in vivo de la plupart des types de cellules mammiféres ont
plusieurs qualités: de courtes distances entre les cellules, un approvisionnement en éléments nutritifs
continu, une élimination des déchets, un maintien de température de consigne et un minimum de
stress [15].

Les environnements de culture cellulaire in vitro ne sont pas assez élaborés pour imiter avec succes

leurs homologues in vivo [15]. La plupart des recherches biologiques basées sur la culture de cellules
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sont effectuées en isolant des cellules et en les plagant dans un flacon de culture avec le milieu
nécessaire. Aucune autre structure cellulaire n’est présente dans le flacon de culture. De ce fait, il n'y
a pas d’interaction ou de communication avec d’autres types cellulaires [12]. Par conséquent, les
cellules cultivées in vitro modifient souvent leurs propriétés cellulaires liées a leur taux de croissance,
leur morphologie et leurs activités métaboliques intracellulaires [12]. De nouvelles approches sont
nécessaires pour établir un microenvironnement se rapprochant de celui in vivo.

Pour imiter au mieux les microenvironnements du corps humain, le mouvement est un parametre
primordial. C'est pourquoi la notion de microfluidique est importante. Comme une grande partie des
cellules in vivo sont en perpétuel présence d’un flux, elles ont des caractéristiques différentes en
présence de celui-ci. Le flux sanguin par exemple génére des forces de cisaillement qui régulent la
fonction des cellules endothéliales, I'étanchéité de la barriére ou encore les jonctions serrées [17]. Les
forces de cisaillement induisent I'élévation du nombre de jonction serrées, et donc une perméabilité
a un médicament réduite. Des dispositifs microfluidiques pour les études de culture cellulaire gagnent
rapidement en importance dans le développement de médicaments et les applications de recherche
biologique telles que les études de toxicité de médicaments, de métabolisme ou de différenciation
cellulaire.

Récemment, la perfusion dans des conditions physiologiques de systémes in vitro a été développée
pour fournir un environnement le plus proche de I'environnement in vivo par exemple, les conditions
fluidiques ou les interactions d'organes. Une perfusion est I'injection longue et progressive d’un liquide
(milieu de culture, molécule cible) principalement effectuée a I'aide de pompes et pouvant durer
plusieurs semaines. Les cellules restent dans le systeme et I’évacuation du milieu utilisé peut étre faite
sans que |'on évacue les cellules en méme temps. C'est un trés grand avantage. Il est possible de
modéliser et comparer le sort d'un produit chimique ou médicament dans une perfusion. Un exemple
de systeme de tests in vitro est composé de cellules Caco-2 et des cellules HepG2, de maniére a imiter
I'absorption dans l'intestin gréle et le métabolisme intestinal et hépatique. Il a été montré que la
perméabilité des cellules Caco-2 dans le systeme de culture perfusée par rapport au composé benzo-
a-pyrene est plus proche des conditions in vivo que celle obtenue dans un systéme statique et que les
activités métaboliques cellulaires observées sont plus élevées dans des conditions statiques [18].

(A) Caco-2 (B)

Small intestine
Caco-2

Hep G2 Caco-2

e —

Rotational shaking

Figure 6 Représentation schématique des systemes de coculture statiques et dynamiques. (A) Le systéme statique. En haut:
cellules Caco-2, milieu: cellules HepG2, en bas: coculture Caco-2 et les cellules HepG2 (B) Le systéme dynamique. Les
compartiments apicaux, basolatéraux, le foie et « autre tissu » sont désignés par AP, BL, L et T, respectivement. [18]

La comparaison est donc faite entre une coculture en systeme statique (Figure 6A) et des cultures
séparées étant reliées I'une a 'autre en systéme dynamique (Figure 6B). Le systeme de perfusion en
coculture consiste en un dispositif a trois compartiments représentant de l'intestin gréle, le foie et
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d'autres tissus non-métabolisés (Figure 6B). Le petit compartiment de l'intestin est constitué de
cellules Caco-2 ensemencées sur une membrane semi-perméable, le compartiment hépatique est
composé de cellules HepG2 et le compartiment « autres tissus », ne contient pas de cellules. Les trois
compartiments sont reliés par un tube d'une maniére physiologiquement pertinente. Dans ce qui suit,
deux de ces systemes sont présentés plus en détail.

1.4.1.Le systéme HUREL®

L'une des plusimportantes propriétés pharmacocinétiques de nouveaux médicaments prédites a partir
de modeles in vitro est la clairance hépatique. Un nouveau systéme de culture microfluidique in vitro
a été établi, il s’agit du dispositif de HUREL® (Figure 7A) ayant été breveté. Le dispositif comprend
plusieurs compartiments (Figure 7B) qui sont congus pour étre adaptés et proportionnels aux
architectures physiologiques et améliorés par la prise en compte de I'écoulement. Une étude [19]
démontre la possibilité d'utiliser le systéeme HUREL® pour la prédiction de la clairance hépatique. Des
hépatocytes humains cryoconservés ont été ensemencées dans le dispositif de HUREL® pour prédire
la clairance hépatique in vivo de six composés modéles commercialisés (carbamazépine, la caféine, le
timolol, le sildénafil, I'imipramine et le buspirone).

PEEKSsil tubing 1-piece headiess

Fusod elcs Jbing, 1/32°0D, 100pm ID coned fitting

100 pm 1D

Liver
o
Q Q
Reservoir
Glass - C
Reservoir Adapter o . % o
MicroTight ZDV Adapter for Penstaltic Housing top MicroTight ZDV
360pm to 1/16" OD tubing pump Housing bottom Adapter for 1/16" to
1/32" OD tubing

Figure 7 L'installation compléte d'un instrument prototype HUREL® et la représentation schématique du foie et le réservoir
du systeme HUREL®. (A) Une pompe péristaltique a été utilisée pour générer I'écoulement du milieu de culture. Deux
logements HUREL® fixe contenant chacun quatre bio-puces avec des cellules cultivées sur eux (pour un total de huit circuits
microfluidiques configurés pour fonctionner en paralléle) ont été connectés a I'entrée et de sortie des tubes. (B) La fleche
indique la direction de I'écoulement (Q). La chambre du foie représente le compartiment que I'élimination. CT est la
concentration de médicament dans la solution du réservoir a un instant t. [19]

L'appareil est un ensemble de plaques de polycarbonate consistant en un fond de boftier, une partie
supérieure du boitier et un adaptateur utilisé pour joindre les caractéristiques ouvertes de quatre bio-
puces HUREL®. La recirculation du milieu de culture a travers chacun des quatre dispositifs se fait sous
une pression positive actionnée par une pompe hors-bord. La configuration de | ‘appareil prévoit
quatre circuits microfluidiques, dont chacun utilise une des quatre bio-puces HUREL® fonctionnant en
parallele et indépendamment de celui des trois autres. Par conséquent, dans cette configuration
HUREL®, quatre expériences microfluidiques distincts peuvent étre exécutées en parallele.

1.4.2. Le systeme HuMiX
Les changements dans le microbiome gastro-intestinal humain sont associés a plusieurs maladies. Pour
déduire la causalité, des expériences sur des modeles représentatifs sont essentiels. Un modele basé
sur la microfluidique (HuMiX) [20] a été établi permettant la coculture de cellules humaines et
microbiennes dans des conditions représentatives de l'interface homme-microbe gastro-intestinal
(Figure 8). La capacité de HuMiX de récapituler les réponses in vivo transcriptionnelles, métaboliques
et immunologiques a été établie sur les cellules épithéliales intestinales humaines. Les cellules Caco-2
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sont mises en coculture avec le commensal Lactobacillus rhamnosus cultivés dans des conditions
anaérobies ou avec Bacteroides caccae cultivés en anaérobie stricte. HuMiX facilite les recherches sur
les interactions moléculaires hote-microbe et donne un apercu de toute une gamme de questions de
recherche fondamentale liant le microbiome gastro-intestinal a la santé et la maladie.

A Optode

Microbial microchamber B D

Oxygen
Human cell Human
culture e microchamber
: eluate
Electrical medium -
@) roenen Qlosx @
measurement
lnoiulalion Optode San}pling
Nanoporous membrane -
Tubings
Oxygen and Epithelial cell microchamber » V -+ ubing:
biomolecule >
gradients Ay | Peristaltic ,‘
Perfusion microchamber pump  Inoculation Sampling
Chopstick
electrode
Nitrogen Microbial Microbial
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medium eluate
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voltohmmeter

Figure 8 Le modele HuMiX : (A) Diagramme conceptuel du modele HuMiX pour la coculture représentative de cellules
épithéliales humaines avec microbiote gastro-intestinal. (B) Schéma de la mise en place expérimentale du modele HuMiX
avec des dispositions pour la perfusion des milieux de culture oxique et anoxique, ainsi que la surveillance de la
concentration en oxygeéne et la résistance électrique transépithéliale. La concentration en oxygéne dans le milieu anoxique
est maintenue a 0,1% en faisant barboter en continu le milieu avec du diazote. [20]

HuMiX se compose de trois microchambres: une microchambre pour la perfusion du milieu, une
microchambre pour la culture des cellules épithéliales humaines et une microchambre pour la culture
microbienne. Chaque microchambre possede une entrée et une sortie dédiée a l'inoculation des
cellules ainsi que pour le contrdle précis des parameétres physico-chimiques. En juxtaposant les cellules
humaines et microbiennes a une distance de 0,5-1 mm de chaque c6té d’'une membrane nanoporeuse,
le modéle HuMiX est représentatif d'une barriere épithéliale saine et intacte. En outre, des capteurs
d’oxygeéne sont intégrés dans le modéle pour la surveillance en temps réel des concentrations
d'oxygene dissous dans le dispositif. De plus, une version spéciale de HuMiX permet l'insertion d'une
électrode de style chopstick commercial (STX2; Millipore), afin de surveiller le TEER pour la
caractérisation de la croissance cellulaire et la différenciation au sein du dispositif. Les mesures ont été
faites avec ERS-2 Epithelial Volt-Ohm Meter (Millicell).

1.5. Quelques modeles in vitro de barrieres intégrant la fluidique le TEER

1.5.1. Modeles de barriére hémato-encéphalique (BHE)
La barriere hémato-encéphalique (BHE) est une barriére tres sélective pour le systéme nerveux central
(SNC) [21]. Un modele de barriere hémato-encéphalique intégrant de la microfluidique (uBBB) (Figure
9) [22] a été développé. Il s’agit d’'un modéle académique. Celui-ci imite pertinemment la BHE in vivo
grace a un environnement dynamique et une membrane de culture relativement mince (10 um). La
validité du modele uBBB a été faite avec des cellules endothéliales b.End3, celles-ci cultivées a la fois
avec et sans astrocytes C8 D1A en coculture. La résistance électrique transendothéliale (TEER) a été
utilisée afin de déterminer la croissance cellulaire, ainsi que l'intégrité des jonctions serrées. Aprées
trois jours de culture, une différence dix fois supérieure de valeurs de TEER a été apercue entre la uBBB
(250 Q*cm?) et la culture statique (25 Q*cm?). La stabilité du modéle a été démontrée par une baisse
transitoire instantanée du TEER en réponse a I'exposition a de I'histamine, suivie d'un retour a la valeur
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initiale. Ces résultats démontrent que le systeme uBBB développé est un modele valable pour des
études de la fonction BHE et I'administration de médicaments.

A 3D lllustration The fabricated uBBB
Inlet/Outlets
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Figure 9 Structure et conception du uBBB. (A) Le systéme uBBB comprend deux canaux d'écoulement perpendiculaires. (B) Le
uUBBB entierement fabriqué. (C) Vue rapprochée. Les cellules endothéliales et les astrocytes sont mis en culture sur les c6tés
du lumen, respectivement de I'autre cété du lumen de la membrane poreuse. [22]

Les modéles actuels pour imiter la barriere hémato-encéphalique (BHE) utilisent en grande partie des
inserts séparées par une membrane poreuse pour étudier perméabilité de la barriere. Un modeéle de
la BHE avec de la microfluidique a été établi (SyM-BBB) [23]. La plate-forme SyM-BBB (Figure 10) est
composée d'une matiere plastique, d’'une puce microfluidique jetable et une microcirculation
contentant une chambre a deux compartiments. Le coté apical individuellement atteignable est
ensemencé avec des cellules endothéliales et le c6té basolatéral peut supporter des cellules
neuronales ou des milieux conditionnés.

Apical side Top View

Endothelial Cells In Endothelial Cells Out csiiaiiea side View

290ur y Micro-gaps Glass Surface
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Astrocytes Astrocytes Astrocyte Conditioned Media

Conditioned Conditioned

Media In Media Out
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A B

Endothelial Celis
Apical Side

Figure 10 Modéle SyM-BBB (A) Concept montrant le c6té apical et basolatéral séparés par 3 um d’interstices formés par des
piliers microfabriqués. Le cété apical contient des cellules endothéliales, le coté basolatéral contient des astrocytes ou du
milieu conditionné. (B) Vue schématique de dessus et de c6té en soulignant I'écart de 3 um formé entre la surface du verre et
le polymere. La chambre basolatérale est prise en charge dans le centre par une structure de support pour empécher
I'effondrement de la partie supérieure de la chambre microfabriquée. [23]

Une caractéristique commune de la microvascularisation est la présence de bifurcations divergente et
convergente. Pour imiter cette caractéristique, le dispositif a été congu pour représenter une
construction idéalisée de la microvascularisation comme représenté conceptuellement sur la figure
10. Le dispositif se compose d'une chambre de 200 um de largeur externe (c6té apical) séparée par
une chambre centrale (c6té basolatéral). Les deux chambres font 100 um de profondeur. Les
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informations proviennent d’observations in vivo. Chacune de ces chambres est indépendante, c’est-a-
dire qu’elles ont leur propre canal d’entrée et de sortie pour la perfusion et de I'échantillonnage des
milieux (Figure 10A). Une caractéristique importante de la conception est la nécessité d’utiliser deux
couches de fabrication pour développer un écart de 3 um entre les deux chambres. Il s’agit d’imiter la
taille des pores couramment utilisé dans les membranes utilisés dans les inserts. Ces pores permettent
entre autre I'étude de la perméabilité du modele.

Outre l'intégration de la mesure du TEER, I'avancement des systemes précédents est |'utilisation de
cocultures afin de modéliser la BHE in vitro. Cela ne s’arréte pas a la coculture mais peut aller encore
plus loin comme des tri-cultures [24], quadri-cultures, etc. Les modeles in vitro de BHE utilisent souvent
des cellules endothéliales de cerveau et des astrocytes murins ou d’origine porcine. Par conséquent,
les résultats obtenus a partir de ces modeles expérimentaux peuvent étre difficiles a extrapoler a
I'homme dans la situation in vivo, car ils ne sont pas d'origine humaine. Les valeurs du TEER mesurées
sur des cellules endothéliales humaines in vitro ne sont pas tres élevées quand elles sont cultivées
seules. Une coculture avec des péricytes ou des astrocytes permet d’augmenter ces valeurs par une
augmentation des jonctions serrées entre les cellules. Un projet de modeéle in vitro nommé Transwell-
BB [24] utilise un systéme a plusieurs cultures de cellules humaines. Des cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales (hCMEC/D3), des astrocytes (CC-2565 et SC-1810) et des péricytes
cérébraux (HBVP) sont utilisés dans différentes permutations (Figure 11) afin de trouver laquelle est |a
plus efficace en termes de TEER des jonctions serrées. Les modeéles sont utilisés donc en mono-, co-,
ou tri-cultures et sont supplémentés par du sérum humain. Le modele le plus réussi se trouve étre la
coculture de cellules endothéliales et d’astrocytes.

A
Mono-cultivation
Endothehal cells (RCMEC/D3) e e
B C
Co-cultivation

Endothelial cells (hCMEC/D3) and astrocytes hoMESTS MMECTO
(CC-2365 or SC1810) ' X

- R D
Co-cultivation
Endothelial cells (hWCMEC/D3) and pericytes HCMECIDY
(HBVP) R
\. J a»
- P E F
Tri-cultivation
Endothehal cells (hCMEC/D3) and astrocytes
{CC-2565 or SC-1810) in direct contact, and s s
pericytes (HBVP) on the culture plate
. J

Tri-cultivation

Endothelial cells (h\CMEC/D3) and pericytes
(HBVP) in direct contact, and astrocytes (CC- TS sieieieieis
2565 or SC-1810) on the culture plate reue v

Figure 11 Schéma du projet Transwell-BB comprenant (A) hCMEC / D3 mono-culture, (B) hCMEC / D3 et CC-2565 coculture,
(C) hCMEC / D3 et SC-1810 coculture (D) hCMEC / D3 et HBVP coculture, (E) hCMEC / D3, CC-2565 et HBVP tri-culture, , (F)
hCMEC /D3, SC-1810, et HBVP tri-culture, (G) hCMEC / D3, HBVP et CC-2565 tri-culture, et (H) hCMEC /D3, HBVP et SC-1810
tri-culture. [24]
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Les communications cellulaires provenant des astrocytes et des péricytes jouent un réle important
dans l'induction de la fonction de la barriére physiologique BHE. Mais ce modele n’est de loin pas celui
qui modélise le mieux la BHE.

Afin d’améliorer le phénotype de la BHE in vitro modélisée, un groupe de scientifique ont eu recours a
divers méthodes. Un systeme de culture de plusieurs cellules a été mis en place [25]. En effet pour
refléter au mieux la barriere hémato-encéphalique, des cellules endothéliales microvasculaires
cérébrales (BMECs) ont été cultivées en présence de péricytes humains, d’astrocytes humains et de
neurones dérivées de cellules renouvelables. Les cellules endothéliales ont été dérivées a partir de
cellules souches pluripotentes (HPSC). Pour cette « coculture », de I'acide rétinoique a été ajouté au
milieu de culture et les résultats parlent d’eux méme.

PECAM-1 GLUT-1 Claudin-5 Occludin  VE-cadherin

.... .‘.
koAl

Figure 12 Coloration par fluorescence des cellules BMECs en présence de péricytes, d’astrocytes et de neurones apreés ajout
d’acide rétinoique : Expression de PECAM-1, GLUT-1, occludine, claudine-5 et de la VE-cadhérine. [25]

+ RA

En présence, d’acide rétinoique, les cellules expriment la glycoprotéine VE-cadhérine (Figure 12). La
VE-cadhérine, exprimée dans les cellules endothéliales, permet I|'adhésion entre les cellules
endothéliales et est nécessaire a la survie de ces cellules. De plus, de moduler les jonctions adhérentes
en augmentant I'expression de VE-cadhérine, I'acide rétinoique permet des changements dans
I’expression des protéines des jonctions serrées. L'expression de I'occludine est augmentée de 4 fois,
tandis que I'expression de la claudine-5 est diminuée de 1.7 fois. L’acide rétinoique est donc bénéfique
pour le phénotype des cellules [25-26]

1.5.2. Modeles de barriere rénale

L'épithélium tubulaire du rein est responsable de la réabsorption des sels, de I'eau, et d’autres
composés organiques. Il serait donc avantageux d'étre capable d'étudier les processus de transport de
|’épithélium rénal dans un modele in vitro reproduisant pertinemment I'architecture in vivo du rein. Il
faudrait appliquer un écoulement de fluide physiologiquement approprié et permettent le transport
dans les deux sens (A-B et B-A) des solutés et de I'eau. La mesure du TEER serait bénéfique pour vérifier
I'intégrité de la barriére. Une option prometteuse pour le développement d'un tel systeme est
|'utilisation d'un bioréacteur a perfusion microfluidique [26].

17

B HES-SO Valais-Wallis - rte du Rawyl 47 « C.P. + 1950 Sion 2
+41 27 606 85 23 « hei@hevs.ch « www.hevs.ch



¢/ VALAIS
HES'SG(@?WALLE Jérémy Bosson 19.08.2016

B Ag/AQCI Electrode

— Silver Wire

Microchannels / Tubing

Membrane

Support Posts
Cells

Membrane

Epoxy

Figure 13 Bioréacteur a perfusion microfluidique A : vue éclatée du bioréacteur, B : schéma de la configuration
d'électrode TEER constituée d'une électrode Ag / AgCl et une électrode d'Ag de chaque cété de la membrane. [27]

Un systeme microfluidique dédié a la recherche avec des électrodes intégrées pour la mesure du TEER
a été mis au point afin de caractériser des cellules épithéliales rénales dans des conditions
d’écoulement de fluide physiologiquement identique. Le bioréacteur (Figure 13A) est constitué de
deux chambres une apicale et l'autre basolatérale reliées par une membrane microporeuse
transparente. La chambre supérieure contient des canaux microfluidiques afin de perfuser la surface
apicale des cellules. La chambre inférieure agit comme un réservoir pour le transport a travers la
couche cellulaire et fournit un support pour la membrane. Les électrodes intégrées (Figure 13B)
permettent de surveiller la croissance cellulaire et d’évaluer les jonctions cellule-cellule soit I'intégrité
des jonctions serrées.

Un autre instrument de mesure a été développé pour étudier les effets des xénobiotiques. Les
xénobiotiques sont des substances présentes dans le corps mais qui lui sont étrangeres, ils ne sont ni
produit par I'organisme, ni par son alimentation. Les xénobiotiques sont en général des molécules
chimiques étant considérées comme polluantes et toxiques au sein d’un organisme. Les plus grands
cas de xénobiotiques sont les pesticides et les antibiotiques. Cet instrument permettant I'analyse de
ces composés chimiques est un bioréacteur microfluidique intégrant génie tissulaire et microtechnique
[28]. Le bioréacteur (Figure 14) consiste en une coculture de foie et de rein, car le foie est le site
principal de la biotransformation des xénobiotiques et le rein est le site majeur de leur élimination.
Certain médicament comme l'ifosfamide qui est un médicament traitant certaines tumeurs peut créer
des substances néphrotoxiques aprés leur biotransformation.

) Metabolism of IF __
Liver s Kidney

HepG2/C3A MDCK

Figure 14 Photo du systeme de perfusion (A) et les détails du bioréacteur microfluidique foie-rein (B). [28]
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Les deux types cellulaires utilisés sont les cellules HepG2/C3A pour le foie les cellules MDCK (Madin-
Darby Canine Kidney) pour le rein. Le bioréacteur est fabriqué en polydiméthylsiloxane qui est
biocompatible et perméable au gaz. Il permet donc I'oxygénation des cellules. De plus, c’est un
matériau transparent et permet d’observer les cellules au microscope. Il contient deux chambres
séparées pour faire croitre les deux types cellulaires différentes (Figure 14).

Concernant le rein plus spécifiqguement, un dispositif bioartificiel basé sur de la microfluidique
représentant une structure de tubule proximal du rein a été développé [29]. Ce dispositif ressemble a
la situation in vivo et intégre des cellules souches adultes de tubule rénal (ARPCs). Le dispositif (Figure
15) est composé de deux couches superposées en polydiméthylsiloxane (PDMS) avec entre deux une
membrane poreuse. Pour ressembler le maximum a la situation réelle, le microcanal supérieur permet
un apport une surface de lumiére adéquat, la partie apicale des cellules y est exposée. Le microcanal
inférieur lui simule la zone interstitielle en contact avec la membrane basolatérale des cellules.

_ Lumen microchannel B Inlet Up C

——  Outlet Up

/// ' - L >
; &Memprane @;W
/l,»’ g < X 3 ;‘e,‘
P Outlet Down "\ | _,4'5&\"%
/_‘,(\\,@ »‘Q,o'c‘
L. NS < !
ox®)
Interstitial & Inlet Down

microchannel

S~
Qutlet down

Bubble Trap

Figure 15 Le microdispositif rénale bio-inspirée.

La puce est semblable a la structure in vivo d'un tubule proximal de rein et est composé de deux couches superposées en PDMS
(A), avec des microcanaux gravés. Les deux microcanaux simulent la zone de passage dans laquelle la partie apicale des cellules
est exposée (canal haut) et la zone interstitielle en contact avec la membrane basolatérale (canal bas). Les canaux sont séparés
physiquement par une membrane microporeuse. Une fois assemblées (B), le dispositif présente deux entrée et deux sortie,
chacune reliée a des tubes en plastique et des pompes a seringue pour le contréle des fluides. (C) Photographie du dispositif
microfluidique de tubule proximal bioartificiel. (D) Dispositif expérimental complet [29]

Le polydiméthylsiloxane, comme précédemment, a été choisi pour sa perméabilité a I'oxygene, pour
sa transparence et sa facilité d’utilisation. Le dispositif est relié a deux piéges a bulles (Figure 15D) pour
empécher I'entrée des bulles d'air et assurer la viabilité des cellules mises en culture dans la puce
électronique. En fait, quand une bulle d'air se rapproche des cellules, celles-ci peuvent étre étirées par
des forces exercées a l'interface liquide-air, ce qui peut conduire a la rupture des membranes
cellulaires [30].
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2. Matériels et méthodes

2.1. Culture cellulaire
2.1.1. Comptage des cellules

Le comptage des cellules s’est effectué pour chaque expérience et a chaque passage de la méme
maniére. 10 pl de bleu Trypan (Gibco) ont été mélangé avec 10 pul de suspension cellulaire a compter.
Puis 15 pl du mix ont été chargés dans la chambre de comptage (Luna Cell Counting Slides) et ont été
placé sur le lecteur de comptage (Luna Automated Cell Counter) [Annexe 8.1].

2.1.2. Cellules MPK (Mouse Kidney Cortical Collecting Tube)

Les cellules MPK ont été cultivées dans du DMEM-F12 avec du rouge de phénol-GlutaMAX (Gibco)
supplémenté avec 5 pug/ml d’insuline, 50 nM de dexamethasone, 60 nM de sélénium, 5 pug/ml de
transferrine, 1 nM de triiodothyronine, 5 ng/ml de facteur de croissance épidermiques de souris, 100
U de streptomycine et pénicilline et 2% de sérum foetal de veau (tous Sigma) a 37°C, 5% de CO..

Les passages se sont effectués tous les 3-4 jours [Annexe 8.2] et la culture s’est faite dans des flasques
T25, T75 ou T125 (tous Falcon). Les inserts (Corning Incorporated) utilisés pour les expériences ont une
porosité de 0.3 ou 0.4 um et ont une membrane en polyester. Les inserts sont cultivés dans des plaques
de cultures en polystyréne avec couvercle en polystyréne fournies avec les inserts. Les cellules MPK
ont été ensemencées sur et sous linsert. L'ensemencent sur linsert a été fait comme
I'ensemencement d’un puit soit le liquide dans le compartiment supérieur de l'insert. Pour
I’ensemencement sous la membrane, les inserts ont été tournés a 180 degrés afin d'y déposer le milieu
et les cellules sur la membrane inférieure. Un volume maximal de 80 pl était déposé sur la membrane
et les inserts étaient incubés toute une nuit dans cette position a 37°C, 5% CO, avant d’étre retournés.

2.1.3. Ensemencement des cellules
Le nombre de cellules ensemencées differe selon le récipient de culture et est présenté dans le
tableau 2 ci-dessous.

Tableau 2 Informations sur les récipients de culture utilisés (surface, volume de milieu, cellules ensemencées)

. . e Insert / | Surface | Volume de hEmIRCE
Récipient Marque/Référence . " cellules
Puit [cm2] | milieu [ml] ,
ensemencées

130'000 -

Falcon T25 [Falcon /353109 25 3 160'000

400'000 -

Falcon T75 [Falcon /353110 75 10 £00'000

800'000 -

Falcon T150 | Falcon /353118 150 20 1'000'000
Plaque 12 Corning Incorporated / Insert 1.12 0.76 200'000
puits Costar 3460 Puit 3.5 1.6 400'000
Plaque 24 Corning Incorporated / Insert 0.33 0.26 70'000
puits Costar 3470 Puit 1.9 0.8 200'000
Pla.que 96 Corning Incorporated / 033 02 50'000

puits Costar 3603

2.2. Test de viabilité

Un test de viabilité [Annexe 8.7] a été effectué sur les cellules confluentes a 100%. Les cellules ont été
incubées 30 minutes a 37°C, 5% CO: dans une solution contenant de la calcéine (Sigma), de I'iodure de
propidium et du colorant Hoechst (Invitrogen). La fluorescence a été lue avec une Flexstation 3
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(Molecular Devices) aux longueurs d’onde correspondantes. Des images ont été prises avec un
microscope inversé a fluorescence (Leica).

2.3. Immuno-marquage membranaire des jonctions serrées Z0-1
Un protocole utilisé avec un seul tampon a été utilisé [Annexe 8.6]. Brievement, les cellules ont été
fixées dans du PFA/PBS 2% pendant 10 minutes. Puis les échantillons de cellules ont été bloqués dans
un tampon contenant du sérum de chevre, de I'albumine de sérum bovin (Sigma), du Triton et de la
Glycine pendant une heure. Pour I'immuno-marquage, un anticorps primaire polyclonal de lapin I1gG
Z0-1 (Invitrogen) a été utilisé et incubé toute la nuit a 4°C sur les cellules. Un anticorps secondaire anti-
lapin couplé a un fluorochrome a été incubé 2 heures a température ambiante. Des lavages au PBS ont
été effectués entre chaque étape. Des images ont été prises avec un microscope a fluorescence (Leica).

2.4.Test de perméabilité

Un composé fluorescent n’étant pas métabolisé par les cellules a été utilisé pour le test de
perméabilité, soit le Jaune lucifer (Sigma-Aldrich). Une fois la monocouche confluente et
préalablement ensemencée sur des inserts, il consistait a transférer [Annexe 8.7] les inserts avec les
cellules dans des plagues receveuses contenant un tampon Ringer HEPES [Annexe 8.6]. Une
concentration connue de Jaune lucifer a ensuite été ajoutée au-dessus des inserts, celui-ci dilué dans
du tampon HEPES. Puis, toutes les 15 minutes chaque insert a été transféré dans un nouveau puit
contenant du tampon HEPES, ceci pendant une heure (3 changements). La mesure de la quantité de
Jaune lucifer ayant traversé la barriére cellulaire a été faite avec une Flexstation 3 (Molecular Devices)
a 430nm/535nm (Excitation/Emission). Le calcul du coefficient de perméabilité s’est fait grace a une
feuille Excel déja prévu a cet effet [Annexe 8.4]. Le calcul permettant d’obtenir un coefficient de
perméabilité est montré dans I'’équation 2.

1
1 _ 1
PSt _ PST

Pe =
¢ A

Equation 2 Equation permettant de définir le coefficient de perméabilité des cellules endothéliales (Pe) en cm/min ; PSt =
Perméabilité de la surface testée [ul/min]; PSf = Perméabilité de la surface de la membrane [ul/min]; A = Surface de la
membrane [cm?]. La surface de la membrane et la perméabilité de la surface de la membrane restent constantes, tandis que
la perméabilité de la surface testée est une variable.

Les différentes perméabilités peuvent étre reliées par une formule présentée dans I'équation 3 ci-
dessous.

1 1 1

PSe  PSt PSf

Equation 3 Equation mettant en lien les différentes perméabilités de surface : PSe = Perméabilité de la surface des cellules
endothéliales [ul/min] ; PSt = Perméabilité de la surface testée [ul/min] ; PSf = Perméabilité de la surface de la membrane
[ul/min].

2.5. Test de biocompatibilité

Un test de biocompatibilité a été effectué sur quelques composants majeurs du Cellware Hepia qui
sont en contact avec les cellules pour évaluer s’ils présentaient un danger pour celles-ci. Un carré de
2.25 cm? du scotch 467MP 200MP Adhesive (3M) et une goutte d’environ la méme surface de la colle
EPO-TEK® (EPOXY TECHNOLOGY) ont été posé au fond de puits de 3.5 cm?. Des cellules MPK ont été
ensemencées par-dessus a raison de 178'600 cellules/cm? avec 3 ml de milieu de culture. Aprés 4 jours
de croissance, le milieu a été retiré et des photos ont été prises. Puis un test de viabilité [Annexe 8.7]
a été effectué sur les cellules a confluence sur les différents composants. La plaque de culture n’a pas
été testée car le polystyréne ne pose aucun probléme pour la croissance des cellules. L'inox n’a pas

21

E HES-SO Valais-Wallis - rte du Rawyl 47 « C.P. + 1950 Sion 2
+41 27 606 85 23 « hei@hevs.ch » www.hevs.ch



VALAIS
WALLIS

Hes-so Jérémy Bosson 19.08.2016

été testé supposant que celui-ci m’étant pas en contact direct avec les cellules ne présentait aucun
danger.

2.6. Test de toxicité

Les cellules MPK ont été ensemencées sur des inserts (0.33 cm?) et cultivées jusqu’a confluence, ce qui
correspond a un TEER d’une valeur d’environ 5'000 Ohms*cm?. Puis le milieu a été changé et remplacé
par un milieu contenant un composé a tester. Pour ce test, le composé est du mannitol. Le
mannitol (Ce¢H1406) est un polyol. Le mannitol a tendance a perdre union hydrogene en solution
aqueuse, résultant en une acidification dela solution. Il est utilisé pour réduire la pression
intracranienne dans les cas de traumatisme craniens graves [31]. Il présente un risque de déséquilibre
hydroélectrolytique. Le mannitol est éliminé par les glomérules rénaux et n'est pas absorbé au niveau
des tubules. C'est-a-dire qu’il n’est pas absorbé dans le sang mais éliminé avec I'urine. De ce fait, il
entraine une élimination obligatoire d'une certaine quantité d'eau. Par contre le débit de filtration est
diminué avec la présence de mannitol [32]. Le mannitol est aussi utilisé pour traiter I'insuffisance
rénale, mais la capacité de cet agent normalement inoffensif pour traiter I'insuffisance rénale n’est pas
bien reconnue. Différentes concentrations croissantes de mannitol ont été effectuées dans un
intervalle de 10 uM a 1M (10 uM, 100 pM, 1 mM, 10 mM, 100 mM, 500 mM, 750 mM et 1 M). Deux
types d’expositions au composé existent soit une exposition aigue (quelques heures) ou une exposition
chronique (quelques jours). Dans ce cas, |'exposition de type aigue a été testée. Les cellules ont été
mises en présence de mannitol pendant 2 heures. Dans ce cas, la partie basolatérale a été choisie afin
de d’imiter le flux sanguin sur les cellules comme il se trouve in vivo. Le monitorage s’est effectué a
I'aide du Cellware Hepia.

2.7.Mesure du TEER
Lors d’'une mesure de TEER, le systéme de mesure comprend différents composants. Le Cellware
composé des électrodes et accueillant le milieu ainsi que les inserts, les inserts permettant de faire
croftre des cellules sur leur membrane et une partie électronique servant a mesurer la résistance sont
montrés a la figure 16.

Cellware

Insert

: * Electronique

Figure 16 Schéma des composants utiles a la mesure du TEER

Les mesures du TEER ont été faites de trois maniéres différentes : soit avec le Cellware Hepia (Figure
17C), soit avec le CellZscope (Figure 17B) ou soit avec le Millicell (Figure 17A). Le Cellware et le
CellZscope utilise une partie électronique et programme informatique afin de traiter les résultats et
pour le contréle de la mesure de I'impédance. Dans les deux cas, I'électronique du CellZscope (Figure
17D) a été utilisée pour toutes les mesures. L'interface de controle et des résultats des mesures du
TEER sont présenté en annexe 8.10. Les mesures en monitorage ont été effectuées toutes les 15
minutes sur toute la durée de celui-ci. Le Millicell n’utilise pas de programme informatique. Il mesure
la résistance comme un voltmétre grace a deux électrodes dites « chop sticks » placées une dans la
partie basolatérale et I'autre dans la partie apicale. Comme dit précédemment le principal désavantage
du Millicell est que la mesure n’est pas stable. Du fait que la distance entre les électrodes changent est
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différente a chaque et peut bouger méme durant une mesure, les fluctuations de TEER sont énormes
et cela ne permet pas des mesures de TEER tres fiables.

Figure 17 Imagerie des différents systemes de mesure de I'impédance : (A) Millicell (Millipore) avec I’électrode type chop stick ;
(B) Cellware du CellZscope (NanoAnalytics) ; (C) Cellware Hepia avec le connecteur pour I’électronique du CellZscope ; (D)
Electronique du CellZscope avec spectre d’impédance sur I’écran d’ordinateur

2.8. Utilisation et contrdle des systemes de fluidique

Les systemes de microfluidique (Figure 18A, B et C) utilisent des pompes péristaltiques (Welco) ayant
des débits indiqués dans les résultats.

Figure 18 Imagerie des systemes de microfluidique : (A) Systéme de fluidique par-dessus la couche cellulaire; pompe
péristaltique RN42-E475 avec un débit minimal de 55.4 ul/min ; (B) Systéme de fluidique par-dessous la couche cellulaire;
pompe péristaltique E686 avec un débit minimal de 516 ul/min ; (C) Systeme complet de monitorage du TEER intégrant de
la fluidique. Deux pompes péristaltiques RNBT-824D avec chacune un débit différent (20 ul/min et 46 ul/min) permettent de
mettre les cellules en présence d'un flux.
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L’avantage des systemes de microfluidique utilisés est que ceux-ci peuvent
rester dans l'incubateur le temps souhaité. La pompe est contrélée par un
systéme Bluetooth et peut de ce fait étre contrélée par un smartphone,
tablette, etc. La figure 19 présente l'interface utilisée par I'application PMI
développée par Hepia. Cette application permet donc de choisir le pourcentage
de puissance de la pompe qui devra préalablement étre calibrée. Les pompes
peuvent tourner dans les deux sens et le controle de quatre pompes sur le
méme appareil peut étre assuré. il

Figure 19 Interface de I'application PMI permettant le e
contréle des pompes péristaltiques

Hint for Text

2.9. Cellware Hepia
Le Cellware Hepia est donc un appareil concu par les ingénieurs du laboratoire du Prof. Luc Stoppini.
Celui-ci vise a intégrer de la fluidique dans un appareil pouvant mesurer I'impédance in vitro d’'une
barriére physiologique. La figure 20A présente une éclatée de vue du Cellware Hepia avec fluidique.

A

Figure 20 Eclatée de vue du Cellware Hepia intégrant de la fluidique ; (A) Eclatée de vue de la partie inférieure du Cellware
Hepia une plaque 24 puits est associée a un PCB contenant un canal afin d’y ajouter le flux ; des connecteurs pour les
pompes se trouvent de chaque coté de ces canaux ; (B) 1 : Electrode inférieure en inox ; 2 : Couche de plexiglas percée

uniquement a la taille des puits ; 3 : Couche de plexiglas incluant le dessin des canaux entre les puits ; 4 : Couche de plexiglas
trouée d’un cété et de I'autre de chaque puit afin que le liquide puisse circuler ; 5 : Connecteur permettant de relier les
pompes au Cellware par des tuyaux ; (C) Eclatée de vue du Cellware Hepia complet

Le Cellware Hepia est construit par couche de la fagon suivante (du bas vers le haut) : I'électrode
inférieure (Figure 20B 1) ; les canaux et la plaque de culture. La base du montage est les canaux (Figure
20B). Ceux-ci sont composés de trois couches différentes : tout en bas une couche de plexiglas formée
seulement des trous de chaque puit (Figure 20B 2), au-dessus se trouve une couche de plexiglas avec
les canaux entre les puits dessinés (Figure 20B 3), et juste au-dessus encore une plaque de plexiglas
trouée d’un coté et de l'autre de chaque puit afin que le liquide puisse circuler (Figure 20B 4). Des
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connecteurs sont placés de chaque coté de I'appareil afin de pouvoir connecter des pompes au
Cellware Hepia pour y ajouter un flux grace a des tuyaux en silicone (Tygon) (Figure 20B 5). De chaque
coté de cette couche triple de plexiglas, un scotch double face 3M Adhesive est collé. Pour la partie
inférieure, la plaque en inox servant d’électrode vient plaquer les couches de plexiglas et collée grace
a du scotch. Pour la partie supérieure, une plaque de culture avec des puits sans fond (Greiner Bio-
one) est posée sur le scotch et chaque tour de puit venant appuyé sur le plexiglas s’y voit déposé de la
colle EPO-TEK® (EPOXY TECHNOLOGY) afin d’assurer I'étanchéité. Un ou plusieurs plots en inox
viennent se fixer sur I'électrode inférieure afin de pouvoir faire une connexion entre I'électrode
inférieure et I'électronique. Ce plot remplace le cable qui dans la version précédente avait la méme
utilisation (Annexe 8.9). Le tout est séché durant 48 heures minimum avec un temps de passage au
four de 3 heures a 65°C. Le principal probléme du montage est les fuites. En effet, avec la colle et le
scotch, il faut assurer I'étanchéité de I'appareil afin de ne pas perdre de milieu de culture. Le temps de
séchage est tres important ainsi que la précision de la position de chaque couche de I'appareil. En
présence de liquide, le volume des puits s’équilibre de la fagon dite en vase communicant.

Figure 21 Eclatée de vue de la partie supérieure du Cellware Hepia ; 1 : Electrode supérieure en inox ; 2 : Couvercle de plaque
de culture perforé au-dessus de chaque puit pour laisser passer les électrodes ; 3 : PCB équipé de toute la partie électronique
reliant les électrodes au connecteur (partie noire)

Le couvercle (Figure 21) quant a lui contient un couvercle de plaque de culture percé au-dessus de
chaque puit avec de pouvoir laisser passer un petit connecteur plaqué or sur lequel I'électrode est
fixée. Sur ce couvercle, un PCB de méme forme est scotché. Ce PCB contient des circuits électriques
reliant le connecteur aux électrodes de chaque puit. Des tiges plaquées or sont présentes aux mémes
endroits que les plots sur la plaque de culture. Elles permettent donc la connexion entre la plaque de
culture (électrode inférieure) et le couvercle (électronique).
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3. Résultats

3.1. Caractérisation des cellules MPK
Pour caractériser les cellules MPK, la mesure du TEER a été monitorée en fonction du temps avec le
CellZscope. La figure 22 présente ce monitorage. Les cellules ont été ensemencées sur et sous la
membrane des inserts afin de comparer la formation de la barriére.
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Figure 22 Monitorage avec CellZscope des cellules MPK sur une semaine ; Ligne rouge : moyenne des cellules ensemencées
sur le dessus de la membrane (n=3) ; Ligne noire : moyenne des cellules ensemencées sur le dessus de la membrane (n=3) Les
cellules ont été ensemencées a 181'800 cellules/cm?

Les deux monitorages sont trés similaires. Il n’est constaté qu’une légére tendance a des valeurs de
TEER supérieures pour les cellules ensemencées au-dessus de la membrane. Une fois que la
capacitance de la couche cellulaire Cy tombe, il y a une latence de 2-3 heures avant que le TEER ne
commence a augmenter. Les valeurs de la capacitance de la couche cellulaire suivent la méme
tendance pour les deux conditions et stagnent a un plateau de 2uF/cm?. Pour un ensemencement de
242'200 cellules/cm?, il faut cinqg jours pour atteindre un plateau de 4'000 — 4'500 Ohms*cm?.

Afin de caractérisé la barriére formée par les cellules ensemencées sur et sous la membrane de l'insert,
un test de perméabilité a été effectué avec du Jaune lucifer sur une heure d’expérience. Le Jaune
Lucifer a été ajouté dans la chambre supérieur soit le compartiment tubulaire. Les valeurs obtenues
ont été traitées (Annexe 8.5) et des coefficients de perméabilité ont été calculés. La figure 23 présente
les coefficients de perméabilité pour les cellules ensemencées sur et sous la membrane de I'insert.
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Figure 23 Résultats du test de perméabilité au Jaune lucifer. Les barres présentent les écart-types, n=3.

Lorsque les cellules sont ensemencées sur la membrane, les coefficients de perméabilité sont
statistiquement les mémes que lorsqu’elles sont ensemencées sous la membrane. Apres 60 minutes,
le coefficient de perméabilité est quant a lui statistiquement plus petit quand elles sont ensemencées
sur la membrane. Lorsque les cellules sont au-dessus, il est constaté que plus I'expérience avance dans
le temps plus le coefficient de perméabilité diminue. Les coefficients de perméabilité des cellules sous
la membrane suivent la méme tendance a part pour le premier temps ou celui-ci est plus faible.

La suite de la caractérisation se voit I'objet d’un immuno-marquage d’un type de jonctions serrées, les
jonctions ZO-1. Pour mettre en évidence la présence d’une barriere, un grand nombre de ces jonctions
doivent étre visibles. La figure 24 ci-dessous montre I'immuno-marquage d’un anticorps dirigé contre
les jonctions serrées ZO-1.

Figure 24 Immuno-marquage sur les jonctions serrées ZO-1 des cellules MPK; Echelle 75 um

27

E HES-SO Valais-Wallis - rte du Rawyl 47 « C.P. + 1950 Sion 2
+41 27 606 85 23 « hei@hevs.ch « www.hevs.ch



7 VALAIS
WALLIS Jérémy Bosson 19.08.2016

Les jonctions serrées sont visibles sur le tapis cellulaire. Celles-ci sont intactes et contournent toutes
les cellules présentes dans I'objectif, car il s’agit d’'un marquage membranaire. L'immuno-marquage a
trés bien fonctionné et révele la monocouche qui, dans ce cas, atteint le stade de barriére.

Le nombre de cellules ensemencées sur un insert peut avoir une influence sur la montée du TEER des
cellules. Le protocole fourni pour les cellules MPK ordonne d’ensemencer 200'000 cellules par insert
de 1.12 cm? soit 178'600 cellules/cm? [Annexe 8.2]. Les cellules ont été initialement ensemencées avec
un nombre allant de 50'000 cellules & 350'000 cellules par insert (44'600 & 312'500 cellules/cm?). Le
monitorage est montré a la figure 25 ci-dessous.
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Figure 25 Monitorage entre des cellules initialement ensemencées a des nombres différents; ligne orange: 44’600 cellules/cm?
; ligne noire: 89’300 cellules/cm?; ligne verte: 133’900 cellules/cm?; ligne violette: 178’600 cellules/cm?; ligne brune: 223'200
cellules/cm?; ligne cyan : 267’800 cellules/cm?; ligne rose : 312'500 cellules/cm?; ligne jaune : Blanc (Chaque condition : n=2)

Les différents ensemencements ont un effet sur la montée du TEER. Il est donc remarqué que si trop
de cellules sont ensemencées, la formation de la barriére est réduite. De méme si trop peu de cellules
sont ensemencées, cette méme formation sera plus lente. Il y a donc un nombre idéal de cellules
ensemencées pour obtenir une montée de TEER optimale. L’'ensemencement optimal est de 150'000
cellules par insert (133’900 cellules/cm?). Aprés 6 jours de culture, toutes les conditions de culture
arrivent a un méme plateau de 7'000 + 200 Ohms*cm?, sauf pour le plus petit ensemencement qui
atteint 6’500 Ohms*cm?,

Le milieu de culture des cellules MPK contient du sérum. Un monitorage de cellules MPK cultivées dans
un milieu avec ou sans sérum pour voir si le sérum a une influence sur le TEER. La figure 26 montre les
deux monitorages.
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Figure 26 Monitorage sur des cellules MPK ensemencées a 178'600 cellules/cm? incubée en milieu avec et sans sérum (N=1);

ligne noire: moyenne des cellules cultivées dans du milieu avec sérum (n=2) ; ligne orange: moyenne des cellules cultivées dans
du milieu sans sérum (n=2);

Les cellules cultivées dans un milieu sans sérum ont une valeur de TEER qui augmente plus fortement
initialement que les cellules cultivées dans du milieu avec sérum. Jusqu’au deuxieme changement de
milieu, les valeurs atteignent une valeur similaire. Apres le deuxieme changement de milieu, le TEER

chute pour les cellules cultivées sans sérum. Les cellules cultivées avec sérum atteignent un plateau
dépassant les 5500 Ohms*cm?.

L'expérience a été répétée afin de valider les résultats et le monitorage N=2 est présenté a la figure
27.
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Figure 27 Monitorage sur des cellules MPK ensemencées a 178'600 cellules/cm? incubée en milieu avec et sans sérum (N=2);
ligne noire: moyenne des cellules cultivées dans du milieu avec sérum (n=2) ; ligne orange: moyenne des cellules cultivées
dans du milieu sans sérum (n=2)

Les résultats du deuxieme monitorage montrent que les cellules cultivées avec sérum ont cette fois-ci
une montée de TEER plus élevée dés le départ. La valeur de TEER est toujours plus élevée pour les
cellules avec sérum. Cependant apres un troisieme changement de milieu, les cellules sans sérum ont
une forte chute de la valeur de TEER mais une tres forte remontée aussi allant jusqu’a dépasser la
valeur de TEER des cellules avec sérum et atteignant environ 5'000 Ohms*cm? tandis que les cellules
avec sérum sont a 4'500 Ohms*cm?. Il faut noter que les deux premiers monitorages différent en un
point, les membranes des inserts ne sont pas les mémes. Effectivement pour le premier monitorage,
la membrane est en polycarbonate (PC) et pour le deuxieme, en polyester (PET). Un troisieme
monitorage est nécessaire avec une méme membrane que le deuxiéme afin de validé I'effet du sérum
sur les cellules. Le monitorage est présenté en figure 28.
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Figure 28 Monitorage sur des cellules MPK ensemencées a 178'600 cellules/cm2 incubée en milieu avec et sans sérum (N=3);
ligne noire: moyenne des cellules cultivées dans du milieu avec sérum (n=2) ; ligne orange: moyenne des cellules cultivées dans
du milieu sans sérum (n=2)

Les résultats indiquent que le milieu avec sérum provoque une montée de TEER plus rapide que celui
sans sérum. Les valeurs de TEER sont tout au long du monitorage plus élevées lorsque la barriere est
en présence de sérum. Le plateau est atteint aprés 5-6 jours de culture et celui atteint 7'000 Ohms*cm?
pour le milieu sans sérum contre environ 5'800 Ohms*cm? pour le milieu sans sérum. Il est remarqué
deux effets contraires lors du changement de milieu. Pour un milieu avec sérum, les cellules ont un
TEER brusquement plus élevé et celui-ci diminue par la suite. Pour un milieu sans sérum, I'inverse est
visible. Aprés le changement de milieu, une chute drastique du TEER est observée mais une remontée
importante de celui-ci vient par la suite.

Les inserts contiennent des membranes de différentes porosités et ces membranes peuvent étre
fabriquées en différents matériaux comme vu précédemment. Les matériaux peuvent avoir une
influence sur le TEER et I'expérience suivante (Figure 29) montre la différence dans un monitorage
entre des cellules ensemencées sur une membrane en polyester (PET) et une membrane en
polycarbonate (PC). Les deux membranes ont une porosité de 0.4 um.
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Figure 29 Monitorage entre des cellules ensemencées a 178'600 cellules/cm? sur une membrane de PET et une membrane de
PC; ligne orange: moyenne membrane en PET (n=2); ligne noire: moyenne membrane en PC (n=2)

Les cellules obtiennent des valeurs de TEER plus élevées lorsqu’elles sont ensemencées sur une
membrane en PET. Une fois atteint le plateau de 6500 Ohms*cm?, le plateau reste stable pour la
membrane en PET alors que pour la membrane en PC, une phase de déclin est observée. Les
membranes en PC ont une opacité que les membranes en PET n’ont pas. Les cellules ne sont pas
visibles sur les membranes en PET.

3.2. Fluidique dans la chambre supérieure
Comme la présence d’un flux est trés importante pour I'imitation des microenvironnements in vivo,
il faut caractériser celui-ci et décider de la facon dont il est appliqué sur les cellules. Premierement,

un flux venant de la partie apicale a été testé. La figure 30 présente la méthode utilisée pour cette
expérience.

VS

Figure 30 Schéma de la fluidique supérieure par rapport a une culture sans fluidique ( 2 sens du flux)

Grace a un systéme de fluidique (Figure 18A) contenant une pompe péristaltique, un émetteur Wi-Fi
et une batterie, le dispositif a pu étre contrélé par une application permettant de choisir la vitesse de
rotation de la pompe. Le débit minimal a été choisi soit 55.4 pL/min. Deux inserts ont été ensemencés
soit un (insert 1) en contact de la fluidique et un (insert 2) sans fluidique. Le monitorage a été effectué
par Millicell et I'imagerie par microscope. L'insert 1 a été mis en condition statique, soit sans fluidique,
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apres 48 heures de culture tandis que l'insert 2 a été mis sous condition fluidique comme le décrit la

figure 31.
Insert 1| Fluidique Statique B
Insert 2|  Statique Fluidique D
Haures de
cultura 0 24 48 2 168 192

Figure 31 Schéma présentant la méthode de culture des inserts 1 et 2 sous condition avec ou sans fluidique.

Il s’agit d’'une inversion des conditions de culture pour chaque insert. La figure 32 montre les
conséquences qu’ont les deux conditions de cultures sur les cellules.

Figure 32 Images des cellules MPK durant I'expérience de fluidique supérieure
(A) Cellules MPK cultivées sous fluidique supérieure durant 48h (insert 1) ; (B) Cellules MPK de I'insert 1 cultivées durant
144h de maniere statique aprés inversion des inserts ; (C) Cellules MPK cultivées de maniére statique durant 48h (insert 2) ;
(D) Cellules MPK de I'insert 2 cultivées durant 144h sous fluidique supérieure apres inversion des inserts; Echelle 75 um

Les cellules se décolle les unes des autres aprés 2 jours de culture sous flux (Figure 32A), tandis qu’elles
ont une bonne croissance dans les conditions statiques (Figure 32C). Aprés inversion des inserts, les
cellules initialement sous flux n’ont presque pas de croissance (Figure 32B) apres 6 jours de culture.
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Les cellules initialement sous conditions statiques, misent ensuite sous flux n’ont pas survécu (Figure
32D).

Pour mettre en évidence la mortalité des cellules, un test de viabilité (Calcéine/Pl/Hoechst) a été
effectué en toute fin de culture sur les inserts 1 et 2 et est présenté aux figures 33 et 34.

Figure 33 Test de viabilité sur I'insert 1 (A) Calcéine ; (B) lodure de propidium ; (C) colorant Hoechst ; Echelle 75 um

Pour I'insert 1, aucune cellule n’a été colorée par la calcéine synonyme de cellule vivante (Figure 33A).
Toutes les cellules ont été colorées par I'iodure de propidium qui colore les cellules mortes (Figure
33B). Le contrdle du Hoechst et les noyaux de chaque cellule ont été colorés (Figure 33C).

A B

Figure 34 Test de viabilité sur I'insert 2 (A) Calcéine ; (B) lodure de propidium ; (C) colorant Hoechst ; Echelle 75 um

Pour l'insert 2, le résultat est strictement identique a l'insert 1, soit aucunes cellules colorées par la
calcéine, mais toutes par l'iodure de propidium.

3.3. Fluidigue dans la chambre inférieure
Apres avoir testé le flux sur la partie apicale, la présence d’un flux du c6té basolatéral des cellules a
été mis en ceuvre. Les cellules ont été ensemencées sur et sous la membrane des inserts et divers
conditions (cellules sur I'insert statiques ; cellules sous I'insert statiques ; cellules sur I'insert sous flux ;
cellules sous I'insert sous flux) présentées a la figure 35 ont été testées.

VS

Figure 35 Schéma des cultures avec cellules MPK ensemencées sur et sous la membrane de I'insert avec de la fluidique
inférieure par rapport a des cultures sans fluidiques (=2 sens du flux)

De méme que pour la fluidique venant du compartiment supérieur, la fluidique provenant du
compartiment inférieur a nécessité un systéme (Figure 18B) contenant une pompe péristaltique, un
émetteur Wi-Fi, une batterie et un support. Le dispositif a pu étre controlé par I'application PMI
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permettant de choisir la vitesse de rotation de la pompe. Le débit minimal de la pompe a été choisi
soit 516 pL/min. Deux inserts de chaque condition ont été ensemencés et monitorés par mesure de
TEER grace au Millicell. Les résultats obtenus aprés plusieurs jours sont présentés dans les figures 36
et 37 ci-dessous.

@ Avec fluidique @ Sans fluidique
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Figure 36 Monitorage des cellules MPK ensemencées sur la membrane avec le Millicell avec et sans fluidique provenant du
compartiment inférieur ; en bleu : culture des cellules sur la membrane avec fluidique (n=2); en orange : culture des cellules
sur la membrane sans fluidique (n=2); Jour 6 : Début de la fuite de milieu ; Les barres d’erreur sont les écart-types
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Figure 37 Monitorage des cellules MPK ensemencées sous la membrane avec le Millicell avec et sans fluidique provenant du
compartiment inférieur ; en bleu : culture des cellules sous la membrane avec fluidique (n=3); en orange : culture des cellules
sous la membrane sans fluidique (n=3); Jour 6 : Début de la fuite de milieu ; Les barres d’erreur sont les écart-types

Généralement, les cellules ensemencées sur la membrane ont un TEER plus élevé que celles
ensemencées sous la membrane. Pour les mesures des cellules étant sous la membrane, les cellules
en condition statique ont un TEER un peu plus élevé que les cellules sous flux mais suivent la méme
tendance. Le débit du flux peut en étre la cause. Pour les mesures de cellules étant sur la membrane,
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une forte différence est constatée dés le départ. En effet les cellules étant en présence de flux ont un
TEER beaucoup plus élevé que les cellules en condition statique les cing premiers jours. La valeur de
TEER des deux conditions se rejoint aprés 6 jours de culture. A partir du 6™ jour de culture, une nette
diminution du TEER est visible globalement et ceci est di a une fuite du milieu entre la plaque de
culture et le plexiglas. L'expérience n’est donc pas représentative a partir de ce jour-ci. Les écart-types
sont trés grand, car comme mentionné précédemment, les valeurs mesurées par le Millicell fluctuent
beaucoup du fait de la non-reproductibilité des mesures.

3.4.Validation du Cellware Hepia
La validation du Cellware Hepia par rapport a un instrument déja sur le marché (CellZscope) est trés
importante, afin d’obtenir des résultats similaires ou meilleurs. Un premier monitorage (N=1) en
parallele des deux instruments de mesure du TEER a été effectué sur des cellules MPK. Les cellules ont
été cultivées, ensemencées dans les mémes conditions. Le volume de milieu basolatéral et apical était
similaire ainsi que la fréquence des mesures. La figure 38 montre le monitorage des deux appareils.
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Figure 38 Monitorage du TEER sur une semaine (N=1) sur des cellules MPK avec Cellware Hepia et CellZscope ; Ligne rouge :
moyenne des cellules ensemencées et mesurées dans le CellZscope (n=3) ; Ligne noire : moyenne des cellules ensemencées et
mesurées dans le Cellware Hepia (n=3); Ensemencement 242’400 cellules/cm?

Les cellules cultivées dans le Cellware Hepia ont un retard sur la montée du TEER par rapport au
CellZscope. Les valeurs de TEER sont significativement moins élevées durant tout le monitorage. La
tendance est la méme dans les deux appareils mais avec une différence de TEER de I'ordre de 800 —
1000 Q*cm?. En termes de capacitance, les deux appareils sont significativement semblables.

Un deuxiéme monitorage (N=2) des cellules MPK sur les deux appareils en paralléle a été effectué,
toujours dans les mémes conditions afin de valider les résultats obtenus préalablement (Figure 38). Le
résultat est montré sur la figure 39.
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Figure 39 Monitorage du TEER sur une semaine (N=2) sur des cellules MPK avec Cellware Hepia et CellZscope ; Ligne rouge :
moyenne des cellules ensemencées et mesurées dans le CellZscope (n=3) ; Ligne noire : moyenne des cellules ensemencées et
mesurées dans le Cellware Hepia (n=3) ; Ensemencement 242°400 cellules/cm?

Les courbes, soit la formation de jonctions serrées entre les cultures cultivées dans le Cellware Hepia
ou dans le Cellware CellZscope sont semblablement similaires. Un léger décalage de la valeur de TEER
est observé durant phase montante. Le plateau atteint, soit la valeur maximale de TEER des cellules
est le méme dans les deux appareils. Les résultats obtenus pour le deuxieme monitorage sont meilleurs
que ceux obtenus pour le premier monitorage (Figure 38).

Cette constante différence entre les deux Cellware amene a dire que les cellules poussent moins bien
dans le Cellware Hepia. Afin de vérifier si les composants principaux de cet appareil ne présentaient
aucun danger pour les cellules, un test de biocompatibilité a été effectué. La colle EPO-TEK® et le scotch
467MP 200MP Adhesive ont été testé. La figure 40 présente la croissance cellulaire apres 4 jours de
croissance en présence des composants.

o e

Figure 40 Test de biocompatibilité sur les composants du Cellware Hepia (A) Croissance cellulaire sur la colle EPO-TEK® de
chez EPOXY TECHNOLOGY aprés 4 jours ; (B) Croissance cellulaire sur le scotch 3M 467MP 200MP Adhesive aprés 4 jours ;
(C) Croissance cellulaire contréle apres 4 jours ; Ensemencement 114'300 cellules/cm?; Echelle 75 um
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Les cellules incubées normalement sans composant (Figure 40C) forment une monocouche et il y a
peu de cellules mortes. Les cellules incubées avec les deux composants (Figure 40A et 40B) sont
similaires au contrdle et montrent une bonne croissance cellulaire, ainsi que peu de cellules mortes
comme le montre la figure 41. La constante diminution de la valeur du TEER du Cellware Hepia par
rapport au CellZscope (Figure 38) ne vient donc pas d’'un manque de biocompatibilité de ces deux
composants.

Calcéine lodure de propidium Hoechst

Controle

Colle EPO-
TEK

Scotch 3M

Figure 41 Test de viabilité sur les composants du Cellware Hepia : colle EPO-TEK® de chez EPOXY TECHNOLOGY et scotch 3M
467MP 200MP Adhesive apreés 4 jours ; Ensemencement 114'300 cellules/cm?; Echelle 75 um

Une méme question s’est posée sur les composants permettant la conductivité électrique, soit les plots
en inox reliant I'électrode du bas au circuit électrique et les connecteurs plaqués or. Ceux-ci ont été
placés un mois dans du milieu de culture a 37°C, 5% CO, sans agitation afin de voir I'influence de
I"humidité sur ces deux composants. La figure 42 montre le résultat apres un mois.

$ei

Figure 42 Résultats de I'incubation dans du milieu de culture de deux composants permettant la conductivité électrique : (A)
Plot neuf ; (B) Plot incubé dans le milieu ; (C) Connecteur plaqué or neuf ; (D) Connecteur plaqué or incubé dans le milieu

C D

Le plot en acier inoxydable ressort intact apres un mois de culture. Ce n’en est pas de méme pour le
connecteur plaqué or qui ressort tres oxydé du milieu de culture. Il a subit une dégradation importante.

La température peut aussi avoir un effet sur la mesure du TEER. Donc les appareils (Cellware Hepia et
CellZscope) ont été placés au réfrigérateur durant la nuit, ainsi que le PBS. Les appareils ont ensuite
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été placés dans I'incubateur a 37°C, 5% CO.. Les mesures ont été effectuées toutes les cing minutes et
une prise de température du liquide a été effectuée a chaque mesure. Le tout s’est effectué sans
cellules. La figure 43 démontre les résultats obtenus pour les deux différents appareils de monitorage.
Les deux appareils ont une capacité de 24 puits pouvant accueillir des inserts de 0.33 cm?.

Cellware Hepia 24 CellZscope 24

100%
RN
5% | N\C\
70% N N~
60% N T~

50% Npn
40%

30%
20%
10%

0% T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 25 5 75 10 125 15 17,5 20 22,5 25 275 30 32,5 35 37,5 40

Température [°C]

TEER [%]

Figure 43 Test de I'effet de la température sur la mesure du TEER dans les deux appareils (Cellware Hepia 24 et CellZscope
24. Les mesures de TEER se sont faites sur du PBS sans cellules.

L'influence de la température sur la valeur du TEER peut étre observée. La mesure du TEER sans cellules
diminue en fonction de I'augmentation de la température pour les trois appareils. Aux alentours de
37°C, le TEER est quasiment négligeable. Le TEER mesuré en présence d’une monocouche de cellules
est réellement la résistance de cette monocouche uniquement. Donc il n’y a aucune influence de
d’autres résistances.

Les figures 44 et 45 comparent 'augmentation de température en fonction du temps et la diminution
de TEER en fonction du temps pour le Cellware Hepia et pour le CellZscope.

® Temperature @ TEER
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Figure 44 Graphe d’inertie du Cellware Hepia : rapport de la température et du TEER en fonction du temps.
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Figure 45 Graphe d’inertie du CellZscope : rapport de la température et du TEER en fonction du temps.

L'inertie des deux appareils est différente. Le Cellware Hepia réagit plus rapidement aux changements
de température, alors que le CellZscope met plus de temps a se réchauffer.

Les électrodes sont absolument nécessaires pour mesurer une impédance. De ce fait, la distance entre
I’électrode supérieure et I'électrode inférieure ainsi que la surface de ces électrodes sont des
parametres qu’il faut vérifier et valider. Il faut ne pas omettre que les distances entre les électrodes
changent, mais d’un appareil a I'autre la position de I'insert n’est pas la méme aussi. La conformation
de la distance entre les électrodes et la membrane de l'insert est différente que la mesure se fasse
dans le CellZscope ou dans le Cellware Hepia comme le démontre la figure 46.

dl' . ,d 3 o Y= ~ £
ICE— 9.!5.3 oleleldlsls
8 116/8 1188 | l@ v@ Q/‘g. AAFAA AZICBLLL AL o)
d. el el el IR A VAT A dz' d

2

dy+d,=d=d, +d,

Figure 46 Schéma présentant la différence de conformation entre la distance des électrodes et la membrane de I'insert pour
le CellZscope (A) et pour le Cellware Hepia (B).

Une expérience consistant a mesurer la valeur du TEER avec ou sans cellules sur des distances entre
les électrodes variant de 6.5 mm a 5.9 mm a été établi. Sachant que la distance entre les électrodes
utilisées couramment sur le Cellware Hepia est de 6.5 cm tandis que celle du CellZscope est de 6 cm.
Les résultats sont présentés a la figure 47.
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Figure 47 Test des différentes distances entre les électrodes sur le Cellware Hepia; milieu et insert avec ou sans cellules. La
premiére colonne CZS est la mesure sur le CellZscope. Chaque distance a été mesurée a n=3; Les barres d’erreur sont les
écart-types.

Pour les mesures sans cellules, les résistances sont semblables que la distance entre les électrodes soit
a 6.5 mm ou 5.9 mm. La mesure effectuée par le CellZscope a un TEER un peu moins élevé. Alors que
pour les mesures en présence de cellules, les résistances changent. La mesure du CellZscope permet
une résistance plus élevée d’environ 1'500 Ohms*cm? que les mesures du Cellware Hepia. Le Cellware
qguant a lui, que la distance entre les électrodes soit de 6.5 mm ou de 6.1 mm, les résistances sont les
mémes. Par contre, lorsque la distance entre les électrodes est de 5.9 mm (position la plus proche avec
le matériel utilisé), une résistance trés faible de I'ordre de quelques dizaines de Ohms*cm? est
mesurée.

Afin de concevoir des plaques de culture les plus optimisées possible, les ingénieurs ont voulu rendre
le fond du puit transparent pour prendre des images. Mais il faut une surface d’électrode inférieure
assez grande pour mesurer une résistance. Les électrodes supérieures du Cellware Hepia et du
CellZscope mesurent 5.5 mm, respectivement 4.5 mm. Les La figure 48 montre les différents cas de

Diamétre du
e s | o | 7 [ s | 5 | w0 |
189 150 138 125 110

Surface
électrode [mm2] 135

Figure 48 Schéma présentant les différentes surfaces d’électrodes testées avec le diamétre du trou et la surface effective de

I’électrode inférieure.

figure.

Une variation de la surface de I’électrode inférieure entre 110 mm?et 180 mm? a été mesurée et les
variations de TEER sont visibles a la figure 49.
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Figure 49 Test des différentes tailles d’électrodes inférieures sur le Cellware Hepia; milieu et insert avec ou sans cellules. La
premiére colonne CZS est la mesure sur le CellZscope. Chaque surface a été mesurée a n=3 ; Les barres d’erreur sont les
écart-types.

Pour les mesures sans cellules, les résistances sont moindres et la plus faible est celle perforée avec un
trou de 7 mm. Le CellZscope (surface d’électrode inférieure de 134.8 cm?) obtient la méme résistance
que le Cellware Hepia perforé 8 8 mm (surface d’électrode inférieure de 134.4 cm?). Les résistances
sont quasiment semblables. Les mesures en présence de cellules démontrent que le CellZscope mesure
une résistance plus élevé pour le méme insert de l'ordre d’environ 1'500 Ohms*cm? pour une
électrode non perforée. L’électrode non perforée du Cellware Hepia mesure quant a lui, une résistance
plus élevé d’environ 500 Ohms*cm? qu’une électrode perforée. Puis peu importe que le trou fasse 7,
8, 9 ou 10 mm, la mesure de la résistance est quasiment semblable.

Une derniere expérience a été effectuée pour valider le Cellware Hepia. Durant une phase de
formation de la barriere, le CellZscope mesure toujours des valeurs de TEER plus élevée. Afin de savoir
s’il s’agit de I'appareil qui mesure une résistance plus haute ou simplement si c’est la biologie qui parle
d’elle-méme. Donc les inserts initialement cultivés dans le Cellware Hepia sont passés dans le Cellware
CellZscope et inversement pour confirmer valider I'appareil. La figure 50 présente les résultats.

M Cellware CellZscope @ Cellware hepia
2500

——

2000 l
1500

1000

TEER [Q.CM2]

500

TEER faible TEER élevé

Figure 50 Test d'inversion des inserts entre le Cellware Hepia et le Cellware CellZscope a des phases différentes de formation
de la barriere. Les moyennes sont effectuées sur 9 mesures (n=9). Les barres d’erreur sont les écart-types.
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Les résultats obtenus indiquent que les valeurs mesurées dans chaque Cellware sont similaires et donc

|"appareil n’est pas la raison d’une baisse de TEER. Que cela soit en début de formation des jonctions
serrées ou au milieu de celle-ci les appareils mesurent la méme chose.

3.5. Validation de Cellware Hepia avec fluidique
L'intégration de la fluidique sur le Cellware Hepia a été faite comme la figure 20 le présente. Dés lors
un monitorage a été effectué sur des cellules MPK ensemencées sous la membrane de l'insert pour

imiter les conditions physiologiques avec le flux passant a c6té d’elles comme présenté a la figure 51
ci-dessous.

VS VS

\J

Statique Débit 1 Débit 2

Figure 51 Schéma de I'expérience monitorée par le Cellware Hepia avec fluidique comprenant 3 conditions : des cellules
statiques ; des cellules sous un débit de milieu de 20 ul/min et des cellules sous un débit de milieu de 46 ul/min.

Trois conditions ont été testées soit une condition statique et deux conditions fluidiques avec deux
débits différents : 20 pl/min et 46 pl/min. La figure 52 montre le résultat du monitorage.
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Figure 52 Monitorage du TEER sur une semaine (N=1) sur des cellules MPK en présence de fluidique ; Ligne noire : moyenne
des cellules ensemencées sous la membrane de l'insert et cultivées sous conditions statiques (n=4) ; Ligne orange : moyenne
des cellules ensemencées sous la membrane de I'insert et cultivées sous conditions fluidique avec un débit de 20 ul/min (n=6) ;
Ligne verte : moyenne des cellules ensemencées sous la membrane de l'insert et cultivées sous conditions fluidique avec un

débit de 46 ul/min (n=6)
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Les trois conditions sont trés similaires. Une légere élévation de la valeur de TEER d’environ 500
Ohms*cm? est observée pour les cellules sous condition statique et les cellules en présence d’un débit
de 20 pl/min par rapport aux cellules en présence d’un débit de 46 pl/min. Le plateau atteint pour les
deux les deux conditions (sans fluidique et avec débit 20 pl/min) une valeur de TEER oscillant entre
4'500 et 5'000 Ohms*cm?. Alors que pour le débit de 46 pl/min, le plateau oscille entre 4'000 et 4'500
Ohms*cm?,

Une validation nécessite toujours plusieurs fois la méme expérience. De ce fait, un deuxieme
monitorage dans les mémes conditions (volume, débit, Cellware Hepia) sur les cellules MPK a été
effectué et le résultat est montré a la figure 53.

avgl - Statique [C1 C2 C3]

avg?2 - Fluidigue Débit 1 20 ul/min [B2 B3 B4]
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Figure 53 Monitorage du TEER sur une semaine (N=2) sur des cellules MPK en présence de fluidique ; Ligne noire : moyenne
des cellules ensemencées sous la membrane de l'insert et cultivées sous conditions statiques (n=3) ; Ligne orange : moyen des
cellules ensemencées sous la membrane de I'insert et cultivées sous conditions fluidique avec un débit de 20 ul/min (n=3);
Ligne verte : moyenne des cellules ensemencées sous la membrane de l'insert et cultivées sous conditions fluidique avec un
débit de 46 ul/min (n=3)

Les cellules atteignant les valeurs de TEER les plus élevées sont celles qui sont cultivées sous un flux de
20 pl/min. Les cellules ayant été en contact d’un flux de 46 pl/min sont tout au long de I'expérience a
une valeur de TEER moins élevée d’environ 1'000 Ohms*cm?2. Tandis que les cellules cultivées sous
condition statique ont leur valeur de TEER fluctuant entre les deux autres conditions. La figure 54
atteste de la viabilité des cellules par rapport a chaque condition.
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Calceine lodure de propidium Hoechst
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Figure 54 Test de viabilité sur les cellules cultivées avec le Cellware Hepia avec fluidique : Condition statique (A) Calcéine ; (B)
lodure de propidium ; (C) colorant Hoechst ; Condition fluidique débit 20 ul/min (D) Calcéine ; (E) lodure de propidium ; (F)
colorant Hoechst ; Condition fluidique débit 46 ul/min (G) Calcéine ; (H) lodure de propidium ; (1) colorant Hoechst ; Echelle 75
um

La viabilité des cellules en condition statique et sous un débit de 20 pl/min sont similaires. Le colorant
Hoechst est présent comme controle et permet de valider le résultat. Les cellules sous un débit de 46
pl/min ont un taux de mortalité légérement plus élevé et il est remarqué sous calcéine que les cellules
forment quelques amas.

3.6. Test de toxicité in vitro

Les tests de toxicité sont un exemple d’application des impédancemetres permettant le monitorage
en continu. En effet, I'influence d’une molécule cible sur la croissance des cellules ou sur une barriere
formée est tres intéressant afin de déterminer la toxicité d’un composé. Les modeles in vitro
permettent cette étude qui est trop difficile a faire in vivo et surtout dangereux. Le test consiste a
monitorer la montée du TEER des cellules MPK jusqu’a que la barriére soit formée soit un TEER de
6'000 Ohms*cm?. Puis I'ajout de mannitol a différentes concentrations s’est effectué dans le
compartiment inférieur soit celui qui équivaut au compartiment sanguin. L’effet d’une exposition de 2
heures de mannitol a différentes concentrations sur les cellules MPK est montré a la figure 55.
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Figure 55 Test de toxicité : monitorage du TEER sur des cellules MPK ensemencées a 178'600 cellules/cm? avec présence de
mannitol pendant 2 heures ; ligne orange a rond : aucunes cellules ensemencées (blanc) ; ligne noire : exposition a une
solution de mannitol 1 M; ligne orange : exposition a une solution de mannitol 750 mM ; ligne verte : exposition a une

solution de mannitol 500 mM; ligne violette : exposition a une solution de mannitol 100 mM; ligne brune : exposition a une

solution de mannitol 10 mM,; ligne cyan : exposition a une solution de mannitol 1 mM; ligne rose : exposition a une solution
de mannitol 100 uM; ligne jaune : exposition a une solution de mannitol 10 uM,; ligne noire a rond : aucune exposition a une
solution de mannitol (Contréle)

La montée du TEER se fait similairement pour la plupart des inserts. Quelques inserts contiennent des
cellules qui croissent plus vite. Au temps 120 heures de culture, le mannitol est mis en présence des
cellules. Il est remarqué que pour 3 concentrations (1 M, 750 mM et 500 mM), le TEER chute jusqu’a
atteindre quasiment 0 Ohms*cm?. Pour la concentration de 100 mM, le TEER descend jusqu’a 1'000
Ohms*cm?. Tandis que pour les autres concentrations de mannitol, les changements de valeurs de
TEER sont moindres voire nuls. Le controle permet de valider I'expérience. Les cellules ayant été
exposées a des concentrations élevées en mannitol voit leur valeur de TEER augmentée et dépassée
les valeurs des cellules ayant été exposées a de plus faibles concentrations.

Les valeurs de TEER de chaque concentration ont été normalisées afin d’obtenir des valeurs en
pourcentage de TEER. La normalisation permet de structurer les résultats et permet de comparer les
données avec d’autres manipulations. La figure 56 présente les données normalisées.
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Figure 56 Graphe avec données normalisées sur le test de toxicité du mannitol; T=0 Début d’exposition du mannitol sur les
cellules; T=+2 Fin d’exposition du mannitol sur les cellules; T=+24 24 heures aprés application du mannitol; T=+48 48 heures
apreés application du mannitol

Les données normalisées suivent la méme tendance que les données brutes. Il est constaté que pour
les concentrations élevées (1 M, 750 mM et 500 mM), un jour et demi apreés le début de I'exposition
au mannitol, les valeurs de TEER atteignent leur 100 % et le surpasse au bout de deux jours. Par contre
pour les concentrations plus faibles (en-dessous de 100 mM), le TEER augmente directement aprés
application du mannitol et décroit gentiment pour rester a des valeurs de 100 % aprés deux jours.
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4. Discussion

4.1. Caractérisation des cellules MPK

La caractérisation des cellules MPK a été faite initialement sur la valeur du TEER que peut atteindre
une barriére de cellules MPK. Les inserts permettent deux cas de figures pour I'ensemencement des
cellules : soit sur la membrane, soit sous la membrane. Comme attendu, les deux ensemencements
réveélent des comportements tres similaires des valeurs de TEER sur un monitorage de neuf jours. Une
tendance trés légeére a des valeurs plus élevées est observée pour les cellules sur la membrane. Le
plateau est atteint aprés 5 jours de culture par cette barriére et atteint les 4'000 — 4'500 Ohms*cm?.
Cependant, d’autres essais doivent étre effectués afin d’obtenir plus de précision et de diminuer
|’écart-type pour les cellules ensemencées sous la membrane. L'écart-type est aussi grand da a la faible
reproductibilité qu’apportent les cellules et a la sensibilité de celles-ci. Une barriére de cellules MPK
atteint des valeurs maximales en plateau de TEER de 5’500 Ohms*cm? aprés 5-6 jours de culture et un
ensemencement de 60'000 cellules/insert lorsqu’il s’agit de la culture sur une surface de 0.33 cm?. Une
publication a montré obtenir un TEER d’environ 5'400 Ohms*cm? avec un ensemencement de 100'000
cellules/insert et une incubation de 14 jours [33]. La taille de la surface de culture a une influence sur
la valeur de TEER. Effectivement, lorsqu’on cultive les cellules sur une surface de 1.12 cm?, les valeurs
de TEER atteignent des valeurs maximales en plateau de 7'000 Ohms*cm?. Il n’est pas logique que les
valeurs de TEER ne soit pas les mémes, car celles-ci sont normalisées par rapport a la surface. Plus la
taille de la barriére s’agrandit, plus la résistivité de celle-ci est élevée. Le marquage membranaire des
jonctions serrées ZO-1 permet de parler d’une barriére vu le nombre de jonctions serrées ayant été
marquées par fluorescence. Une barriére cellulaire, dans ce cas rénale, doit permettre une bonne
étanchéité pour ne pas laisser passer de molécule indésirable dans le rein. Le test de perméabilité
montre que les cellules ayant été ensemencées sur la membrane ont des coefficients de perméabilité
plus petits. La barriere est donc plus étanche pour ce cas. Dans cette configuration, le Jaune lucifer est
présent dans le compartiment urinaire. Dans la configuration contraire, les coefficients de perméabilité
sont plus élevés. L’absorption du composé dans le tube collecteur se fait plus rapidement que la
réabsorption du méme composé dans le sang.

Le TEER apparait une fois les cellules a 100% de confluence. Le nombre de cellules ensemencées sur la
membrane de l'insert joue un réle sur la vitesse de formation des jonctions serrées. Un trop grand
nombre de cellules initiales ne permettra pas a la barriére de se créer rapidement tout comme un
nombre de cellules initiales trop faible. S’il y a trop de cellules des débris cellulaires ne permettront
pas une couche cellulaire uniforme, tandis que s’il y en a trop peu les jonctions ne se forment pas. Une
publication [34] a démontré que pour des cellules endothéliales microvasculaires de cerveau humain,
un trop grand nombre de cellules ensemencées ne permet pas des hautes valeurs de TEER. Des cellules
ensemencées a plus de 100'000 cellules /cm? n’est pas optimal dans ce cas de figure. L'intervalle
optimal pour avoir une formation de la barriere rapide pour les cellules MPK est de 133'900 a 178'600
cellules /cm?. Apreés 6 jours de culture les cellules ensemencées entre 89'300 et 312'500 cellules /cm?
affiche sensiblement les mémes valeurs de TEER.

Le sérum de foetus bovin contenu dans le milieu de culture est un élément nécessaire a la bonne
croissance des cellules MPK. D’apres les résultats, il semble que la présence de sérum permette une
montée du TEER plus rapide. Néanmoins les cellules peuvent croitre sans sérum. Les inserts utilisés ne
sont pas les mémes entre les deux premiers monitorages (monitorage 1 : polycarbonate et monitorage
2 : polyester) et cela peut expliquer la différence entre les tendances. Le troisieme monitorage qui
utilise les mémes membranes que le deuxieme suit la méme tendance et montre un écart moins
important entre les deux conditions que le premier monitorage utilisant les membranes en
polycarbonate. Le sérum permet donc une montée de TEER plus rapide et la valeur de TEER en plateau
apreés 6 jours de culture est de 7'000 Ohms*cm? tandis que sans sérum elle atteint 5’800 Ohms*cm?2.
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Une étude [35] sur la différentiation avec du milieu sans sérum ou du milieu avec sérum sur des cellules
intestinales Caco-2 montrent que les résultats se rapprochent du troisieme monitorage. C'est-a-dire
gu’apres 15 et 21 jours de culture, ils obtiennent des valeurs de TEER plus élevées pour les milieux
avec sérum. Le type cellulaire n’étant pas le méme, il n’est pas possible de prétendre que les résultats
sont similaires mais ceux-ci suivent une méme tendance.

Les membranes des inserts en polyester par rapport aux membranes en polycarbonate permettent a
la barriere d’étre plus stable dans le temps. Les membranes sont disponibles avec la méme porosité
mais differe en terme de densité de pores. Les membranes en PC ont plus de pores et differe car
visiblement elles sont opaques. La montée de TEER est similaire sur les deux membranes. Les cellules
cultivées sur la membrane en polyester atteignent des valeurs de TEER d’environ 500 a 1'000
Ohms*cm? plus élevées que celles sur la membrane en polycarbonate. De plus, la barriére affiche une
plus grande stabilité dans le maintien de ces jonctions serrées pour la membrane en PET. Le plateau
est atteint aprés 5 jours de culture et a des valeurs de TEER de 6'600 Ohms*cm? (PET) et de 6’000
Ohms*cm? (PC). Une comparaison [36] de trois types de membranes différentes a montré que les
membranes en polyester (PET) obtiennent les mémes valeurs que les membranes en
polytetrafluoroéthyléne. Les deux membranes sont supérieurs en matiere de TEER aux membranes en
ester de cellulose. Par contre les cellules ne forment pas tout a fait une monocouche sur le
polytetrafluoroéthyléne, ce qui crée des fluctuations du TEER. Les membranes en PET, comme dans le
cas de ce projet sont les plus fiables et les plus utilisées. Elles permettent de par leur transparence de
faire de I'imagerie directement sur l'insert.

4.2. Fluidique

La fluidique apportée par la chambre supérieure n’a pas fonctionné. Il s’agit d’un circuit fluidique en
boucle fermée. Aprés 2 jours de culture sous flux, les cellules apparaissent arrondies caractéristique
de mauvaise adhésion a la membrane. La culture statique en paralléle montre que les cellules ont
adhérées a la membrane et ont une bonne croissance. Quand il n’y a aucun flux, les cellules proliferent
normalement. Lorsqu’elles sont mises en présence d’'un flux les cellules meurent. La diminution du
débit de milieu de culture apportée par la fluidique pourrait régler le probleme de la mauvaise
adhésion des cellules. Une autre approche serait de changer la maniére dont arrive le flux. Plutot qu’il
arrive verticalement sur les cellules, la voie horizontale serait privilégiée avec des débits faibles. Le flux
vertical ne permettant peut étre pas un flux laminaire, un flux turbulent décollerait les cellules de la
membrane. La physiologie du corps humain veut que la partie basolatérale des cellules rénales soit en
présence du flux sanguin. Pour des cellules ensemencées au-dessus de la membrane, le flux devrait
venir donc de la chambre inférieure pour se rapprocher au mieux des conditions in vivo. Le Cellware
Hepia avec fluidique permettra donc la fluidique venant par la chambre inférieure.

Sur une premiére version du Cellware Hepia sans impédance mais avec fluidique, la fluidique venant
par la chambre inférieure ne fonctionne pas correctement d a un probleme de montage. Comme
attendu les cellules ayant le flux depuis le compartiment sanguin, soit les cellules sur la membrane,
ont des valeurs de TEER plus élevées que si la configuration est inversée. Les forces de cisaillements
apportées par le flux permettent aux cellules de renforcer leur barriére. Des le jour 6, une fuite est
apparue et le constat voit les valeurs de TEER baissées pour les cellules avec et sans fluidique. Aprés le
jour 6, les cellules avec fluidique perdent leur valeur de TEER, tandis que les cellules sans fluidique
continuent a croitre. Leur rangée de puits n’était pas atteinte par la fuite. La fuite est due a un mauvais
collage des composants du Cellware Hepia. Il est tres difficile de rendre le systeme étanche. Dans cette
version uniquement le scotch double face a été utilisé. Pour les prochaines versions, le tour des puits
sera collé en plus d’étre plaqué avec le scotch. Maintenant, il est essayé de tout monter avec de la
colle et ne plus avoir de scotch. Les écart-types sont trés marqués pour certaines mesures. Cela réside
dans divers probléemes. Premiérement I'appareil de mesure donne des grandes fluctuations sur la
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méme mesure du fait que la distance entre les électrodes peut changer durant la mesure. Si I'électrode
est mal immergée la mesure est complétement faussée. Deuxiemement, les cellules sont stressées.
Pour faire les mesures, il est obligatoire de sortir la plaque de l'incubateur, se mettre sous le flux
laminaire, ouvrir la plaque et faire les mesures. Les cellules souffrent et les valeurs de TEER peuvent
vite fluctuer a cause de ce stress. De plus, entre chaque mesure, les électrodes sont rincées a |'eau,
puis a I’éthanol et encore une fois a I'eau. Un petit reste d’éthanol sur une électrode peut apporter
une grande fluctuation car il est toxique pour les cellules.

De maniére générale, les débits autorisés par les pompes utilisés sont trop élevé par rapport a la
situation jn vivo. Bakmand et al. ont développé un systeme de fluidique pour le monitorage et la culture
de coupes de cerveaux organotypiques [37] et le débit utilisé était de 0.6 pl/min. Les cellules n’ont pas
eu de problémes de croissance a un débit aussi faible. Nayalanda et al. ont fait des mesures sur une
barriere épithéliale pulmonaire afin d’étudier les lésions provoquées par la ventilation grace a un
systéme fluidique permettant des débits de 1 ul/min [38]. Les débits autorisés par les pompes utilisés
sont trop élevé par rapport a la situation in vivo. Des nouveaux types de pompes ou des moteurs avec
des puissances moindres sont prévoir en vue de diminuer les débits.

4.3.Validation du Cellware Hepia

L'appareil de référence utilisé durant ce projet est I'impédanceméetre nommé CellZscope [39]. Pour
valider un nouvel impédancemeétre, celui-ci doit obtenir des résultats au minimum équivalents a un
appareil déja sur le marché voire meilleurs. Le monitorage de la formation d’une barriére rénale avec
les cellules MPK a fonctionné avec le Cellware Hepia comme attendu. Les tendances sont similaires
mais les valeurs absolues peuvent différer jusqu’a 1'000 Ohms*cm? entre les deux appareils. Cette
différence peut venir du Cellware Hepia. S’agissant d’un appareil congu par les ingénieurs du
laboratoire, le Cellware Hepia est fabriqué avec des composants ayant la capacité d’optimiser un co(t
relativement bas de I'appareil et étant des matériaux plutot basiques. Mais la différence peut aussi
venir de la variabilité biologique des cellules. La piste du Cellware est privilégiée. Les composants de
celui-ci sont biocompatibles car les cellules n’ont aucun probléme de croissance en présence de ceux-
ci. Les plots en inox résiste tres bien a I’humidité et ne présente aucun signe de corrosion tandis que
les connecteurs plaqués or, eux sont oxydés et donc ne résiste pas tres bien a I’lhumidité. Sachant que
la corrosion est trés mauvaise pour le développement des cellules [40], cela pourrait devenir un
probléme pour des monitorages a tres longs termes. Une étude de biocompatibilité sur I'acier
inoxydable doit étre faite. Les électrodes sont en acier inoxydable et ne devrait présenter aucun danger
pour les cellules, mais il existe différents types d’inox suivant le domaine dans lequel on travaille. Les
biocompatibilités [41] sont différentes et dés que I'on travaille avec des cellules de I'acier inoxydable
médical devrait étre utilisé. Une validation doit pouvoir étre reproductible, c’est-a-dire qu’a chaque
mesure différente les résultats suivent la méme tendance. Une certaine variabilité biologique doit
cependant étre autorisée. Cependant, le TEER monte plus lentement dans le Cellware Hepia. Le
plateau est atteint aprés 6 jours de culture pour le CellZscope et 7 jours de culture pour le Cellware
Hepia. Mais cela ne pose pas de probléme, car pour comparer des valeurs les données sont
normalisées et les valeurs sont en pourcentage de TEER. La valeur absolue d’'une mesure de TEER
devient dans ce cas moins importante. Cette différence entre les deux appareils pourrait venir de la
distance entre les électrodes ou de la surface des électrodes.

Dans le Cellware Hepia, une variation de la surface de I'électrode inférieure a un effet négligeable sur
le TEER. Par contre le CellZscope qui a une électrode plus petite a un TEER plus élevé. La cause de cette
différence est donc a chercher ailleurs et pourrait étre la distance entre les électrodes. La conception
d’un Cellware avec des puits transparents seraient permettrait de faire de I'imagerie directement dans
cet appareil.
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Les conformations d’appareil ont une influence sur la mesure du TEER. Le CellZscope et le Cellware
Hepia ont une distance entre les deux électrodes similaires. Par contre les distances a la membrane
different. Pour un TEER faible, cette différence peut étre observée mais quand le TEER est élevé, cette
différence est négligeable. Il semblerait qu’une distance trop faible entre I'électrode supérieure et les
cellules détruise la barriére. La conformation des distances entre les électrodes pourrait expliquer
cette différence.

La température a une influence sur la mesure du TEER sans cellules. La température optimale pour la
culture cellulaire est de 37°C. Une variation de température peut vite induire une déstabilisation, un
stress sur les cellules [42]. Un stress varie fortement les valeurs de TEER mesurées. La température du
liquide a l'intérieur de chaque appareil est trés importante. C'est a 37°C que l'influence de la
température sur la mesure du TEER et la plus faible. L'inertie est trés différente entre les deux
appareils. Le CellZscope a une inertie beaucoup plus grande, c’est-a-dire qu’il mettra beaucoup plus
de temps a se chauffer ou se refroidir que le Cellware Hepia. Le Cellware Hepia plus sensible aux
changements de température. Cette différence d’inertie est due a la conception de chaque appareil.
Le CellZscope est imposant, lourd et fait de partie métallique. Le Cellware Hepia, lui est léger, assez
petit et composé en grande partie de matériau non-métallique. Lorsqu’on manipule I'un ou l'autre
appareil hors de I'incubateur en présence de cellules, les manipulations doivent étre rapides. Il faut
minimiser les changements de température. Il faut toujours préchauffer I'appareil avant d’y mettre
des cellules en culture. C'est pourquoi l'intégration de la fluidique pour changer le milieu de culture ou
ajouter une molécule peut s’avérer tres utile car I'appareil resterait dans I'incubateur a la bonne
température. Avec les cellules, la méme expérience est trés compliquée. A 4°C, les cellules sont
stressées et le TEER aura une valeur faible non pas par la mesure mais pas la biologie.

4.4.Validation de Cellware Hepia avec fluidique
D’un point de vue technique, le Cellware Hepia avec fluidique a permis de monitorer des cellules MPK
en présence d’un flux sur le long terme.

D’un point de vue biologique, le flux fait varier la valeur de TEER des cellules. Les forces de cisaillement
qui sont créées par le flux sanguin permettent le renforcement de la barriere [43]. Le débit est un
parametre tres important qui peut avoir des effets contraires suivant la puissance de celui-ci. Il peut
de plus permettre une sélectivité différente de certaines protéines, soit un transport favorisé ou
défavorisé [44]. Le Cellware Hepia avec fluidique est donc testé avec deux débits différents, soit 20
pl/min et 46 pl/min. La littérature ne définit pas de débits précis pour chaque type cellulaire. Plusieurs
débits sont utilisés selon les organes mais il s’agit d’expériences [45-46]. Des résultats différents ne
permettent pas de prouver qu’un flux de 20 pl/min permet des valeurs de TEER plus élevées qu’une
culture sans fluidique. Ces différences peuvent étre soit grace au flux soit a cause de la variabilité
biologique. Un débit de 46 ul/min empéche les cellules de croitre correctement. Des valeurs de TEER
moins élevées de 500 Ohms*cm? sont mesurées. Le plateau est atteint aprés 4 jours de culture pour
chaque condition. D’autres mesures doivent étre effectuées pour obtenir une certaine
reproductibilité, une tendance malgré la variabilité biologique.

Avec un débit de 46 pl/min, les cellules ont tendance a former des petits amas ce qui peut expliquer
une barriére moins robuste. Le flux crée trop de forces de cisaillement et celles-ci font souffrir les
cellules qui s’Tamassent en boule. Un débit de 20 pl/min n’a aucune influence négative en termes de
viabilité.

Finalement, il suffit de trouver le flux optimal pour un type de cellules car la mesure du TEER en elle-
méme n’est pas influencée par la fluidique.
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4.5. Test de toxicité in vitro

Le mannitol est toxique pour les cellules a des concentrations de 1 M, 750 mM et 500 mM. Les tests
de toxicité déterminent si un composé est inoffensif, toxique ou Iétal pour un certain type de cellules
et le TEER permet de juger de I'état de santé des cellules [47]. Le mannitol est utilisé pour traiter des
cas d’insuffisance rénale oligurique. Cependant Dorman et al. [48] ont démontré que le mannitol
pouvait induire des insuffisances rénales aigues chez les patients. Les mesures de controle étaient le
taux de créatinine dans le sérum et I'osmolarité dans le sérum. En comparant aux résultats obtenus
dans le cas de ce projet, les trois concentrations les plus élevées (1 M, 750 mM et 500 mM) créent une
ouverture de la barriere et donc les jonctions serrées se cassent et la valeur de TEER chute. Cette
ouverture transitoire de la barriere montre que le composé est toxique mais n’est pas létal car les
jonctions serrées peuvent se reformer. Une concentration de 100 mM résulte en une ouverture
partielle de la barriere mais celle-ci se reforme. Cela confirme les études pharmacologiques qui
utilisent le mannitol pour faire pénétrer des médicaments (qui normalement ne passe pas) a travers
les barriéres. Cette concentration permet une ouverture de trés courte durée de la barriére car 5
heures aprés |'application du mannitol la barriere est reformée. Les concentrations de mannitol en-
dessous de 100 mM n’ont aucun effet négatif sur les cellules. Au contraire, une fois en présence du
mannitol la barriere contient plus de jonctions serrées. Les valeurs de TEER augmentent jusqu’a la fin
de I'exposition au mannitol puis diminue gentiment pour atteindre le 100 % initial. L'étape suivante
serait d’incorporer la fluidique aux tests de toxicité et voir I'influence qu’a celles-ci sur le TEER.
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5. Conclusion et perspectives

En conclusion, Le Cellware Hepia sans fluidique est validé biologiquement, car il permet de cultiver des
cellules en mesurant I'impédance en continue. L'intégration de la fluidique dans la chambre inférieur
a fonctionné et a permis de mettre les cellules en présence d’un flux et d’en mesurer impédance sur
un long terme. Cependant, la montée du TEER dans les deux appareils n’est pas identique dans le
temps et en valeurs maximales. Cela n’est pas un probléme pour les biologistes car les résultats sont
souvent exprimés en pourcentage de TEER (données normalisées) pour éliminer cette fluctuation
biologique entre les échantillons.

Pour le Cellware Hepia avec fluidique, la fluidique dans la chambre inférieure a fonctionné et le
monitorage a pu étre fait. Mais la biologie des cellules dans le flux doit étre optimisée. Cela implique
une modification des pompes utilisées pour avoir des débits plus faibles. Le montage du Cellware Hepia
est a optimiser. Aucune fuite ne devrait apparaitre par la suite. La conformation de la distance
électrode-membrane de l'insert est a étudier plus profondément et a optimiser pour obtenir des
valeurs plus stables et meilleures que le CellZscope.

Une fois que le Cellware aura pu étre totalement validé, la partie électronique (Hardware Hepia)
(Annexe 8.11) devra aussi étre validée en faisant des mesures avec le Cellware Hepia et le Cellware
CellZscope, mais cette fois-ci I'électronique développée par les ingénieurs du laboratoire. Des
comparaisons entre les deux électroniques sur le méme Cellware devront aussi étre effectuées et
I"appareil complet devra obtenir pour un monitorage sur les mémes cellules des valeurs de TEER égales
ou meilleures que celles obtenues par le CellZscope.

La mesure de la bioimpédance de barriere en continue permet de réaliser des études in vitro sur la
toxicologie de composés. Dans le cas du mannitol, il serait intéressant de voir si celui-ci permet une
augmentation du TEER a des concentrations plus faible que 100 mM en laissant les cellules en présence
du mannitol plus que 2 heures. Des études de toxicologie en présence d’un flux permettront donc de
se rapprocher encore plus de la situation in vivo et I'évolution de la pharmacocinétique des
médicaments.

La validation a été faite sur des cellules MPK car elles sont biologiquement plus facile a cultiver et
présente un TEER élevé. Maintenant il faut confirmer avec un autre modeéle cellulaire comme la BHE,
qui a un intérét plus grand pour les biologistes mais qui est plus complexe a cultiver et a avoir un TEER
correct. Les mesures et monitorages de TEER sur d’autres barrieres comme la barriére hémato-
encéphalique, I'une des plus importantes du corps humain fait aussi partie de la suite des expériences.
La fluidique sur cette barriére est trés importante pour voir la réaction de celle-ci en matiére de TEER.
La BHE doit étre tres sélective quant a ce qu’elle laisse passer dans le cerveau. Un modele in vitro de
barriere hémato-encéphalique ayant un TEER élevé serait une avancée pour la technologie.
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8. Annexes

8.1. Matériel et protocole du comptage de cellules

- Luna Automated Cell Counter

- Luna Cell Counting Slides (Logos biosystems, ref# L12001)
- Trypan Blue Stain (0.4%) (Gibco, ref# 15250-061).

Prendre 10 pl de suspension de cellules a compter

Ajouter le méme volume de Trypan Blue Stain,

Transférer 10 pl du mélange dans la chambre de comptage

Insérer la chambre de comptage dans le Luna Automated Cell Counter.
Appuyer sur le bouton “Count”

O O O O O

8.2. Lignée cellulaire Cellule MPK

Milieu de culture
Composition du milieu :

DMEM-F12 avec Rouge de phénol-GlutaMAX (Gibco, # 31331) gardé a 4°C.
Insuline (Sigma, # 1-1882) stock a 10 mg/ml

- Dissoudre 100 mg dans 9.9 ml SFW + 0.1 ml acide acétique, gardé & 4°C
Dexamethasone (Sigma, # D-8893) stock a 6.25 mM

- Dissoudre 1 mg dans 2.5 ml Ethanol 95 %, gardé a 4°C.

Selenium (Sigma # S-9133) stock a 6 mM

- Dissoudre 1 mg dans 10 ml SFW, gardé a 4°C.

Transferrine (Sigma, # T-1428) stock a 5 mg/ml

- Dissoudre 100 mg dans 20 ml SFW, aliquoter 500 pl/tube and gardé a -20°C.
Triiodothyronine (Sigma, # T-5516) stock a 100 uM

- Dissoudre 1 mg dans 14.925 ml Ethanol 95 %, gardé a 4°C.

Mouse Endothelial Growth Factor (Sigma, # E-4127) stock a 10 pg/ml
- Dissoudre 100 pg dans 1 ml SFW, gardé a -20°C.

Pénicilline / Streptomycine

Sérum foetal de veau décomplémenté gardé ¢ -20°C.

Préparation du milieu

Tableau 3 Compositions du milieu de culture pour

Milieu
Product MPK+MCCD Concentration Concentration sans
initiale (stock) finale J
sérum
DMEM-F12 500 ml 500ml
Insuline
250 ul 10 mg/ml 5 pg/ml
Dexamethasone
4 ul 6.25 mM 50 nM
6 mM
Sélénium 5ul 60 nM 5 ul
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Transferrine
500 pl 5 mg/ml 5 ug/ml 500 pl
Triiodothyronine
5ul 100 uM 1nM
Mouse EGF
250 pl 10 pg/ml 5 ng/ml
Pénicilline / Streptomycine 5ml 100U
Sérulm foetall de velau 10 ml 100% 2%
décomplémenté

Décongélation des cellules

O O O O

O O O O

Allumer le bain marie a 37°C

Sortir I'ampoule de cellules de 1ml de I'azote

La tremper dans le bain marie jusqu’a ce qu’il reste un petit glacon

Aspirer et refouler avec une pipette P1000 pour faire fondre le glacon et homogénéiser les
cellules

Repartir les 1 ml dans le récipient de culture

Ajouter le volume adéquat de milieu MPK selon le flasque

Mélanger le récipient en formant des 8

Incuber a 37°C 5% CO;

Passage des cellules

Bl

0.05% Trypsine-EDTA (Gibco, # 25300-054) gardé a 4°C
Versene Solution: (PBS 0.02% EDTA (m/v)) gardé a RT
DPBS (1X) sans Ca%* et Mg?* (Gibco, # 10010-015) gardé a RT

Enlever le milieu du récipient de culture

Laver une fois avec DPBS sans Ca?* et Mg**

Aspirer le DPBS (1X) sans Ca®* et Mg?*

Ajouter le volume de Versene pour: T25 Iml; T752ml; T125 3ml
Incuber a 37 °C pendant 40-45 min

Ajouter le volume de 0.05% Trypsine-EDTA pour: T251ml; T752ml; T125 3ml
Incuber 5 mina 37 °C

Ajouter le volume de milieu MPK pour: T251ml; T752ml; T125 3ml
Pipeter up/down pour dissocier les cellules

Transférer les cellules dans un tube Falcon 50ml avec ~ le volume de milieu MPK pour:

T251ml; T752ml; T125 3ml

60

HES-SO Valais-Wallis - rte du Rawyl 47 « C.P. + 1950 Sion 2
+41 27 606 85 23 « hei@hevs.ch « www.hevs.ch




Jérémy Bosson 19.08.2016

o Centrifuger pendant 5 min a 1’200 rpm

o Enlever le surnageant

o Resuspendre dans le volume souhaité de milieu MPK

o Compter les cellules

o Ensemencer les cellules dans un nouveau récipient de culture

o Densité : 400'000 — 500'000 cellules pour une T75 ; 200'000 cellules pour un insert 1.12 cm?

8.3. Matériel et protocole pour la préparation du tampon Ringer HEPES
Le tampon Ringer HEPES ou RH est utilisé pour les tests de perméabilité de la barriére
hématoencéphalique, car il est mieux supporté par les cellules que le PBS.

Il n’est pas disponible dans le commerce et doit donc étre fait maison.

Il faut préparer au minimum 1 litre, sinon les quantités a peser deviennent trop petites pour certains
composeés.

Composition pour 1 litre :

Tableau 4 Composition tampon Ringer HEPES

NacCl 88¢g
KCl 0.387 g
CaCl2 0.244 g
MgCI2 ; 6H20 0.0406 g
NaHCO3 0.504 g
HEPES 1.19g
Glucose 0.504 g

Marche a suivre :

o Peser tous les composants.

o Les ajouter et les dissoudre dans de I’eau stérile. (WFI for Cell Culture, USP : GIBCO A12873,
normalement n’importe quelle autre eau stérile pour culture cellulaire fait I'affaire)

o Ajuster le pHa 7.4 a l'aide du pH métre.

o Compléter le volume a 1 litre.

o Filtrer avec une unité de filtration avec des pores de 0,22 pum.

8.4. Protocole de test de perméabilité par transport de Lucifer Yellow

Pour déterminer si la barriere hémato-encéphalique est correctement établie, on peut mesurer la
perméabilité de cette derniere.

Pour ce faire, on utilise un composé fluorescent qui n’est pas métabolisé par les cellules (Lucifer Yellow)
et dont on va mesurer la quantité qui traverse la monocouche de cellules endothéliales.

La manipulation consiste donc a transférer les inserts de la coculture avec les cellules endos dans des
plagues receveuses contenant un tampon Ringer HEPES (voir protocole correspondant pour la

61

E HES-SO Valais-Wallis - rte du Rawyl 47 « C.P. + 1950 Sion 2
+41 27 606 85 23 « hei@hevs.ch » www.hevs.ch



7 VALAIS
Hes-so/// wiis Jérémy Bosson 19.08.2016
préparation du tampon), puis d’ajouter au-dessus de l'insert une certaine concentration de Lucifer
Yellow dilué dans ce méme tampon.

On laisse ensuite le tout diffuser pendant 1h a l'incubateur, puis on mesure la quantité de Lucifer
Yellow qui a traversé la barriere. Ce qui nous permettra de calculer via une feuille Excel la perméabilité
et donc la bonne forme de la barriere.

Matériel :

-Plaque receveuse (autant qu’il y a d’inserts)

-Plague 12 ou 24 puits pour recevoir le contenu de l'insert a la fin du transport

-Tampon Ringer HEPES (1,5m/ par puit de la plaque receveuse + 0,5ml par insert pour la dilution du
Lucifer Yellow)

-Lucifer Yellow 10mM Sigma- Aldrich L0259

-Plaque 96 puits pour les mesures a la Flexstation 3 (Molecular Device)

-Milieu de culture EGM-2 a 2% de FBS pour changer les milieu apres le transport

Précisions :
Il faut impérativement avoir changé le milieu des cocultures 1 jour avant I'expérience de transport.

Le transport doit durer exactement 1h. On manipule donc les inserts par triplicats et le chrono doit
démarrer apres chaque transfert de Triplicat. Un triplicat est égal a une condition.

Il est préférable de noter sur chaque plaques quelles conditions vont a quelle place, afin d’éviter de se
tromper et de mélanger les inserts.

Lors du transfert, les inserts doivent étre manipulés tres délicatement. Ceci est également le cas pour
la boite receveuse une fois le transport lancé. Cela afin d’éviter les mouvements de liquides qui
augmenteraient ou diminueraient la pression au-dessus ou au-dessous de I'insert, modifiant ainsi le
taux de passage du Lucifer Yellow a travers la barriere et donnant ainsi une valeur de perméabilité
faussée.

Le Lucifer Yellow est sensible a la lumiére. La préparation de ce dernier, ainsi que le transport en lui-
méme doit s’effectuer avec la lumiére de la hotte éteinte. De plus, une fois le transport terminé, il faut
protéger les boites receveuse de la lumiere en les enroulant dans des feuilles d’aluminium.

Le transport peut étre effectué plusieurs fois sur les mémes cocultures. |l suffit de travailler en milieu
stérile et de changer le milieu une fois I'expérience terminée.

Le plus simple est de changer le milieu lundi et de faire le transport le mardi, puis de rechanger le
milieu le jeudi et refaire le transport le vendredi, ce qui permet d’effectuer 2 transports par semaines
en laissant assez de temps entre 2 expériences pour voir une différence. Mais libre a vous de faire
comme cela vous arrange.

Le premier test de transport doit en général étre fait 4-5 jours apres la mise en coculture. Avant, la
barriére n’est pas toujours bien établie. Et on peut continuer les transports jusqu’a 18-22 jours, voire
plus aprées la mise en coculture si on veut vraiment avoir une vue compléete de I'évolution de la barriéere.
Sachant qu’en reégle générale, cette derniére perd ses propriétés autour de 12 jours de coculture.

Le transport prend en générale toute une matinée ou toute une aprés-midi. Entre la préparation des
boites, le transport en lui-méme, les mesures a la Flexstation et les calculs des perméabilités, on arrive
vite a une demi-journée de travail. Sachant qu’il y a un peu moins d’une heure de battement pendant
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que le transport a lieu, ce qui laisse le temps pour effectuer d’autres taches. En tous les cas cette
expérience prend du temps et nécessite d’étre bien organisé.

Marche a suivre :

Mettre a chauffer le milieu EGM-2 a 2% de FBS (ou un autre milieu selon les conditions de la
coculture)

1. Préparer les boites receveuse :

Remplir autant de puits de la plaque receveuse qu’il y a d’inserts en coculture. Avec
exactement 1,5ml de Ringer HEPES dans chaque puits. (Le volume doit étre tres précis. Il faut
donc remplir les puits avec la P1000.)

Noter sur la boite receveuse les futures positions des inserts pour le transport.

Placer la ou les boites receveuses a I'incubateur pour chauffer le tampon.

2. Préparerle Lucifer Yellow :

Diluer a 1/200, dans du Ringer HEPES, la solution de Lucifer Yellow 10mM, dans un tube.
(Etape a faire avec la lumiére éteinte.)

Il faut 0,5ml de Lucifer Yellow dilué pour chaque insert et il faut en préparer un peu plus, afin
d’avoir la concentration initiale de Lucifer Yellow (T0) essentielle pour les calculs de
perméabilité. (Le volume doit étre tres précis. Il faut donc remplir le tube avec la P1000.)
Mettre le Lucifer Yellow a chauffer au bain marie.

Attendre que les plaques receveuses et le Lucifer Yellow soient chaudes. (30 minutes
environ)

Une fois ces derniers a bonne température, sortir les plaques de cocultures, ainsi que les
plaques receveuses de I'incubateur et les placer cOte a cOte sous la hotte.

Eteindre la lumiéere sous la hotte.

Sortir le Lucifer Yellow du bain marie et le mettre sous la hotte.

Le transport est prét a étre lancé.

3. Transfert des inserts dans les plagues receveuses :

Bl

Les cocultures étant en triplicats, on manipule les inserts 3 par trois. (Pas les 3 en méme
temps évidemment.)

Prendre I'insert avec une pince.

Le retourner pour vider son contenu dans son propre puits en veillant a bien faire tomber la
derniere goutte.

Le placer délicatement, sans a-coup dans le puits correspondant de la plaque receveuse.
Faire de méme pour les 2 autres inserts du triplicat.

Une fois le Triplicat transféré dans la plaque receveuse, ajouter trés doucement exactement
500ul de Lucifer Yellow dans chacun des 3 inserts, afin de ne pas créer une surpression qui
ferais traverser artificiellement plus de Lucifer Yellow, faussant ainsi les résultats.

Une fois le Lucifer Yellow ajouté au troisieme insert du Triplicat, le chrono peut étre démarré.
L'opération est répétée autant de fois qu’il y a de Triplicat et chaque fois qu’on termine de
transférer le triplicat, on relance le chrono, si on a un chrono qui compte les tours, ou on
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note simplement le temps auquel il a été transféré. Ceci permet a toutes les conditions
d’avoir le méme temps de transport.

Une fois tous les inserts transférés, placer le plus délicatement possible la boite receveuse a
I'incubateur. En effet, une fois le Lucifer Yellow ajouté, il faut éviter au maximum les
mouvements de liquides qui pourraient créer une pression qui pousseraient le Lucifer Yellow
a travers la barriere plus fortement que normalement ou au contraire le freineraient dans sa
course.

Changer le milieu des fonds de puits des cocultures.

Attendre 1h. (Depuis le transfert du premier Triplicat)

Mettre le milieu EGM-2 a 2% de FBS a chauffer.

4. Préparation de la fin du Transport :

O O O O O

O

Pour gagner du temps, environ 10 minutes avant la fin du transport, préparer la Flexstation
pour les mesures.

Allumer I'ordinateur a coté de la Flexstation et la Flexstation.

Ouvrir le programme SoftMaxPro.

Cliquer sur settings dans la « Plate#1 ».

Cocher « Read from bottom »

Cliquer sur « Wavelengths » et changer la longueur d’onde d’excitation a 430 et d’émission a
535 qui correspondent aux longueurs d’ondes du Lucifer Yellow.

Le programme est prét a lire la plaque.

Préparer déja la plaque de lecture 96 puits en notant I'emplacement des différentes
conditions.

Préparer une plaque pour recevoir le contenu des inserts en notant ou vont les différentes
conditions. En temps normal on utilise des 12 puits, mais lorsqu’il y a beaucoup de puits, une
plaque 24 puits fait tres bien I'affaire et permet d’économiser les plaques 12 puits.

Deux minutes avant la fin du chrono, placer déja les plaques sous la hotte, lumiere éteinte.
(Plaque receveuse du contenu des inserts, plaque de transport et plaque de coculture) En
manipulant trés délicatement la plaque de transport.

Sortir du bain-marie le milieu EGM-2 a 2% de FBS.

5. Stopper le transport :

O O O O O O

Bl

Comme le démarrage du transport a eu lieu de maniére décalée pour les triplicats, la fin de
ce dernier a aussi lieu de maniére décalée.

Dés que les 60 minutes sont atteintes, stopper le transport en transférant a nouveau un a un
les inserts du premier triplicat dans la boite de coculture, en récupérant au passage le
contenu de ces inserts dans une plaque receveuse.

Prendre I'insert avec une pince.

Le retirer délicatement, en un seul mouvement fluide sans a-coups.

Vider le contenu de ce dernier dans la plaque receveuse 12 ou 24 puits.

Replacer I'insert dans la plaque de coculture a sa position d’origine.

Effectuer la méme manipulation pour les 2 inserts restant du triplicat.

Une fois fait, attendre que les 60 minutes se soient écoulées pour le triplicat suivant et
répéter I'opération.
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Recommencer jusqu’a ce que tous les triplicats aient été remis en coculture et que tous les
contenus des inserts aient été récupérés.

Entourer les boites receveuses (1 contenant les fonds de puits du transport et 1 avec le
contenu des inserts) avec de I'aluminium pour les protéger de la lumiére jusqu’au moment de
mesurer leur contenu.

Si ce n’est pas déja fait, remettre du milieu EGM-2 dans les inserts remis en coculture.
Ajouter 10ul de FGF dans chaque insert.

Replacer les cultures a I'incubateur.

Le transport est fini, il n’y a plus qu’a mesurer les quantités de Lucifer Yellow.

6. Mesurer le contenu des boites receveuses :

O O O O

Prendre la plaque 96 puits déja préparée auparavant.

Les puits de cette derniere doivent étre remplis avec 200ul de solution.

Le contenu des inserts est beaucoup plus concentré en Lucifer Yellow que le contenu des
fonds de puits. La concentration de ce dernier est trop forte pour étre correctement détecté
par la Flexstation. Il faut donc diluer le Lucifer Yellow provenant du dessus des inserts avec le
tampon Ringer HEPES, afin que la machine puisse le mesurer correctement.

Commencer par la boite receveuse qui contient la solution de Lucifer Yellow qui était au-
dessus des inserts.

Prendre 20ul de chaque puits et les placer dans les puits correspondant de la plaque 96 puits.
Changer de pointe pour chaque Triplicat.

Ne pas oublier le TO qui est la concentration initiale de la solution de Lucifer Yellow. (= La
solution de base que I’on a fait en plus et mise de cété jusqu’a maintenant.)

Mettre 3 fois 20ul du TO dans 3 puits de la plaque 96 puits, pour faire un Triplicat.

Ajouter 180ul de Ringer HEPES a tous les puits qui contiennent les 20ul de solution pour les
diluer.

Passer a la plaque qui contient la solution de Lucifer Yellow qui était en fond de puits, en
dessous des inserts. (Ce qui correspond a la quantité de Lucifer Yellow qui a traversé la
barriere qui nous permettra de calculer la perméabilité de cette derniere.)

Prendre 200ul de chaque puits et les placer dans les puits correspondant de la plaque 96
puits.

Changer de pointe pour chaque Triplicat.

Une fois tous les triplicats échantillonnés, il n’y a plus qu’a mesurer la plaque.

Placer la Plaque 96 puits dans le tiroir de lecture de la Flexstation.

Appuyer sur « Read » dans Soft Max Pro pour lire la plaque selon le programme déja préparé
a I'avance (430nm/535nm, excitation/emission).

Transférer les résultats sur Excel et ou les imprimer.

Reste a calculer les valeurs de perméabilité.

8.5. Feuille Excel pour le calcul des coefficients de perméabilite
Le schéma de la feuille Excel utilisée afin de calculer les coefficients de perméabilité est présenté
dans la figure 57.

Bl
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Do not change theses cells

Luminal compartiment (TOP) Abluminal compartment = BOTTOM | TO COMPLETE OR TO CHANGE
Surface of the Ratio Total Ratio Total
fitre: (e total volume | Counted volume| Volume / .| Counted | Volume/
(ml) ({1} counted total valume: (mi} volume (plj | counted 1.13cm2 for Ewe‘i 0.33cm2 for
Volume Volume e
033 02 20 10 08 200 4
Filter Alone (Control without cells) = TOP .
CHAMBER Fitter Alone (Contrel without cells) = BOTTOM CHAMBER)
Mass
RFU Amout RFU Amount | Clearance balance cd
(%)
Replicat 1 61867 15188.7 Replicat 1 T0.829) 2833 33 88.3 86180.42
Replicat 2 603272) 16032.7 Replicat 2 27E74)  110.3 1.3 921 87045.52
Replicat 3 1B0E121] 16061.2 Replicat 3 77 1108 1.3 923 87042.32
Replicat 4 Replicat 4
Replicat 5 Replicat 5
Replicat 6 Replicat &
average 1576.1 15760.9 average 420 168.2 1.9 | Average 90.9 B86756.1
S0 49.6 485.7 S0 249 899.7 1.1 SD 23 498.5

If less replicat than &, clear the cells

Stock solution

of Lucifer Yellow

for Normalization: (TO)

If less replicat than &, clear the cells

Pe

Ps

Mass Balance needs to be close to 100%

RFU at 0 min | Amout
Replicat 1 1751.9 17519.4
Replicat 2
Replicat 3
Replicat 4
Replicat 5
Replicat 6
Average 1751.9 17519.4 [
S0 #DVID #DIVI0!
e o Samples o test: BOTTOM: Fiter With celle
Compartment)
Mass
RFU Amout RFU Amount | Forie | Clearance balance | Cd
slope (un (%)
Sample 1 1551557 Sample 1 18,974 79 0.0 08 89.0 87217.52
Sample 2 1453 096 Sample 2 19104 764 0.0 09 834 8721452
Sample 3 1519264 151926 Sample 3 236 544 0.0 11 873 871248
Sample 4 Sample 4
Sample 5
Sample 6 0.0 Sample 6 0.0 87597
Sample 7 0.0 Sample 7 0.0 87597
Sample § Sample §
Sample 9 Sample 9
Sample 10 Sample 10
Sample 11 Sample 11
Sample 12 Sample 12
average 1508.0 15079.7 Average 206 82.3 0.9 | Average 86.5 B87185.7
SD 50.2 82671 5D 26 106 0.1 5D 474 2283
n of replicat= 3
Pe Calculation Clearance {used for the Graphic values)
PSf (uLimin} (uLP}.E:ntm} Ze’_r(;(nl‘?l\ Sampling | Time (min} |Fiter alone| SD Fiter | Samples |SD sample
Pente 0.13 0.08 0.37 1 0 0 0 0 0
1/Pente 1774 15.80 2 15 18 1.1 0.9 01
30 0.60 0.00
Corr.factor. 1.00 0.48 3 45 0.60 0.00
P51 should be around 3.4 (if no empty fitter in the 4 60 0.70 0.00
experiment, put 3.5. Clearance is usualy measure for 60min
Psf Pe (x10-3
Pst (uLimin) (uL/min) 1/Psf Pse cmimin) |
Sample 1 0.06 0.13 7.4 0.11 032
Sample 2 0.06 0.13 774 0.11 0.32
Sample 3 0.07 0.13 T4 0.18 0.50
Sample 4
Sample 5
Sample 6
Sample 7
Sample §
Sample 9
Sample 10
Sample 11
Sample 12
Average 0.38
SO 0.10
cwv 27%
SEM 0.06

Figure 57 Feuille Excel ayant permis les calculs des coefficients de perméabilité

19.08.2016

endothelial Permeability

coefficient cmimin
permeability X surface
area
pl'min
endothelial
test
fitter

1/PSe = 1/PSt -1/PSF

8.6. Matériels et protocole d’immuno marquage (un tampon seulement)
Cellules et matériel :

Tampon de dilution et de blocage:

Cellules MPK ensemencé sur des plaques 96 puits (Costar 3603) (50'000 cellules par puit)
2% paraformaldéhyde (PFA) dilué dans du PBS
Hoescht Dye (Invitrogen, #H3570)

5% sérum de chévre, 1% BSA, 0.4% Triton, 0.3 M Glycine diluée dans du PBS
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Anticorps primaires:

v Rabbit polyclonal anti-body 1gG ZO-1 100 pg/400 uL Invitrogen Lot#1178757A
Dilution 1:200 (Exemple)

v" Mouse monoclonal antibody anti-Actin Millipore MAB1501 Lot#JBC1780750 Dilution
1:100 (Exemple)

Anticorps secondaires:

v" Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody (Invitrogen, #A11008)
Lot#712170 Dilution 1:200 (Exemple)
v" Anti-mouse IgG TexasRed Invitrogen T862 Lot# 1156639 2mg/mL Dilution 1:200

(Exemple)
Méthode :
= JourO:
o 150ul de milieu avec les cellules sont ensemencés sur une plaque 96 puits.

O O O O O

=  Jour3:
Préparation du tampon
Fixation dans 2% PFA pendant 10min a température ambiante
3 lavages avec du PBS a température ambiante
Blocage dans le tampon pendant une heure a température ambiante
Anticorps primaire dilué dans le tampon incubé over night a +4°C

= Jour4:
3 lavages avec du PBS a température ambiante
Anticorps secondaire lié a un fluorochrome dilué dans le tampon + Hoescht (2/1000) incubé
pendant 1-2 heures a température ambiante.
3 lavages avec du PBS a température ambiante
Les photos sont prises avec le microscope confocal

8.7. Protocole de test de viabilité Pl/Calcein/Hoechst
Matériel :

Propidium lodide (PI)
Hoechst Dye (Invitrogen, #H3570)
Calcein-AM

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) (1X) sans Ca%* et Mg?* (Gibco, # 10010-015)
Flexstation 3, Molecular Devices

Protocole :
o Calculer le volume nécessaire de solution
o Diluer le PI, la calcéine et le Hoechst dans du DPBS 1x afin d’arriver aux concentrations finales
suivantes : Pl:5uM
Calcéine : 3 uM
Hoechst : dilution 1/2500
o Ajouter le volume nécessaire pour chaque puit

Bl

Incuber 30 minutes a 37°C, 5% CO,
Lire la plaque avec la Flexstation 3 aux longueurs d’onde suivante :
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PI : émission/excitation 535nm/617nm
Calcéine : émission/excitation 496nm/516nm
Hoechst : émission/excitation 350nm/461nm

8.8.Imageries des cellules MPK
Les cellules utilisées pour la validation du Cellware Hepia, les cellules MPK, sont imagées a la figure
58.

Figure 58 Cellules MPK a confluence : (A) Echelle 250 um ; (B) Echelle 75 um ; (C) Echelle 50 um; (D) Echelle 25 um
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8.9.Imageries des appareils développés en laboratoire

Les quelques appareils développés au laboratoire du Prof. Luc Stoppini sont montrés aux figures 59 a
66.

Figure 59 Systeme de fluidique dans la chambre supérieure; pompe péristaltique RN42-E475 avec un débit de 55.4 ul/min ;
Systéeme commandé par Bluetooth grdce a I'application PMI développée par Hepia.

Figure 60 Systéme de fluidique dans la chambre inférieure; pompe péristaltique E686 avec un débit de 516 ul/min ; Systéme
commandeé par Bluetooth grdce a I'application PMI développée par Hepia. Il s’agit d’un systeme uniquement de fluidique ne
comprenant pas la mesure de I'impédance. Celle-ci a été monitorée avec le Millicell.
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Figure 61 Connecteur fabriqué par Grégory Fischler permettant I'acquisition de données sur les mesures de la bioimpédance
avec le Cellware hepia et le software CellZscope

B g e itk ot ol s
Figure 62 Cellware Hepia (24 puits) avec mesure de la bioimpédance. Dans cette version, I'électrode du bas et reliée a

I'électronique par une cdble.
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Figure 63 Cellware Hepia (24 puits) avec mesure de la bioimpédance et le connecteur permettant de se relier au software du
systeme CellZscope

Figure 64 Cellware Hepia intégrant de la fluidique. Plaque 24 puits composée d'une electrode mferleure et un systeme de
canaux horizontaux entre les puits.
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Figure 65 Systeme complet de monitorage du TEER intégrant de la fluidique. Deux pompes avec chacune un débit différent
(20 ul/min et 46 ul/min) permettent de mettre les cellules (ensemencées en dessous de la membrane des inserts) en
présence d'un flux. Un connecteur est placé sur le Cellware Hepia pour acquérir les données avec le software du CellZscope.

Figure 66 Plaque de culture 24 puits imprimée en acide polylactique (PLA) avec I'imprimante 3D Ultimaker 2
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8.10. Interface de contréle et résultats des mesures de TEER avec le  programme

CellZscope
Les interfaces permettant de controler le programme informatique pour les mesures de TEER du
CellZscope ainsi que la récupération des résultats sont montrés aux figures 67 et 68.

B cellZscope - Automated Spectroscopy - y q o
0 Fe Sewp Took Window ? Redue] @ x
experiment | resuits | raw data |t spectra | staistics|
setup ‘conteol
e X stan stant single run pause
iy iy
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9 {inew - | 100k
tyoe of neet weils (0%)
xrn 24wk tanaarert () 33md | |
P
1234558 s
'1"/'/’1'/’ a
l/v)rl!lr)r g
3 VOO0 s
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sem dectodes § 1
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Z7nov. 2016 005 g
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tmewidneston 1 10 100 1 106 100k
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Figure 67 Interface de contréle des mesures du TEER
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Figure 68 Interface des résultats des mesures du TEER
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8.11. Impédancemetre complet (Cellware + Hardware)
Le systeme complet de 'impédancemetre sans fluidique est présenté a la figure 69.

Figure 69 Impédancemétre complet sans fluidique : Cellware Hepia et Hardware Hepia

Le systéme complet de 'impédancemetre avec fluidique est présenté a la figure 70.

Figure 70 Impédancemétre complet avec fluidique et systéme a deux pompes[peristartiqgues :JPompes péristaltiques;
Cellware Hepia avec fluidique et Hardware Hepia
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