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Les schistosomes sont des vers sanguins responsables de la schistosomiase (ou
bilharziose), la parasitose la plus répandue chez I'homme apres le paludisme. Les
schistosomes sévissent essentiellement dans les pays tropicaux et subtropicaux. s
causent plus de 236,6 millions d'infections et sont responsables de plus de 200 000
déces par an. Suite au réchauffement climatique et aux mouvements de population,
de nouveaux foyers commencent a appardiire en Europe, notfamment en Corse. La
pathologie de la schistosomiase est associée a la remarquable longévité des vers
adultes, pouvant dépasser les 20 ans a l'intérieur de leur héte, ainsi qu’a la production
intense et permanente d'ceufs par les femelles. Les ceufs pondus et piégés dans les
tissus de I'héte provoquent la formation de granulomes, une réponse inflammatoire
sévere qui affecte les fonctions des organes et augmente considérablement le risque
de cancers. Le praziquantel est actuellement le seul médicament capable de tfraiter
les six especes de schistosome infestant I'homme. Cependant, son utilisation
généralisée pour le traitement de masse des populations depuis les années 1980 a
favorisé I'émergence de souches tolérantes. En I'absence de vaccin pour prévenir et
éradiquer la maladie, la caractérisation de nouvelles molécules thérapeutiques est
donc nécessaire. De nombreuses études sont réalisées en ce sens mais elles se
heurtent & la complexité du cycle de reproduction du parasite qui nécessite un hote
infermédiaire invertébré et un hote définitif vertébré. Ici, il est actuellement impossible
de maintenir un tel cycle de reproduction en dehors des hotes. En effet, la forme
adulte du parasite ne peut survivre plus de 15 jours en boite de culture. Par
conséquent, les résultats obtenus lors de criblage de molécules sont souvent biaisés et
difficilement representatif de leur efficacité in vivo. Cette these a donc eu pour
objectif principal de développer des systemes microfluidiques capables de mimer les
écoulements sanguins, de favoriser la survie des parasites matures sur une période
d’'un mois et de réaliser un criblage de molécules anti-schistosome. Ainsi, une étude
comparative des milieux de culture les plus couramment utilisés a été réalisée in vitro
afin de sélectionner les composants les plus appropriés au maintien de schistosomes
en culture classique. En paralléle, une preuve de concept a été réalisée pour
quantifier la viabilité des parasites mis en culture grce d un marquage métabolique
a I'EdU, et par chimie Click. Enfin, une puce microfluidique monocanal capable
d'héberger 30 couples a été congue pour évaluer la capacité d’accrochage des vers
sur différents revétements de surface. Ce dispositif a permis de sélectionner des vers
en bonne santé et d'évaluer leur capacité d'adhésion lorsqu'ils sont soumis & d'une
molécule antihelminthique. Cette approche de dépistage fluidique a été validée en
utilisant les deux principales molécules anti-schistosome, le praziquantel et
I'artémisinine. Elle permet une détection rapide, sensible et fiable des composés actifs
€en une journée maximum.
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Schistosomes are blood-dwelling worms responsible for schistosomiasis, the most
common parasitosis disease after malaria. Schistosomes mainly occur in tfropical and
subtropical areas. They cause more than 236.6 million infestation cases and are
responsible for more than 200,000 deaths per year. Following global warming and
population movements, new outbreaks are beginning to appear in Europe,
particularly in Corsica. The pathology of schistosomiasis is associated with the
remarkable longevity of adult worms, which can exceed 20 years inside their host, as
well as the intense and permanent production of eggs by females. Eggs laid and
trapped in host tissues cause granulomas, a severe inflammatory response that affects
organ functions and greatly increases the risk of cancers. Praziquantel is currently the
only effective drug against the six species of schistosomes infectious to humans.
However, its widespread use for the mass treatment of populations since the 1980s has
favored the emergence of tolerant strains. In the absence of a vaccine to prevent the
disease, the characterization of new therapeutic molecules is necessary. Many studies
have been carried out but they come up against the complexity of the reproduction
cycle of the parasite which requires an intfermediate invertebrate host and a definitive
vertebrate host. Indeed, it is currently impossible to maintain schistosoma reproduction
cycle outside of their hosts. The adult form of the parasite cannot survive more than 15
days in a Petri dish. Thus, the results obtained during drug screening are often biased
and it is difficult to predict their effectiveness in vivo. The main objective of this thesis
was to develop microfluidic systems capable of mimicking mesenteric veins network
and flow stream to extend mature parasites survival over a period of one month and
perform anti-schistosomal drug screening. Thus, a comparative study of the most
commonly used culture media was carried out in vifro in order to select the most
appropriate components to maintain schistosomes in conventional culture. In parallel,
a proof of concept was carried out to quantify the viability of cultured parasites using
EdU metabolic labeling and Click chemistry. Finally, we designed a single-channel
microfluidic chip capable to host 30 paired worms, in order to evaluate the
attachment capacity of worms on different surface coatings. This device made it
possible to select healthy worms and to evaluate their ability to adhere when
subjected to an antihelminthic molecule. This fluidic screening approach has been
validated using the two major antinelmintic drugs, praziquantel and artemisinin.
Above all, our technique allows rapid, sensitive and reliable detection of compounds
in N0 more than one day.
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La schistosomiase (ou bilharziose) est la seconde endémie parasitaire apres le
paludisme (malaria). Elle sévit dans plus de 78 pays localisés dans les régions tropicales
et subtropicales (Figure 1). En 2019, 236,6 milions de personnes étaient infectés et
environ 200 000 sont décédés des suites de cette infection. Pour cette méme année,
seuls 105,4 millions de ces cas ont été fraités a I'échelle mondiale [1]. En 2018, il était
estimé que 90% des patients qui necessitaient un tfraitement, se frouvaient sur le
continent Africain [2].

B
<0.1 million }“ ;
0.1 - 0.5 million i ] ' 3 /
B : - 4.9 million ] : _‘ p
W s- 5.3 milion b 7 l.
W ::0 million

Mot applicable % ‘

Non-endemic

No PC required

Figure 1 : Estimation de 'OMS du nombre d’individus nécessitant un traitement préventif dans le monde
en 2019 [1].

Cette maladie parasitaire est provoquée par des vers plats (Plathelminthe) du genre
Schistosoma [3]. Ces vers hématophages ont la particularité de présenter un
dimorphisme sexuel (mdle ou femelle) chez les adultes. Les couples de vers se
localisent préférentiellement dans les veines mésentériques ou vésicales de leur hote
définitif et présentent une grande capacité de reproduction. lls parviennent
également a déjouer toutes les défenses du systeme immunitaire de leur hote.

Paradoxalement, la pathologie de la schistosomiase n’est pas directement due d la
présence des vers dans la circulation sanguine mais a I'exceptionnelle capacité de
ponte des femelles adultes (300 & 1000 ceufs par jour selon les especes) combinée &
une grande longévité, dont le record a ce jour est de 30 ans [4]. Ces deux facteurs
conduisent d une accumulation massive d'ceufs dans les tissus de I'hote. Les ceufs
inifient un processus inflammatoire qui conduit & la formation de granulomes et a la
progression d'une fibrose cicatricielle. Cette inflammation et la fibrose
compromettent le fonctionnement normal des organes touchés. Selon I'espece de
schistosome, les organes atteints seront essentiellement le foie, les intestins et les reins.
Par ailleurs, en plus d'un disfonctionnement organique, la schistosomiase augmente
considérablement le risque de certains cancers [5], [6].
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1.2 Cycle de vie du parasite

Le schistosome est un parasite au cycle de vie complexe qui nécessite deux hotes
(dixene) : un héte intermédiaire invertébré de type mollusque d'eau douce et un hbte
définitif de type vertébré, oiseau ou mammifere (Figure 2).
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Figure 2 : Cycle de reproduction des schistosomes infestant les humain d’aprés H. King et al [7].

Les ceufs (1) éliminés dans les selles ou les urines éclosent au contact de I'eau douce
pour libérer une larve nageuse ciliée, le miracidium (2). Le miracidium va alors partir &
la recherche de son héte intermédiaire, un mollusque gastéropode tres spécifique de
I'espece de schistosome. Apres avoir pénétré dans le mollusque et migré jusqu’d son
hépatopancréas, le miracidium se transforme en sporocyste (3). Au sein de ces
sporocystes dits « primaires », se déroule la phase de reproduction asexuée. Ces
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sporocystes primaires vont générer des dizaines de sporocystes secondaires qui
migreront a leur tour. Les sporocystes secondaires pourront se différencier en milliers
de cercaires. Ces cercaires, stade infectieux pour I'hnomme (4), sont ensuite rejetées
dans l'eau par les mollusques infectés. Les cercaires nagent a la surface de I'eau,
cherchent puis pénetrent la peau de leur hote définitif. Dans la peau, elles se
transforment en schistosomules (5) [8], s'infroduisent dans les capillaires sanguins ou les
vaisseaux lymphatiques. Les schistosomules suivent alors la circulation sanguine
jusqu’'a atteindre le portail veineux hépatique ou vésicale. Dans ces veines, les
schistosomules entament leur transformation finale et maturent en schistosomes
adultes (6) mdales ou femelles. Une fois différenciés ceux-ci s’apparient pour ensuite
migrer en direction de leur habitat final, les veines mésentériques ou vésicales afin d'y
pondre leurs ceufs [9]. Une partie des ceufs pondus par les femelles va s'enkyster dans
la paroi endothéliale pour ensuite traverser la paroi intestinale ou la paroi de la vessie,
en fonction de I'espece de schisfosome. Ces ceufs qui ont entamé leur
développement embryonnaire seront éliminés par les selles ou les urines. Cependant,
un grand nombre de ces ceufs sont repris dans le flux sanguin et finissent piégés dans
le foie, la rate, le pancréas ou les reins, provoquant les symptdmes de la
schistosomiase.

Nous allons ci-apres décrire brievement les caractéristiques des différents stades de
développement du parasite.

Il est composé d'une coquille rigide de nature glycoprotéique qui encapsule un
ovocyte entouré de 30 a 40 cellules vitellines (Figure 3). Ces cellules confiennent et
transferent les réserves énergétiques nécessaires au développement de I'embryon et
la formation d'une larve infectieuse appelée miracidium. L'ceuf fertilisé se
développera en 6 a 8 jours aprés la ponte et apres s'étre enkysté dans la paroi
endothéliale des vaisseaux. Gr&ce a la réaction inflammatoire induite par sa présence
et les composés immunostimulants qu'il sécréte, I'oeufs va migrer et traverser la paroi
intestinale (ou de la vessie) pour étre éliminé via les selles ou les urines [10], [11]. Ce
n'est qu'une fois en contact avec I'eau douce que les miracidiums pourront se libérer
en quelgues minutes en fracturant la coquille et se mettront & la recherche d'un héte
infermédiaire.
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Jjaponicum mekongi haematobium intercalatum mansoni

Figure 3 : Forme et taille des oeufs de schistosome en fonction de I'espéce d’'aprés le centre de prévention
et de contréle des maladies (CDC) [12].

1.2.2 Le miracidium

Le miracidium [13] est une larve mesurant 150 uym de long et 70 um de large. Il est
capable de nager a une vitesse de 2 mm/s gréce a ses plagues couvertes de cils
vibratiles (Figure 4). Le miracidium possede une réserve d’'énergie limitée qui lui permet
de survivre 8 a 12 heures dans le milieu aquatique.

c Terebratorium
Papllles senseoriclles

Plague ciliés

Glande apicale -

Papille sensorielle
Glande |atérale

Masse neuwrale

Papille sensorislie
Cellule germinale

Celiule flame

Pore excréteur

38m
e ———————————

Figure 4 : A. Miracidium dans I'eau; B. Miracidium au microscope électronique a balayage ; C.
morphologie d'un miracidium d’'aprés S. C. Pan [13].
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Dans un premier temps, la larve se dirige en direction de la surface de I'eau guidée
par un phototropisme positif et un géotropisme négatif. Dans un second temps, elle
utilise ses papilles sensorielles spécialisees pour détecter différents chimio-attractants
spécifiques d'une ou plusieurs especes de mollusques (Figure 5).

Schistosomes : Mollusques hotes
S. mansoni Biomphalaria
S. mekongi Oncomelania et b
Pomatopsidae '
S, FormemET Oncomelania et ﬂlll[lllllllll[lllllllll ylll[HHLHIIHHIlHH]
Pomatopsidae e Omphicola gabra
S. haematobium Bulinus &2
— l- - -
S. guineenis Bulinus J\IHIIHHIHHIHHJ)
J)HHUIIIUIIIUIHLI o
S. infercalatum Bulinus 1

Bulinus globosus

Figure 5 : Hotes intermédiaires en fonction de I'espéce de schistosome [14].

Une fois le mollusque détecte, les miracidiums pénetrent dans son pied gréce I'action
lytique d'enzymes provenant des glandes latérales et apicales, puis fraversent la
couche sous-épidermique pour rejoindre I'hémolymphe. Apres seulement deux
heures post-pénétration, le miracidium se transforme en sporocyste en perdant ses
plagues ciliées.

1.2.3 Le sporocyste

Le sporocyste est le stade le plus actif dans la multiplication du parasite. En effet, c’est
dans le mollusque que va se produire la phase de reproduction asexuée. Le
sporocyste primaire (ou sporocyste mere) migre dans les tissus du mollusque jusqu’a
atteindre I'hémolymphe qui entoure I'népatopancréas. Ici, les cellules germinales du
sporocyste se multiplient (Figure 6) pour donner naissance en seulement deux
semaines a plus de 2 ou 3 générations de sporocystes secondaires [15]. Une fois
formés, les sporocystes secondaires migrent a travers les tissus conjonctifs ou le systeme
circulatoire pour atteindre I'hépatopancréas [16] ou les gonades du mollusque. Dans
ces organes, un nouveau cycle de division cellulaire se produit pour générer de
nouvelles générations de sporocystes. Cette étape aboutira ¢ la formation de la
forme infectieuse pour I'homme, la cercaire [17]. Il est estimé qu'il faut entre 3 a 8
semaines apres l'infection, par un miracidium, pour qu'un sporocyste donne
naissance a plus de 1000 cercaires [18].
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Figure 6 : Co-culture in vitro de sporocystes primaires du genre S. mansoni avec des cellules de mollusque
Biomphalaria glabrata (Bge). 48hr : a 48 h, les sporocystes primaires sont entierement recouverts de
cellules Bge ; 2wk : a 2 semaines, les sporocystes primaires donnent naissance a des sporocystes
secondaires par division cellulaire, ces derniers sont encapsulés par des cellules Bge ; 4wk : a 4 semaines,
les sporocystes secondaires commencent a étre encapsulés par des cellules Bge ; émo: a 6 mois,
transformation partielle des sporocystes en cercaires [19]

1.2.4 La cercaire

En présence de lumiere et de chaleur (28°C), les cercaires matures vont s’échapper
du mollusque grGce a I'action lytique d’enzymes provenant des glandes
acétabulaires et pré-acétabulaires, et rejoindront le milieu extérieur aquatique. La
cercaire (Figure 7) possede un corps de 125 um de long et une queue bifide d'environ
200 um qui lui permet une propulsion active. Elle dispose également d'une réserve
d’énergie en glycogene qui lui offre de quoi survivre pendant 48 heures dans I'eau
douce.

Tout comme le miracidium, la cercaire se dirige d la surface de I'eau guidée par un
phototropisme positif, un géotropisme négatif et repere son hdte définitif gréce a des
chimio-attractants émis par peau d’'un mammifere. Une fois un héte potentiel repére,
elle adhéere & sa peau puis y pénétre en quelques secondes gréce a des enzymes
sécrétées par les glandes céphaliques et acétabulaires [20].
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Figure 7 : Schéma de la morphologie de la cercaire d’aprés Dorsey et al [21].

Durant la pénétration percutanée, la cercaire perd sa queue. C'est & ce moment
qgu’elle se fransforme en schistosome immature, le schistosomule.

1.2.5 Le schistosomule

Apres la pénétration dans I'épiderme et la fransformation en schistosomule (Figure 8)
(0), le ver immature migre dans le fissu épidermique pour rejoindre les capillaires
sanguins ou lymphatiques. En é jours, le schistosomule parviendra & atteindre le coeur
puis les poumons ou aura lieu une premiere étape de maturation [22], [23] (1) qui se
caractérise par un allongement du corps. Cet « affinement » facilitera les mouvements
d’'extension et de confraction. Les schistosomules pourront alors effectuer une ou
plusieurs fois le circuit vasculaire, jusqu’a ce qu'ils atteignent la veine porte hépatique.
Dans cet environnement, une seconde phase de maturation se produit. Le
schistosomule dit « pulmonaire » commence a avaler les différents composants
présents dans le sang et plus particulierement les globules rouges (2-4). Au bout de 21
jours chez son hoéte, le dimorphisme sexuel tres marqué et caractéristique des
schistosomes se manifeste. Il est défini génétiquement par les chromosomes sexuels 77
pour les males (homozygotes) et ZW pour les femelles (hétérozygotes) (5). Mdales et
femelles deviendront des adultes fertiles en seulement une semaine (6).
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Figure 8 : Développement optimal du schistosomule en schistosome adulte chez la souris, le tout divisé
en 6 états et en fonction du temps d’'aprés J. A. Clegg [24].

1.2.6 Le schistosome

Sous sa forme adulte, le schistosome mdéle possede un corps plat formant une
gouttiere d'une longueur comprise entre 6 d 13 mm et d'une largeur 0,4 & 0,6 mm
(Figure 9) (a et e). C’est dans cette gouttiere ventrale appelée canal gynécophore
que viendra se loger la femelle (a). Chez S. mansoni, les mdles possedent également
des tubercules dorsaux armés de spicules (épines) (c-d) lui permettant de se maintenir
ou de se déplacer par péristaltisme dans les espaces veineux étroits (b). Les femelles,
quant a elles (a), disposent d'un corps plus fin et cylindrique mesurant 10 & 20 mm de
long pour un diametre de 0,1 & 0,2 mm. Elles arborent deux bandes de spicules
latérales (b).
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Figure 9 : Images de S. mansoni prises au CIIL et réalisées avec le concours de N. Barois au microscope
électronique a balayage ; a) Male avec le canal gynécophore ouvert ¢ et femelle @ séparée du
male (OV = Ventouse orale, VV = Ventouse ventrale, CG = Canal gynécophore) ; b) Tégument ventral de
la femelle schistosome (SP= spicules, SC = cellules sensitives) ; c) Tégument du canal gynécophore
(tégument ventrale) du male (TB = tubercule) ; d) Tégument latéral gauche du madle. On peut observer
des tubercules sur la surface dorsale tandis que la surface du canal gynécophore (surface ventrale) est
lisse ; e) Tégument latéral gauche du mdle. On peut observer des spicules ainsi que des cellules sensitives
sur la surface dorsale.

Chez les deux sexes, deux ventouses sont présentes pour permettre le déplacement
dans le systeme vasculaire (Figure 10) (a-c). La ventouse ventrale permet uniquement
I'adhésion mécanique (a) tandis que la ventouse orale permet & la fois la
consommation de globules rouges et I'adhésion mécanique (b-c). Toutefois, les
ventouses des mdles sont 5 fois plus grandes et plus musclées que celles des femelles

(c).
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Figure 10 : Images de S. mansoni en couple appariés prises au CIIL et réalisées avec le concours de N.
Barois au microscope électronique a balayage ; a) Couple de schistosome avec la femelle dans le canal
gynécophore du male (OV = ventouse orale, VV = ventouse ventrale, CG = canal gynécophore) ; b)
Ventouse orale de la femelle (SP= cpicules, SC = cellules sensitives) ; c) ventouse orale du male.

Les organes reproducteurs du mdéle sont composés de 4 a 8 testicules situés
dorsalement au niveau de la téte. Il s'y déroule une production continue de
spermatozoides (Figure 11) (A). Les spermatozoides sont déversés dans le vas deferens
pour afteindre la vésicule séminale avant d’'étre émis dans le canal gynécophore via
le cirrus.

Chez la femelle, la majeure partie du corps est composée par les organes
reproducteurs (B). Le plus volumineux d’entre eux (75%), le vitellarium, produit les
cellules vitellines et s’étend depuis I'extrémité postérieure jusqu’a I'ovaire, (C). Il est
suivi par le vitelloducte qui fransporte les cellules vitellines jusqu’aux glandes de Mehlis.
En parallele de ces deux organes et orienté de maniére antéposé, se trouve I'ovaire,
responsable de la formation et de la maturation des ovocytes. Les ovocytes matures
traversent la spermathéque, ou sont stockés les spermatozoides, poury étre fécondés.
Les ovocytes fécondés sont transportés via I'oviducte pour arriver aux glandes de
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Menhlis. L, les cellules vitellines entourent et adherent & I'ovocyte avant d'étre
encapsulées dans une coquille protéique au niveau de I'ootype. L'oeuf composite est
alors formé et prét a étre pondu [25], [26].

A vas deferens

testicules vésicule sémingle

B vitellarum \ 1
oviducte glandes de Mehlis

pore génital

vitelloducte

oofype

ceuf en formation

(] vitelarium spermathaque glandes da Mehlis

{/'km'lducte -
. o @

o
UQO

viteloducls Dotype
posterieur antérieur

Figure 11 : Schéma des appareils reproducteurs des schistosomes adultes A. Ver mdle B. Ver femelle C.
Détail des organes reproducteurs de la femelle d'aprés deWalick et al [24].

L'appariement permanent du mdle avec la femelle joue d la fois un réle de maintien
physique pour que la femelle ne soit pas emportée au loin par le flux sanguin des
veines mésentériques, mais aussi pour enclencher et maintenir la maturation des
organes reproducteurs. En effet, il est démontré que le développement du vitellarium
se produit uniquement lorsque la femelle est appariée avec le mdale. De plus, ce
phénomene est réversible car on observe une involution du vitellarium et des ovaires
des 3 jours apres leur séparation [27].

Une fois appariés, les couples quittent la veine porte hépatique pour remonter &
contre flux dans les veines mésentériques jusqu’a leurs sites de ponte, essentiellement
gr@ce a la musculature du male. Chez S. haematobium, le site de ponte se frouve
dans les veinules de la vessie. Chez les autres especes de schistosomes, ce site se situe
au plus proche des veinules intestinales ou colorectales. Lorsque le mdale ne peut plus
avancer dans la veinule, la femelle reste en partie logée dans le canal gynécophore
et s'étire dans des capillaires pour y pondre ses ceufs. Elle est capable de pondre entre
300 & 1000 ceufs par jour suivant I'espece [18]. Parmi ces ceufs, seulement 30 % d’entre
eux vont s'enkyster dans le site de ponte avant d'étre attaqués par le systeme
immunitaire qui va les faire migrer & travers les parois veineuse et intestinale afin de les
expulser dans les selles ou les urines [10], [11]. Cependant, 70% des oceufs vont étre
emportés par la circulation sanguine et finir piégés dans les tissus en amont des veines
mésentériques, plus particulierement dans le foie et la rate.
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1.3 Les especes de schistosomes

Le genre Schistosoma regroupe jusqu’'a 20 especes réparties a tfravers le monde et
infestant des vertébrés, essentiellement des oiseaux et des mammiferes (Hommes,
primates, rongeurs et ongulés) [28]. Parmi les différentes especes de schistosome, six
sont capables d'infester 'THomme [29] : S. mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S.
mekongi, S. intercalatum et S. guineenis. Deux autres especes de schistosomes ont été
retrouvées chez I'homme, faisant suite d des hybridations ou d des contaminations
accidentelles [30] : il s'agit de S. mattheei et S. malayensis (Figure 12).
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Figure 12 : Arbre phylogénique regroupant les différentes espéces de schistosomes avec leur localisation
géographique, leurs hotes intermédiaires et hotes définitifs d’aprés B. L. Webster et D. T. J. Littlewood [28].
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1.4 La pathologie

La pathologie de la schistosomiase peut se décrire en trois phases. La premiere est la
phase de contamination, c’est a dire lorsque les cercaires pénetrent dans la peau.
Elle est suivie de la phase aigue, liée a la réponse immunitaire suite d la présence et &
la migration des vers dans I'organisme. Enfin, la derniere phase, la phase chronique,
correspond d la réponse immunitaire exacerbée par la ponte des ceufs.

La phase de contamination correspond a la réponse immunitaire immédiate liee au
passage des cercaires dans la peau et est essentiellement initiee par les enzymes
relarguées par les glandes acétabulaires. Elle se manifeste par un érytheme cutané
allergique qui apparait entre 15 a 30 minutes apres une baignade dans de I'eau
contaminée. Elle est parfois appelée « dermatite du nageur » (Figure 13) (A). Localisée
généralement sur les membres inférieurs et sur les mains, elle peut aussi se manifester
surl’ensemble du corps dans le cas d'une baignade complete. Souvent plus marquée
pour les primo-infestés, elle est peu ou non remarquée parles personnes régulierement
exposées. En effet, étant plus souvent sujet G cette exposition, leur systéme
immunitaire module & la baisse les reponses inflammatoires repétées [31].

Figure 13 : Exemple de symptdmes liés a la schistosomiase : A. Erythéme cutané allergique suvite a la
pénétration des cercaires, B. Coupe du foie avec présence d'un granulome lié a un ceuf de schistosome,
C. Personne atteinte d'une hépatosplénomégalie sévére. D. Foie d'une souris saine, E. Foie de souris
infectées présentant de multiples granulomes d’apreés D. J. Gray et al et d’aprés E. Hams et al [32], [33].
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La phase aigle, aussi appelée syndrome de Katayama [34], est provoquée par les
différentes molécules exogenes émises par les schistosomes qui déclenchent une
réponse immunitaire de type Thl. Elle apparait entre 15 et 85 jours apres I'infestation
et provoque fievres, poussées d'urticaires, douleurs abdominales et diarrhées.
Toutefois, cette phase ne dure que quelques jours avant de spontanément
disparaitre.

La phase chronique est cette fois causée par les ceufs. Ceux-ci liberent un mélange
de molécules appelé SEA (Soluble Egg Antigens) et qui générent une réponse
immunitaire de type Th2 (humorale). Cette réponse se caractérise par une expansion
des lymphocytes T, des lymphocytes B, des d'éosinophiles, des basophiles et par une
production d’anticorps de type IgG1 et IgE qui polarisent des macrophages [11]. Ces
cellules ainsi recrutées encapsulent alors les ceufs et conduit a la formation de
structures inflammatoires et fibrotiques appelées « granulomes bilharziens » (Figure 14).
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Figure 14 : Schéma des différentes compositions des granulomes. A gauche, composition du granulome
cellulaire dans le foie. A droite, composition du granulome intestinale. En haut, a droite, les granulomes
intestinaux abritent moins d'éosinophiles, de cellules T et de cellules B que les granulomes hépatiques en
haut & gauche. En bas a gauche, les ceufs piégés dans le foie entrainent une phase chronique suite au
recrutement de fibroblastes et de collagéne contrairement aux oeufs qui sont libérés dans la lumiere
intestinale. En bas a droite, les ceufs piégés dans les tissus des intestins générent une fibrose semblable a
celle présente dans le foie mais les granulomes présents dans les intestins possédent une teneur plus
importante en collagéne d’aprés C. Schwartz et P. G. Fallon [11].

ChezS. intercalatum et S. mansoni, la pathologie de la forme chronique se fraduit par
une atteinte intestinale. Elle perturbe le fransit qui alterne entre constipations,
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ballonnements, diarrhées, douleurs coliques suite a la formation d'ulcéres. Elle
s'aggrave avec des lésions ischémiques, des varices cesophagiennes et des abces.
Dans le foie, les ceufs conduisent a une hépatomégalie (Figure 13. C et E), une fibrose
hépatique et parfois une hypertension de la veine porte. Cette forme de bilharziose
augmente considérablement le risque de cancer des intestins et du foie. La présence
de sang dans les selles est un des symptdmes qui permet de soupconner une
schistosomiase intestinale [10].

Chez S. japonicum et S. mekongi, on observe une splénomégalie (augmentation du
volume de la rate) et des hémorragies digestives dues a la rupture des varices
cesophagiennes [35].

Enfin, chez S. haematobium apparaissent des douleurs sus-pubiennes, une dysurie
(mixions douloureuses) et une pollakiurie (mixions répétées plus de 7 fois par jours). De
plus, la maladie est souvent accompagnée d'atteinte rectale asymptomatique et
d’'une diminution de la fertilité. Les ceufs enkystés dans les tissus de la vessie conduisent
d une hématurie, a des inflammations chroniques augmentant considérablement les
risques d'hyperplasie urothéliale et de cancers de la vessie [36], [37].

La méthode la plus couramment utilisée dans les pays endémiques et/ou pauvres est
celle de la filtration sur membrane pour I'examen d’urines ou sur tamis pour I'examens
des selles [9], [38]. Elle a I'avantage d’étre peu onéreuse, facile d metire en ceuvre et
rapide. Toutefois, elle ne fonctionne qu’d partir du moment ou I'individu est dans la
phase chronique puisqu'il faut aftendre que les parasites deviennent matures et qu'ils
pondent leurs premiers ceufs (environ 1 mois apres infestation de I'individu). De plus,
elle est peu sensible et ne permet pas de dépister les personnes faiblement infectées.
Y. Xiao et son équipe ont développé un microfiltre microfluidique afin de récupérer
des ceufs de schistosomes provenant d'échantillons d'urines pour du diagnostic [39].

Dans les pays non endémiques, des méthodes indirectes sont le plus souvent utilisées.
La premiere méthode consiste d mesurer en plaque ELISA I'augmentation anormale
des anticorps de type IgE et IgG dans un échantillon sanguin, car faisant suite a la
réponse immunitaire de I'hdte lié aux ceufs de schistosomes [40], [41]. Toutefois,
comme I'augmentation de ces anticorps peut étre également liée G une réponse
allergene sans lien avec la schistosomiase, elle est surtout employée pour du pré-
diagnostic. En revanche, la quantification par ELISA d’anticorps spécifiques de type
SEA est plus fiable pour faire le diagnostic car propre au schistosome [42]. Parmi ces
anticorps, on retrouve ceux spécifiques des antigénes anodiques circulants (CAA) et
les antigenes cathodiques circulants (CCA) [43]-[45]. D'autres études visent a repérer
des anticorps a I'aide de méthode de voltampérométrie par décapage anodique
(anodic stripping voltammetry) [46], parimmunoélectrophorese [47] ou par électrode
électrochimique [48].
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La seconde méthode de diagnostic consiste a identifier I' ADN parasitaires circulant
par PCR a partir d’extraits d’échantillons sanguins. Cet ADN circulant provient des
ceufs de schistosomes ou de schistosomules morts dans I'organisme lors de leur
migration, du renouvellement du tégument des vers adultes ou encore lors de la
dégradation des ceufs piégés dans les tissus [49]-[53]. Une autre technique
apparentée a la PCR, moins colteuse mais aussi un peu moins sensible, consiste a
réaliser une amplification isotherme médiée par les boucles (LAMP) [54]. Ici, un kit
contenant des amorces nucléotidiques spécifiques du schistosome permet
d’amplifier ' ADN génomique présent dans les échantillons de sang et de poser le
diagnostic en moins d'une heure. Une technique LAMP plus sensible a d'ailleurs été
développée en microfluidique par J. Song et son équipe afin de détecter de I'ADN
de schistosome a des concentrations tres faibles (environ 2x10-17 g/uL) [55].

La bilharziose est une maladie qui a vu le développement de plusieurs traitements
pharmacologiques tres efficaces. Toutefois, certains ont été retirés du marché suite a
la découverte d'effets toxiques. On peut citer I'Otipraz qui est neurotoxique,
I'Hycanthone qui peut déclencher des hépatites mortelles et le Niridazole qui est
allergisant, neurotoxique et hallucinogene [56]. De nos jours, seules trois molécules sont
disponibles sur le marché : le praziquantel, I'oxamniquine et I'artémisinine.

Le praziquantel (PZQ) (Figure 15) est la molécule de référence [57] contre toutes les
formes de schistosomiase. Dérivé d’'une pyrazino-isoquinoline, le PZQ a été développé
comme tranquillisant potfentiel dans les années 1970 par les laboratoires
pharmaceutiques Bayer et Merck [58]. Ce n’est qu'apres des études sur I'animal
publié en 1977 qu'on lui découvre ses propriétés anti-helminthiques (cestode et
trématode, dont le schistosome fait partie).

PZQ 0O
NJ\

o

Figure 15 : Siructure chimique du praziquantel

La molécule du PZQ est commercialisée par Bayer/Merk sous le nom de Biltricide®.
Elle se prend en comprimé oralement et a I'avantage de traiter la schistosomiase en
une seule dose. Il est toutefois hautement recommandé de suivre le traitement sur
plusieurs jours pour éviter I'émergence de souche résistante. La dose généralement
prescrite est de 40 mg/kg pour tous les types de schistosome sauf pour S. japonicum,
moins sensible, avec une dose unique de 60 mg/kg. Cependant, le PZQ ne protege
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pas des ré-infestations et présente peu ou pas d'effet sur les formes juvéniles
(schistosomules) ainsi que sur les ceufs.

Sur le ver, le PZQ provoque de puissantes et rapides contractions musculaires suivies
d'une paralysie lorsqu’il est exposé d une concentration supérieure de 200 nM. A cette
méme dose, la molécule provoque également la formation de vacuoles, des Iésions
et une érosion du tégument [59]. Ces deux réactions induisent un détachement des
vers de la paroi endothéliale qui sont repris dans la circulation sanguine avant de finir
blogués dans les veinules du foie. Dans le méme temps, les dégradations subies sur
leur tégument font qu’ils rendent les vers repérables et accessibles au systeme
immunitaire de I'héte qui va réagir et les éliminer. En effet, c’est bien le systeme
immunitaire qui élimine le parasite car il a été montré que chez la souris
immunodéprimée 80% des vers traités survivaient au traitement au PZQ contrairement
aux souris possédant un systéme immunitaire fonctionnel [60].

L'action pharmacologique exacte de la molécule de PZQ sur le schistosome était
inconnue jusqu’'en 2020, ce qui faisait d’elle I'une des rares molécules thérapeutiques
n'ayant pas de cibles définies (<1%) [61]. Ce n’est que 40 ans apres son autorisation
de mise sur le marché que Park et son équipe ont réussi d démontrer son mode de
fonctionnement. La forme R, I'un des deux énantiomeére du PZQ, bloque la fermeture
des canaux ioniques via le regulateur SM.TRPMrzq (Schistosoma mansoni Transient
Receptor Potential channel Melastatin), ce qui laisse rentrer une quantité massive
d’ion Ca?*dans les cellules. Les canaux et pompes ioniques permettant d’'expulser les
ions Ca?* n'arrivant pas a réguler cet excédant, un fort déséquiliore homéostatique
apparait dans chacune des cellules et provoque leur éclatement suite & I'un influx
d'eau massif [59], [62], [63].

L’oxamniquine (Figure 16) (OXA) est une tétrahydroquinoléine qui agit uniquement sur
les vers adultes S. mansoni [64] qui, tout comme le PZQ, fonctionne avec une prise
unique. Cette molécule a été développée en 1972 par Kaye et Woolhouse,
commercialisée sous le nom de Mansil®, et est essentiellement utilisée en Amérique
du sud ou se situe majoritairement cette espece de schistosome.

OXA

HO

ZT

Figure 16 : Structure chimique de I'oxamniquine.

Lorsque I'OXA est métabolisée dans la cellule des schistosomes, elle génere la
formation de radicaux libres de carbonate hautement réactifs avec les
macromolécules telles que les ARN, I"ADN et les protéines [65], [66]. Les altérations
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provoquées par I'OXA vont alors conduire & une apoptose cellulaire massive. Ce
phénomene atteint tous les organes du schistosome et va rapidement conduire a sa
mort tout en activant la réponse immunitaire de I'héte. Malgré cette réponse, le
traitement a I'OXA ne protege pas de la ré-infestation.

Tout comme le PZQ, I'OXA altere fortement le tégument des parasites qui se
détachent et sont entrainés dans le systeme vasculaire jusqu’a finir pieégés dans les
veinules du foie.

Enfin, I'artémisinine (Figure 17) (ART), dérivée de la molécule anti-malarique
ginghaosu, est connue en Chine depuis plus de 2000 ans et est extraite de I'artemisia
annua [67].

ART

CHj

H

Figure 17 : Structure chimique de I'artémisinine.

Cette molécule a I'avantage d’étre efficace a la fois sur les formes juvéniles et les
adultes. Dans le cadre de son action schistosomicide, on la refrouve
pharmacologiquement sous 3 formes: artémisinine, la forme la moins soluble,
I'artéméther (ART-MET) et I'artésunate (ART-S) [68]. Souvent utilisée en association
avec le PZQ [69], I' ART pénétre dans le parasite avec les globules rouges consommés.
Les ions Fe2*/3* présents dans I'heme des globules rouges généerent des especes
oxydatives de I'oxygene (ROS) qui vont libérer les groupements méthyles de I'ART. Les
méthyles réagissent alors par alkylation des protéines du parasite, ce qui les alterent.
Ces dégradations perturbent ainsi le fonctionnement des différents organes du
schistosome jusqu'd induire sa mort [70].

Une des principales contraintes dans la lutte conire la schistosomiase est qu’elle fait
partie des maladies fropicales négligées (MTN) [71]-[73]. En effet, les autorités
politiques et sanitaires des pays endémiques contrélent difficilement cette maladie ef,
parfois ne la jugent pas prioritaire au regard des autres problématiques économiques
et/ou de santé. Ce manqgue de contrble et I'absence de communication aupres des
personnes A risque maintient un taux élevé de personnes contaminées [74].
Cependant, plusieurs stratégies ont été mise en ceuvre pour endiguer, voire éliminer
la schistosomiase dans plusieurs pays affectés.
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1.5.3.1 Lalutte anti-vectorielle :

La lutte anti-vectorielle vise a contréler la source de la forme infectieuse pour
I'Homme, c’est-a-dire le mollusque qui produit les cercaires. Ici, deux approches sont
possibles. Soit protéger les mollusques de I'infestation, soit éliminer les mollusques
contaminés. Malheureusement, & ce jour, aucun traitement ne peut éliminer ou
prévenir le développement des sporocystes chez les mollusques. Par conséguent, le
développement et I'utilisation massive de molluscicides ont donc été privilégiés par
plusieurs pays. Toutefois, cette méthode a provoqué des dommages sur la faune et la
flore aquatique voire méme pour les populations humaines locales. Pour exemple, on
peut citer I'utilisation massive de sulfate de cuivre dans le delta du Nil en 1963 en
Egypte [75]. Au Soudan, I'utilisation de Niclosamide a été dévastateur pour les
organismes aquatiques y compris les poissons [76]. Enfin, toujours au Soudan,
I'utilisation de Frescon® s’'est montré efficace contre les escargots adultes mais pas
sur leurs ceufs, ce qui conduisit & un repeuplement par les mollusques & breve
échéance [75], [77].

1.5.3.2 Lalutte contre les formes adultes du schistosome :

L'autre stratégie pour endiguer la schistosomiase est de traiter massivement les
populations exposées dans les pays endémiques. Depuis les années 2000, I'OMS a
encouragé le fraitement systématique des populations avec le PZQ (ou le PZIQ et
I’OXA, spéecifiquement au Brésil), avec pour priorité les enfants et les personnes vivants
dans les campagnes. Cette stratégie a permis de soigner pres de 105.9 millions de
personnes dans le monde en 2018 [1]. Néanmoins, cette lutte est essentiellement
freinée par des contraintes budgétaires. En Amérique latine, le revenu journalier de 48
millions de personnes se trouve en dessous de 2$. Or le comprimé de PZQ coUte
environ 0.50$% pour un adulte, soit 1/4 de ce revenu [78]. Cela provoque des suivis
incomplets des traitements ou la prise de frop faibles doses, voire ['utilisation
détournée des fraitements pour le bétail, augmentant le risque d’émergence de
souches résistantes. Le PZQ et I'OXA n'étant pas efficaces contre les formes juvéniles
du schistosome, I'émergence de résistances pourrait étre favorisée lorsque le
traitement est pris a ce stade [79]. Ainsi, malgré la prévention hygiénique et les
traitements préventifs, il est estimé que seulement 15% des enfants a risque recoivent
un traitement regulier [78]. Or, chez I'enfant, la maladie provoque de la malnutrition,
des retards de croissance et des retards cognififs.

Enfin, les contraintes sanitaires peuvent s’opposer aux nécessités économiques. Par
exemple, la construction de systemes d'irrigation pour I'agriculture souvent associés ¢
des barrages hydroélectriques a entrainé I'augmentation de la présence du parasite
et des contaminations humaines et animales. Parmi ces pays, on peut citer le Burkina
Faso, le Cameroun, le Libéria, le Sénégal et I'Egypte [80].

1.5.3.3 Lutte combinée contre la schistosomiase :

La Chine représente I'un des exemples de lutte combinée d grande échelle contre la
schistosomiase. Dans ce pays, un vaste plan de communication et d'action a été initié
par le regime de Mao Zedong des les années 1950 [81] et est toujours en cours dans
le but de limiter la propagation de S. japonicum. Ce plan vise a limiter & la fois la
contamination des mollusques par les miracidiums mais aussi la contamination des
animaux et des humains par les cercaires. Ce plan a conduit & I'utilisation de
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molluscicides dans plus de 6 provinces associée d la limitation & I'acces aux cours
d’eau de 40 especes d'animaux domestiques agricoles. Le gouvernement chinois a
inclus dans ce plan I'emploi massif de PZQ pour traiter les animaux ainsi que les
personnes infectées. Cependant, des inondations ont conduit & la contamination de
personnes sinistrées et d'autres especes animales mais ont aussi favorisé le
déplacement de mollusques contaminés [82] retardant les efforts chinois. Malgré
cela, la Chine estime qu’elle pourrait étre en mesure d’éradiquer S. japonicum de son
territoire dans la décennie 2030-2040 [81].

1.5.3.4 La nécessité urgente de nouveaux traitements schistosomicides :

L'utilisation massive du PZQ dans le monde que ce soit chez I'homme comme chez
I’animal depuis plus de 40 ans laisse craindre I'émergence prochaine de souches
résistantes comme cela a déjd pu étre observé au cours d'expériences en laboratoire
[83]. De plus, les mouvements de population dans le monde, liés au tourisme ou G
I'immigration ont fortement confribués a I'expansion géographique du parasite. Un
cas récent est celui de la Corse ou le parasite s'est installé depuis 2016 dans le lac et
la riviere Cavu. Il s’agit d'un schistosome hybride (bovis/haematobium) [84], [85]
génétiqguement résistant & I'OXA [86]. || est donc devenu urgent de trouver de
nouvelles molécules contre le schistosome.

Le faible prix du PZQ associé da la complexité des méthodes de criblage de drogues
chez ce parasite n'encourage pas les efforts de recherche et développement par les
grands laboratoires pharmaceutiques, essentiellement par crainte de non-retour sur
investissement [78]. C'est pourquoi le repositionnement de molécules thérapeutiques
est le plus frequemment envisagé par les chercheurs [56], [79] avec pour priorité une
molécule efficace en une seule dose pour rester économiquement concurrentielle
comme c'est le cas pour le PZQ.

Cependant, le repositionnement ou méme la recherche de molécules en mono-dose
comporte deuxrisques. Le premier risque, sila molécule est trop efficace lors des essais
in vivo, un grand nombre de parasites se détachent simultanément des veines
mésentériques avant de finir bloqués dans les veinules du foie, provoquant ainsi une
hypertension de la veine porte, voir la mort des animaux (toxémie secondaire) [69]. Le
second risque est de passer a coté d'une molécule aux effets moins immédiats mais
pourtant curatifs. Enfin, il est indispensable de parfaitement caractériser les propriétés
pharmacologiques des molécules thérapeutiques issues d'un repositionnement. En
I'espece, le PZIQ reste donc un exception notable dans le domaine de la
pharmacopée [59], [62], [63].
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L'identification de drogues (molécules naturelles ou de synthéese utilisées pour modifier
une ou plusieurs proprietés fonctionnelles dans un organisme) a des fins
thérapeutiques pour traiter la schistosomiase est I'une des priorités de 'OMS pour la
lutte antiparasitaire [87]. Celle-ci s'articule en trois étapes :

e Larecherche fondamentale qui consiste a étudier la maladie et ses spécificités
afin d'identifier des cibles biologiques et de nouvelles drogues (molécules) qui
auraient une action sur ces cibles et a valider ces effets grGce des études in
vitro (dans un milieu artificiel en boite de Pétri ou systeme microfluidique).

e Les essais précliniques consistent a vérifier le potentiel thérapeutique de la
drogue retenue en recherche fondamentale grce & des études in vivo
(modeles animaux) [88]. Ces essais consistent & vérifier I'efficacité de la
molécule chez le mammifére avant de passer sur le modele humain. De plus,
cette étape permet de vérifier la non toxicité de la drogue testée et de repérer
ses potentiels effets secondaires. Enfin, cette étape permet de calculer la dose
maximale sécuritaire a utiliser par la suite chez I'humain [89], [90].

e Les essais cliniques consistent a vérifier le potentiel thérapeutique de la drogue
chez'Homme. Cette recherche s’effectue en 4 phases. La phase 1 permet de
définir les doses limites, le mode d’admission (oral, injection, inhalation) et la
fréquence entre chaque prise. La phase 2 permet d’'évaluer I'efficacité du
traitement, les effets secondaires et comment celui-ci affecte I'homme. La
phase 3 permet de vérifier si I'efficacité de la drogue est supérieure au
traitement standard. Enfin, la Phase 4 permet d'évaluer les effets secondaires
rares ou d long terme du traitement apres la phase de commercialisation.

Appliquées au schistosome, les études fondamentales et précliniques sont menées in
vitro en boite de Pétri et in vivo en utilisant le modéle murin (souris / hamsters). Ces
deux modeles d'études possedent leurs avantages mais aussi des limites non
négligeables qui freinent grandement la découverte de nouveaux médicaments
conftre la schistosomiase.

Le criblage de drogue in vitro sur le schistosome se fait en boite de Pétri [91] avec
plusieurs niveaux de dose, le tout avec différentes conditions de milieux, sérums et
d’antibiotiques (pour éviter les contaminations fongiques ou bactériennes) durant les
72 O 120 heures de culture [67], [92]-[95]. Les résultats sont obtenus selon plusieurs
critéres d'évaluation, pouvant étre associés entre eux : la mobilité des vers [62], la
dégradation des parasites [95]-[98], la régression des organes, le nombre de couples
[99] et la quantité d’'ceufs pondus [99], [100]. Ces différents criteres peuvent étre
évalués directement par le manipulateur au microscope [95], [96] et a la loupe
binoculaire [67] ou indirectement sur des échantillons fixés, en utilisant au choix, la
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microscopie a fluorescence [101], la microscopie confocale [62] ou la microscopie
électronique a balayage (MEB) [93], [101].

La méthode d'analyse la plus courante s'effectue en utilisant une échelle d'état
appelée « score de gravité », comprenant généralement trois [102], [103], quatre [95],
[104] ou cing valeurs [105], [106]. Ces systemes de notation de I'état de dégradation
des parasites, réalisés au macroscope, ont permis d'identifier des composés fres
efficaces lors des études précliniques in vivo (modele murin) [107]. Cependant, cette
analyse est subjective, semi-quantitative, prend du temps et les résultats peuvent
varier considérablement d'un analyste & l'autre et d'un laboratoire & un autre [72],
[108], [109].

Pour tenter d'éliminer le facteur humain dans I'analyse des parasites lors des études
de criblage in vitro, certaines équipes ont tenté de quantifier précisément la viabilité
des parasites en réalisant des essais basés sur la luminescence et la fluorescence [110]
(Figure 18).

PI°/FDA" Viabiity and PI: stain nucleic acids in damaged worms Ruorescence-based Yes (54)
cytotoxicity FDA: cleaved by esterases in healthy worms

CellTiter- Viability Luciferin is oxidized by luciferase in the presence of worms' Luminescence: Yes (38)

Glo® ATP based

Resazurin Vigbility Metabolic reduction of resazurin Auorescence-based No (39,42

2Propidium iodide; "Fucrescein diacetate.

Figure 18 : Tableau provenant de la revue de Moreira-Filho regroupant 3 méthodes d'évaluation des
schistosomes par luminescence ou par fluorescence lors de criblage de drogues [110].

Parmi ces méthodes quantitatives, on retfrouve une méthode de marquage ¢ l'iodure
de propidium (Pl), unintercalant de I'’ADN, couplé avec du diacétate de fluorescéine
(FDA) (Figure 18) (ligne 1), le tout en microplaque [111]. Ici, la fluorescence émise par
les parasites ayant incorporés du FDA (ver vivant) et du Pl (ver en phase de
dégradation) est alors mesurée par un lecteur de microplaques avant d’étre
convertie en viabilité d I'aide du rapport de fluorescence suivant :

FDA

Viabilité = m
Ce test a permis de détecter I'effet de certains médicaments schistosomicides connus
mais N'a pas permis de mesurer l'effet du praziquantel [112].

Une autre méthode utilisant la quantification de fluorescence met en ceuvre la
résazurine (ligne 3) avec des vers placés en microplague [109]. Ici, seuls les vers
métaboliqguement actifs (vivants) peuvent réduire la résazurine en résorufine, dont les
spectres de fluorescence sont distincts. Ce type de test s'est avéré efficace pour
mesurer l'effet de drogues qui tuent ou provoquent des dommages graves aux
parasites, mais a monfré moins de sensibilité envers des molécules agissant comme le
praziquantel (paralysie).

Enfin, une derniere méthode utilisant de la luminescence pour établir la viabilité des
schistosomules s’effectue en quantifiant I'ATP (adénosine-triphosphate) (ligne 2) [104].
Ici, les vers métaboliquement actifs (vivants) produisent de I'ATP qui est consommeé lors
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d'une réaction catalysée par la luciférase et qui génere des photons gréce d la
conversion de la luciférine (molécule photoluminescente). En conséquence, la
luminescence est mesurée avec un lecteur de plaques et permet de la corréler avec
la viabilité des parasites (Figure 19) (A et B). Cette technique a permis de mesurer la
viabilité de parasites aux stades larvaires, juvéniles et adulte soumis & des
schistomicides connus (A). Toutefois, cette méthode n'a pas été en mesure de
détecter l'effet du praziquantel et de I'oxamniquine sur des schistosomules et sur des
schistosomes adultes (C). De plus, comme les schistosomes sont des organismes
multicellulaires, il a été constaté que des cellules confinuaient & métaboliser de I' ATP
malgré la mort des parasites, ce qui conduit a des biais d’évaluation.

A

1004
-~ DMSO
80+ -»- PZQ
-+ Gambogic acid
2 601
= ~¥- Parthenolide
S 404 -+ Disulfiram
= 0 Menadione
201 - Thonzonium
o ® - - - -a- Sanguinarine
0 1 2 3 4 :
t t Time (days)
drugs wash

Figure 19 : Effet de différentes drogues par quantification de I'ATP réalisé par Lalli et son équipe [104] ; A)
Courbe de viabilité des parasites adultes en fonction du temps et de la drogue ; B) Schistosomes contréle
(Diméthilsulfoxyde (DMSO)) ; C) Schistosomes morts traités au PZQ.

Enfin, les techniques utilisant des marqueurs fluorescents ou radio-marqués sont
souvent destructives pour I'échantillon et doivent étre réalisées en fin d'expérience.
Elles ne permettent donc pas des analyses cinétiques en temps réel.
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Une autre voie proposée pour éliminer le facteur humain et éviter I'emploi de
biomarqueurs lors des études de criblage est d'utiliser des moyens d’enregistrement
et de traitement automatisés (Figure 20) [110].

Assay Assay Readout Development stage Assay format Main hardware Number of
measurements of schistosome parasites per
assay

Image-based assays

Video microscopy (62, 66, Parasites moitility (52) Light Schistosomula 24-well microplate Microscope equipped 30-40
67) Parasites moitility (56)  microscopy Adult 12-well microplate with a digital camera 5 pairs
Parasites moeitility (67) images B-well microplate 4-5 pairs
QDREC (68) Parasite’s Schistosomula 96-wells microplate 400
morphclogy
WomAssay (60) Parasite’s mofility Light Adult 6-96-wells microplate Custom-made 1 or more
Macroscopy camcorder-based
images system
High Content Screening Parasites motility/ Light Schistosomula 384-wells microplate (70) HCS system 120
(HCS) (61, 689, 70) momphology (61, 70) microscopy Schistosomula U-bottom 96-wells 40
images microplate (61)
Parasites motility (69) Adult 96-wells microplate 1
Non-image-based assays
WORM (71) Parasite’s mofility Electrical Adult E-plates Real time cell analysis 1
impedance Cercariag (RTCA) system 562
Egg hatching Eggs 5000
Electrical-impedance Parasite’s mofility Electrical Schistosomula Custom-made plate Custom-made EIM 10-15
microwell [EIM) platform (65) impedance containing 32 analysis units paralelized platform
Isothemnal microcalorimetry  Parasites metabolic Heat -flow Schistosomula 1 mL glass ampoules Isothermal 400-1000
(B4) activity/motility Adult microcalorimeter 3-4

Figure 20 : Tableau provenant de la revue de Moreira-Filho regroupant 6 méthodes d'évaluation des
schistosomes sans marqueur et lors de criblage de drogues [110].

Celles-ci peuvent étre divisées en deux groupes: les méthodes basées sur du
fraitement dimage [113]-[116] et les méthodes physiques, basées sur de la
microcalorimétrie [117] ou de la spectroscopie d'impédance électrique (SIE) [118]. La
plupart de ces tests reposent sur des systemes développés en laboratoires
académiques [113] ou industriels [116], équipés d'appareils photo/vidéo numériques
pour acquérir des images de parasites.

Les techniques basées sur du tfraitement d'image (Figure 20) (Ligne 1 a 3) consistent
généralement a réaliser des enregistrements de 1 minute de parasites adultes répartis
dans des plaques de culture puis en transformant ces vidéos en piles d'images de
type Z-stack [119], [120]. Une fois I'acquisition effectuée, les valeurs et les positions des
pixels sont comparés entre chaque pile d'image afin de quantifier les variations
d’'amplitude dans les mouvements des parasites et ainsi déduire le score de viabilité.
Cette méthode a permis par exemple de détecter les effets de drogues de type
benzodiazépines [119] ou le FPL-64176 [120].

La microcalorimétrie isothermique (IMC) (Ligne 6), quant a elle, est une technique tres
sensible qui mesure la chaleur dégagée ou consommée par des événements
physiques ou chimiques dans des conditions isothermes [121], [122]. Dans le cadre de
criblages effectués sur des schistosomes, un test IMC a été développé pour étudier
des cercaires nouvellement transformées en schistosomules (NTS) ou des vers adultes
[117].Ici, la variation de chaleur produite parles vers criblés est enregistrée en confinu
par un microcalorimetre puis comparée a un groupe contréle. A I'issu, un niveau de
viabilité peut étre donné via le rapport suivant :
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o Signal des vers criblés
Viabilité =

Signal des vers controles

Ce type de test s'est avéré tres sensible et a permis de détecter des effets d'anti-
schistosomes connus comme la méfloquine ou le praziquantel [117], [123] mais aussi
pour des molécules qui n'avaient pourtant pas été considérées comme actives lors
d’évaluation en microscopie conventionnelle telles que les arylméthanols [124].

Une autre technique sans marquage, basée sur la spectroscopie dimpédance
électrique (SIE) (Ligne 4 et 5) peut étfre utilisée pour détecter les changements
phénotypiques de cellules/organismes entiers induits par une drogue [118], [125]-
[128]. Les parasites sont placés dans des plagues munies d'électrodes en or
encastrées. La mesure du courant électrique circulant a travers le milieu de culture et
les parasites lorsqu'ils sont soumis & un champ électrique alternatif permet de
quantifier I'action de la molécule (Figure 21).

Figure 21 : Photographie d’un couple de schistosome dans une plaque SI xCELLigence (xWORMS) réalisée
par Rinaldi et son équipe [126].

Cette méthode sensible a permis de révéler l'effet de drogue comme la
forchlorfenuron [128]. Néanmoins, elle n'est pas assez sensible pour détecter les faibles
mouvements de NTS par rapport a des études faite en microscopie conventionnelle
[125]. De plus, compte tenu de la complexité d'un assemblage cellulaire chez un ver
vivant, linterprétation des données électriques et le lien avec les processus
biologiques restent difficiles & établir. Enfin, malgré ces nouvelles avancées
technologiques, I'application de la SIE aux stades adultes et en particulier aux couples
appariés est tfres difficile  évaluer en raison de leur grande taille (~ 1 cm).

Cependant, bien que ces systemes d'évaluation mentionnés ci-dessus se soient
avérés efficaces pour identifier de potentielles molécules thérapeutiques, ces études
se heurtent a la complexité du cycle du schistosome.
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Enregle générale, la plupart des résultats obtenus dans les essais in vifro sont rarement
extrapolables in vivo. En effet, certaines molécules trés actives in vitro peuvent étre
totalement absorbées et/ou métabolisées par I'organisme de I'hbte, les rendant
inactives sur les schistosomes. Une autre raison, plus technique, dans la différence
d’efficacité obtenue entre les essais in vitro et in vivo tient a la viabilité intrinséque des
vers ex vivo, c'est-a-dire extrait de leur héte définitif. Dans les conditions de culture in
vitro actuelle, les vers adultes ne peuvent survivre plus de deux ou trois semaines
contre 30 ans dans leur environnement in vivo.

A ce jour, aucune solution alternative n'a été trouvée pour entretenir le cycle du
schistosome sans utiliser son hote vertébré [129]. Une des premieres limitations provient
du mangue de connaissances sur le métabolisme des parasites et a leurs besoins
nutritifs. Plusieurs études d'optimisation des milieux de culture ont été réalisées au
début des années 90. Paul BASCH a combiné le milieu de culture M169 avec des
globules rouges, ce qui a permis de maintenir en vie des vers sur plus de 15 jours [130].
Plus recemment, I'équipe de James J. Collins a complété ce milieu en y ajoutant du
cholestérol et de I'acide ascorbique, mais ceci n'a eu qu'un faible impact,
prolongeant la culture et la ponte d'ceufs viables jusqu’d 20 jours [27]. Dans tous les
cas, on constate une rapide dégradation des vers qui se manifeste pour les deux
sexes, par la perte de mobilité, la diminution de la section des vers, la diminution de la
prolifération cellulaire, une altération du tégument et des organes internes [131]-[133].
Chez la femelle, on constate fres rapidement une régression du vitellarium, une
diminution de la fertilité et une diminution de la viabilité des ceufs [133]-[135]. Chez le
mdale, la qualité et la quantité de sperme produit diminue également [24], [136], [137].

Néanmoins, toutes ces études in vitro ont permis de mieux comprendre les
mécanismes liés a la croissance ou 4 la régression des organes reproducteurs [133],
[138], [139], d'étudier I'interaction mdale/femelle [27], [140] ou encore de comprendre
certain processus métaboliques du parasite comme la capacité a réaliser de la
glycolyse anaérobie ou de la glycolyse aérobie par phosphorylation oxydative
(OXPHQOS) et leurs réles dans la ponte des ceufs [141].

En revanche, concernant la mise en évidence de molécules toxiques, les résultats
obtenus in vitro sont inévitablement biaisés car il est difficile de déterminer si les
schistosomes meurent uniqguement sous I'effet de la molécule testée ou si les
schistosomes y sont « plus » sensibles suite a leur fragilisation progressive dans des
conditions de culture ex vivo. Par conséquent, certaines études sont directement
réalisées sur le modele animal. Or, des études d grande échelle de médicaments
potentiels sur le modele in vivo sont extrémement colteuses et difficiles & mettre en
ceuvre, voire impossibles & conduire.

C'est pourquoi il est essentiel de développer de nouveaux outils de culture in vitro qui
permettront le criblage et/ou I'analyse de banques de composés chimiques. Ces
nouveaux systemes devront garantir une vitalité optimale et comparable & I'état des
vers in vivo. La microfluidique est une de ces approches prometteuses et qui semble
totalement pertinente pour I'étude d'un parasite sanguin comme le schistosome.
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Cependant, I'étude d'animaux entiers dans un systeme microfluidique intelligent est
un sujet de recherche tres récent dans le domaine des systeémes microfluidiques.
Certains systemes de base ont été rapportés pour I'étude du ver libore Caenorhabditis
elegans [142], [143], un modele qui offre des outils de génétique moléculaire pratiques
et peu colteux. Dans cette optique, les microsystemes fluidiques offrent I'avantage
de pouvoir paralléliser les expériences et de suivre I'évolution biologique de ces
organismes en temps réel gréce a de I'enregistrement vidéo, de I'incorporation de
biomarqueurs ou encore des systemes de SIE.

Cependant, la littérature scientifique ne rapporte que tres peu d'études employant
des microsystemes sur les trématodes. En effet, les études se sont principalement
concentrées surla détection de ce parasite dans les liquides corporels ou a I'isolement
d’'oeufs [39], [55]. [144]. Toutefois Zhang et son équipe ont développé, en combinant
microfabrication et microscopie, divers essais in vitro pour quantifier les mécanismes
de locomotion des mdles adultes de S. mansoni dans différentes conditions physiques
et mécaniques [145].

De plus, plusieurs technigues sans marqueur et en temps réel se sont
considérablement développées depuis plusieurs années [146]. Elles sont mises en
ceuvre depuis peu dans le domaine des organes sur puces [147] afin d'évaluer la
viabilité et le développement des organoides. Dans le cadre de I'étude du
schistosome, I'Institut Tropical et de Santé Publique Suisse a développé une plate-
forme microfluidique dite « corps infecté sur puce » (infected body-on-a-chip) pour du
criblage SIE de médicaments anti-schistosomes. De son coété, I'ETH de Zurich a
développé un test de viabilité (Figure 22) concu pour le stade du miracidium a I'aide
de la SIE en microfluidique [125], [148].
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Figure 22 : Mesure du signal par SIE modulé par la présence des schistosomules passant par-dessus deux
électrodes dans un canal microfluidique réalisé par Chawla et son équipe. a) Signal mesuré entres les
deux électrodes -1) Amplitude du signal est élevé lors du passage de NTS viables ; -2) Amplitude du
signal faible aprés I'ajout d'une dose létale de DMSO ; -3) Ligne plate aprés la morts des NTS [125].

Toutefois, la littérature scientifique ne relate aucun travail visant & étudier la viabilité
ainsi que les effets de médicaments sur les couples de vers adultes. Enfin, ces études
restent encore une fois soumises aux limitent liées & la culture in vitro de schistosomes.
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2 Chapitre 2 : Le systeme veineux mésentérique, I'environnement naturel des

schistosomes adultes
2.1 Caractéristiques des différents vaisseaux sanguins

Le systeme vasculaire sanguin est composé de 7 types de vaisseaux (Figure 23.a) :

- Les artéeres,

- Les artérioles,

- Les artérioles terminales,
- Les capillaires,

- Les veinules collectrices,
- Lesveinules,

- Lesveines.
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Figure 23 : Topographie, dimension et structures des vaisseaux sanguins ; a) Topographie et dimension
des vaisseaux sanguins selon H. Lipowsky [149] ; b) Structure comparative des trois vaisseaux sanguins
majeurs de I'organisme ainsi que leur jonction.

Les artéres possedent un diameétre supérieur a 100 um (Figure 23) (a) et sont
constituées de 3 tuniques qui recouvrent un espace cylindrique (la lumiére) dans
lequel circule le sang (b). La premiéere tunique, la tunique interne, est constituée de
cellules endothéliales (en contact avec le sang et tapissant tout le systeme
vasculaire), d'une membrane basale associée O des tissus élastiques appelés
« limitante élastique interne » [150], [151]. Elle est suivie par la tunique moyenne qui se
compose de tissu musculaire lisse et de fibres « limitantes élastiques externes». La
derniere tunique, la tunique externe est formée de fibre élastique et de collagéne.

Les artérioles sont des subdivisions des arteres comprises entre 50 et 100 um de
diametre (a). Plus petites que les arteres, elles sont plus riches en fibres musculaires
lisses et en fibres élastiques. De plus, ces vaisseaux permettent de réguler le débit
sanguin ainsi que la distribution du sang oxygéné dans les organes gréce a la
contraction ou au reldchement du tissu musculaire lisse qui les composent.
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Les artérioles terminales, subdivisions des artérioles, possedent un diametre inférieur &
50 um (a) et permettent de réguler, voire inhiber I'irigation des capillaires situés sur un
territoire tissulaire.

Les capillaires sont des vaisseaux de 5 a 7 um de diametre (a) qui relient les artérioles
terminales aux veinules collectrices. lls assurent les échanges gazeux (oxygene /
dioxyde de carbone) entre les cellules ainsi que I'apport en nutriments et I'élimination
des déchets. La lumiere des capillaires est entourée de cellules endothéliales,
soutenues par une membrane basale (b).

Les veinules collectrices sont de trés petites veines de moins de 50 um de diametre (a).
Comme pour les 3 modeles d’arteres, les veinules collectrices sont constituées de 3
tuniques (b) mais avec quelques différences. La premiere tunique, la tunique interne
est composée uniguement de cellules endothéliales et d'une membrane basale. La
seconde funique, la tunigue moyenne comporte uniqguement du tissu musculaire lisse
responsable de la régulation du débit. Enfin, la derniere tunique est formée de fibres
élastiques et de collagene.

Les veinules représentent I'union de veinules collectrices et possedent une taille
comprise entre 50 et 100 um de diametre (a).

Enfin, les veines (a) sont les vaisseaux sanguins les plus larges qui constituent le retour
veineux (plus de 100 um de diamétre). Contrairement aux é autres types de vaisseaux,
celles-ci peuvent étre munies de valvules (b) pour aider le retour veineux jusqu’au
coeur suite a la forte perte de charge hydrodynamique qui se produit en amont des
capillaires.

Pour comprendre I'anatomie du systéme porte hépatique, aussi appelé veines
mésentériques, il est important de comprendre la structure anatomique d'un systéme
porte. En effet, contrairement au schéma « classique » d'un flux sanguin qui passe des
arteres vers les veines au fravers d'un réseau capillaire (Figure 23), un systeme porte
désigne une partie du systeme circulatoire qui relie deux réseaux de capillaires de
mémes types (artériel/artériel ou veineux/veineux).

Parmi les systémes portes présents dans le corps humain, on retrouve le systéme rénall
[152], le systeme surrénal [153], le systeme hypothalamo-hypophysaire [154] et le
systeme porte hépatique [155] qui est trés souvent appelé improprement « systéme
porte », ce qui peut préter & confusion. Dans ce manuscrit, le systéme porte désignera
donc bien un circuit veineux connecté a deux réseaux de capillaires, fandis que le
systéme porte hépatique désignera spécifiquement le réseau veineux mésentérique.

Les veines mésentériques (Figure 24) constituent I'ensemble du réseau veineux de la
partie abdominale. Elles transportent le sang pauvre en oxygene mais riche en
nutriment provenant des capillaires du systeme digestif (intestins, rate, pancréas,
vésicule biliaire et I'estomac) et I'achemine jusqu’aux sinusoides du foie (capillaires)
via la veine porte hépatique. Le foie participera, apres la digestion intestinale, d la
métabolisation des glucides présents dans le sang (synthése et stockage du glucose),
a la métabolisation des lipides (synthése et stockage cholestérol, triglycérides et
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lipoprotéines), au stockage des vitamines et & la synthese de protéines (albumine et
fiorinogenes). De plus, le foie contribue & I'élimination de certaines bactéries qui se
sont introduites dans le sang durant la digestion, & la détoxification (catabolisme des
molécules actives médicamenteuses ou des toxines) et a la dégradation des globules
rouges (transformation de I'heme en bilirubine (toxiques) puis sa conversion en
bilirubine conjuguée (non toxique)).
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Figure 24 : Représentation des veines mésentériques chez 'lhomme.
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Parmi les réseaux vasculaires qui constituent et alimentent la veine porte hépatique
[156], onretfrouve :

e La veine mésentérique supérieure qui draine le sang du caecum, de l'intestin
gréle et de la partie droite du gros intestin. Elle est formée par plusieurs affluents
veineux qui sont les veines iléocoliques, coliques moyennes, coliques droites,
jéjunales et iléales. Elle recoit également les veines gastro-épiploiques
(estomac) droites et pancréatico-duodénales (veines pancréatiques droites).

e Laveine splénique draine le sang de la rate, de la partie gauche du pancréas,
des veines gastriques gauches et de la veine mésentérique inférieure.

e La veine mésentérique inférieure vient drainer le sang des veines coliques
gauches, des veines sigmoidales (partie gauche du gros intestin) et des veines
rectales supérieures, médianes et inférieures. De plus, les veines rectales
constituent un complexe connecté avec le systeme veineux cave (rénal) via
les veines pudentales et iliaques (Figure 25) [157] mais aussi via les veinules du
complexe vaginal ou du complexe prostatique [158].
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Figure 25 : Représentation de la vascularisation du rectum et de la connexion vasculaire entre le systéme
porte hépatique et le systéme rénal.
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Chez I'adulte, la veine porte ne possede plus de valvules contrairement au foetus et
au nouveau-né. En effet, au cours du développement celle-ci s'afrophie avant de
disparaitre. Toutefois, leurs vestiges peuvent encore étre retrouvés chez certaines
personnes [155].

Une fois que la veine porte hépatique rejoint le foie, celle-ci se sépare en deux
branches afin d’alimenter les deux lobes de I'organe (Figure 26). En méme temps, le
foie recoit du sang oxygéné par I'artere hépatique. Ici, le sang oxygéné se méle au
sang désoxygéné au niveau des sinusoides. Enfin, le sang quitte le foie par la veine
hépatique avant de s’écouler dans la veine cave inférieure (veine du systeme rénal).

Veine cave inférieure
Diaphragme

Aorte thoracique

Veine hépatique

| ——— Aorte abdominale

——— Artére hépatique

Veine porte

Figure 26 : Représentation de la vascularisation du foie. Ici, le sang de la veine porte hépatique vient se
mélanger avec celui de I'artére hépatique avant de rejoindre les sinusoides puis la veine cave inférieure.

2.3 La migration des schistosomes dans les veines mésentériques

Pour permettre I'extraction des oceufs en dehors de leur hote, les couples de
schistosomes se déplacent dans les veines mésentériques, au plus proche des
capillaires des intestins ou vésicaux. Une fois pondus, les ceufs se bloquent dans la
paroi des vaisseaux sanguins puis traversent la paroi vésicale ou de lintestin avant
d’atfteindre la lumiere intestinale [10] et d’éfre éliminés par les urines ou les selles (Pour
rappel, voir le détail du mécanisme d'expulsion des ceufs dans le chapitre 1.4 La
pathologie).

Les différentes especes de schistosomes disposent de plusieurs sites de pontes qui leur
sont propres. En effet, aprés la maturation des schistosomules en schistosomes et la
formation de couples dans le portail hépatique (dans les veines du foie), les adultes
peuvent emprunter plusieurs routes vasculaires les menant aux sites de ponte. En
suivant la premiere route (Figure 27) (1) [158], les parasites migrent dans la veine
splénique, puis dans la veine mésentérique inférieure avant de descendre, soit dans
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la veine colique gauche, soit dans l'une des veines sigmoides pour atteindre les
veinules du cdlon. Une autre route possible (2) consiste a migrer dans la veine
mésentérique supérieure, puis le long des veines coliques ou iléocoliques droites et de
pondre dans les veinules du célon ascendant. Sinon, toujours a partir de la veine
mésentérique supérieure, les vers peuvent également atteindre, par la route (3), les
veinules qui drainent l'intestin gréle via les veines jéjunales et iléales.

Il a été monfré que S. mansoni circule activement entre ces frois routes car des ceufs
ont été retrouvés dans tout le tractus intestinal d’animaux parasités [159], [160], et
méme chez des rongeurs mono-infestés (un seul couple) [161]. Ceci démontre que le
parasite se déplace en permanence enftre les différents sites de ponte [162].
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Figure 27 : Représentation des voies empruntées par les schistosomes pour atteindre leurs sites de ponte
dans les veines mésentériques d’aprés C. S. Nation et al [158]. Voie N°1 : Depuis la veine porte, passage
des vers dans la veine splénique puis la veine mésentérique inférieure avant d’atteindre les veines
descendantes du colon; Voie N°2: Passage des vers des parasites dans la veine mésentérique
supérieure jusqu’a la veine colique droite et les veinules du colon ascendant ; Voie N°3 : Parasites quittant
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la veine mésentérique supérieure pour rejoindre les veines iléales et jéjunales de l'intestin gréle ; Voie
N°4 : Déplacement des parasites provenant des veines mésentériques pour rejoindre les veinules du
rectum (cas d’hémorroide liés a de I'hypertension rectal) ; Voie N°5: Parasites migrant au-dela du
systéme vasculaire du rectum pour rejoindre le systéme cave, les veines utérines (chez la femme) ou
prostatiques (chez ’homme).

En effet, bien que la veine mésentérique inférieure soit considérée comme « I'habitat
naturel » de S. mansoni, celui-ci se déplace en réalité dans toutes les veines qui se
jettent dans le systeme porte hépatique [163]. En effet, d'apres des autopsies, un
grand nombre d’'ceufs a été observé dans le rectum, le célon, l'intestin gréle et méme
dans le systeme cave via la route (4) [164], [165]. De plus, des ceufs de S. mansoni ont
souvent été repérés dans la route (5), au niveau de la vessie et dans les urines
d'individus infectés (0,7 % des personnes infestées), alors que cela est plus
communément associé uniqguement a S. haematobium [166]. Cependant, les ceufs
de S. mansoni sont plus fréquemment excrétés dans les urines lorsque les individus
présentent une double infection S. mansoni/S. haematobium (5,6 % des personnes
infestées) contrairement a une simple infection (0,7 % des personnes infestées) [167],
[168].

Par qilleurs, les schistosomes sont capables de secréter des vasodilatateurs de type
eicosanoides qui leur permettent de s'insinuer au plus proche des veinules collectrices
(50 um de large). Par conséquent, 70% des ceufs pondus dans les sites mentionnés ci-
dessus ne restent pas bloqués dans les capillaires terminaux mais sont repris dans la
circulation sanguine et finissent piégés dans le foie [169]. Cette accumulation d'oceufs
provoque chez I'héte la formation de granulomes bilharziens hépatiques, une
hypertension de la veine porte qui avec le temps généere une fibrose hépatique et
augmente le risque de cancers du foie [6], [37]. D'ailleurs, la capacité des parasites a
se mouvoir dans des canaux de tres petits calibres est favorisée lorsque le mammifere
infesté présente une hypertension de la veine porte hépatique (plus de 10 mmHg
(1333.22 Pa)). En effet, la pression existante dans le systeme sanguin provoque
inévitablement une dilatation des veinules, ce qui facilite leur exploration [170]. Enfin,
des ceufs ont été détectés dans la rate, I'estomac, le pancréas et la vésicule biliaire,
alors que contrairement au foie, les ceufs ne peuvent s'y retrouver piégés en étant
naturellement entrainés par la circulation sanguine [158], [171], [172].
Physiologiquement, les ceufs pondus dans ces sites n'ont aucune chance de s’ extraire
de I'organisme et cette observation questionne sur I'utilité pour le parasite de pondre
dans ces organes.
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Chez I'individu sain, le débit sanguin hépatique total est en moyenne de 1.5 L/min
[173]. Toutefois, il estimportant de noter que cette mesure est effectuée au niveau de
la veine hépatique (apres le foie) et qu’elle regroupe le débit de la veine porte
hépatique (75 % et 77 %) et le débit de I'artere hépatique (23 a 25 %).

Chez 'Homme, la veine porte hépatique mesure 8 a 10 cm de long pour 0,7 cm de
diametre [174] et possede un débit sanguin de 1 L/min (13,7 £ 1.8 mL/min par kg pour
une personne de 72 kg) [173]. [175]-[177] pour une pression comprise entre 3 et 10
mmHg (400 a 1333.22 Pa). Efonnamment, cette valeur de pression est relativement
commune ¢ la plupart des mammiferes tels que la souris, le lapin, le chat, le chien ou
le mouton [178]-[181]. Toutefois, il faut noter que les débits mesurés dans la veine porte
hépatique sont fortement dépendants de la méthode de mesure employée ou de la
phase de digestion [177], [182], [183].

Dans la veine mésentérique supérieure, le débit se situe autour 410 mL/min pour une
personne de 72 kg (5.7 £ 1.8 mL/min par kg) tandis que le debit de la veine splénique
est de 590 mL/min [175].

Comme présenté dans la section precédente (2.3 La migration des schistosomes dans
les veines mésentériques), la zone préférentielle de ponte des schistosomes se trouve
au plus pres des veinules collectrices (50 um de diametre) (Figure 23) des veines
mésentériques inférieures et supérieures. Or dans ces microenvironnements, il est plus
complexe d'obtenir la valeur des flux car la mesure par doppler est difficilement
réalisable. D'apres la loi de Poiseuille le flux dans ces vaisseaux peut étre déterminé
par les formules suivantes :

_4ap
- Q

Avec Q le flux (m3.s), AP la pression différentielle (Pa) et R la résistance hydraulique
du vaisseau. Etant donné que les veinules sont de section ronde, alors la résistance
s'exprime avec I'équation suivante :
128 nL
R=—1L
m D*

R

Avec L lalongueur du canal (m), D le diametre (m) et n (Pa.s) la viscosité du sang.
L'équation de Poiseuille s'écrit alors :

n D%

=———AP
=128 L

Or, le sang est un liquide rhéofluidifiant ce quiimplique que la viscosité diminue lorsque
les contraintes de cisailement augmentent [184]. La confrainte de cisaillement
dépend de I'hématocrite. On admet que pour les modéles in vivo de laboratoire ainsi
que pour I'homme, la valeur de cette hématocrite (pourcentage de globules rouges
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dans le plasma sanguin) se situe aux environs de 46 % (40 & 52%) [185]. Pour cette
valeur Herbert H. Lipovsky a démontré (Figure 28) que les contraintes de cisaillement
(shear stress) générées par I'écoulement du sang dans des veinules collectrices de 50
UM de diametre ont une valeur de 3.5 Pa (35 dyn/cm? ), que le taux de cisaillement
(shear rate) est autour de 1000 s et que la pression différentielle est de 2666,45 Pa (20
mmHg) [186], [187].
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Figure 28 : Distribution des contraintes de cisaillement et du taux de cisaillement en fonction du diamétre
des vaisseaux sanguins et de leur type (Mesentery pour mésentérique, Cremaster pour Crémaster, Speno-
trapezius pour Spéno-trapézien) [186], [187].

Dans ces conditions et d’apres Shu Chien (Figure 29), la viscosité du sang dans les
veinules collectrices est de 3 Pa.s [188]. Valeur également confirmée par Inge Kohne
[189].
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Figure 29 : Viscosité (Pa.s) en fonction du taux de cisaillement (sec-') dans le cas d’'un hématocrite
d'une valeur de 45% d’aprés S. Chien [188].

En appliquant la loi de Poiseuille, on obtient un débit dans les veinules collectrices de
0.815 pl/min (1.359 .10"" m3/s avec 1 m3=1000 L).
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m_ 50 x 10-6*
128 3 x 10 x 10-6

Q = X 20 X 133 =1.359 x 107" m3/s

Cette valeur de débit est confirmée par d'autres fravaux de Lipovsky qui frouve une
valeur de débit de 0.84 uL/min (14 .103mm3/s en Figure 30) [149], [190].
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Figure 30 : Débit volumique en fonction du diamétre et du type de vaisseau sanguin d’aprés B. W.
Iweifach et H. Lipovsky (1977) puis réactualisé par H. Lipovsky (2018) [149], [190].

Une autre méthode consiste & mesurer la vitesse des globules rouges dans les réseaux
veineux [191] afin de déterminer le flux (Figure 31).
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Figure 31 : Dispositif de mesure de la vitesse des globules rouges dans un canal en observant un retard
de phase d’aprés H. Wayland et P. C. Johnson [191].
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Une fois que I'on connait la section du canal (50.103 mm) et la vitesse des globules
rouges (7.5 mm/s), on peut alors déduire la valeur du flux avec la formule suivante :

Q=vSs

Avec v la vitesse (mm.s1) et S la section (en mm?). En se basant une fois de plus sur les
travaux de Lipovsky [186] (Figure 32), on obtient un débit sanguin de 0.883 pl/min
(0.0147 mm3/s) et une pression de 22 mmHg dans les veinules collectrices de 50 um de
diametre. Ceci est cohérent avec les deux résultats obtenus préecédemment (0.815
ul/min avec la méthode de S. Chien / Poiseuille et 0.84 uL/min avec la méthode de
Lipovsky).

® RBC VELOCITY , INTRAVASCULAR PRESSURE
{mmisec) {mmHg)
- 404 100

|75 ® PRESSURE

A VELOCITY

| L Ll L] LI LI L] T T L 1
60 50 40 30 20 8 20 30 40 50 60
ARTERIOLES CAPILLARIES VENULES
DIAMETER (um)

Figure 32 : Distribution intravasculaire des pressions et vitesses des globules rouges en fonction du
diamétre des micro-vaisseaux sanguins dans les veines mésentériques d'aprés H. Lipowsky et H. Herbert
[186].

J'ai alors estimé que le nombre de veinules collectrices dans ce systéeme porte
hépatique est de 1.13 .10¢ en appliquant la formule suivante :

Qveine porte

Nveinules collectrices =
Qveinules collectrices

Avec Q veinules collectiices O 0.883 uL/mln et Q veine porte alLl/min.

Si cette estimation est juste, alors ce nombre de veinules collectrices offrent une
grande variété de site de ponte pour les schistosomes.
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Les objectifs de ce travail de these sont :

1. Réaliser une étude comparative des différents milieux de culture en boite de
Pétri, afin d’augmenter la survie des vers lors des expériences réalisées en
format microfluidique.

2. Développer une méthode de mesure quantitative de la viabilité des
schistosomes en utilisant un marqueur de la synthese d’ADN en culture in vitro.

3. Développer une puce microfluidigue capable de mimer les écoulements
sanguins des veines mésentériques et d'héberger des schistosomes pendant
plusieurs semaines. Définir si cette approche mimétique possede un avantage
par rapport aux systemes in vitro classiques.

4. Déterminer si I'utilisation d'un revétement de surface dans les puces
microfluidiques est nécessaire pour favoriser I'adhésion des parasites en flux. Si
oui, définir quel revétement est le plus adapté a mettre en ceuvre pour réaliser
les tests de drogues.

5. Mefttre au point une méthodologie de mesure d’activité de drogues anti-
schistosome en microfluidique et déterminer si la microfluidique montre un
avantage par rapport aux moyens in vitro classiques.
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L'un des principaux facteurs limitant la réalisation d'études in vifro G moyen et long
terme sur les schistosomes adultes est leur courte période de survie ex vivo [27], [192].
Ftant donné qu'une perfusion journaliére de hamsters pour obtenir des vers « frais »
n'est pas réalisable d'un point de vue éthique et pratique, le stockage approprié d'un
nombre suffisant de vers pendant plusieurs jours est un élément critique pour comparer
les expériences successives. Par conséquent, la culture de parasites dans un milieu
optimisé est un point clé pour réaliser des expériences fiables.

Plusieurs études in vitro ont été réalisées afin de développer un milieu de culture
favorable a la croissance des schistosomes juvéniles et/ou au maintien des fonctions
vitales des vers adultes (mobilité, fertilité). Dans les deux cas, que ce soit pour de la
culture a court ferme (5-10 jours) ou a long terme (15-20 jours), les milieux les plus
couramment utilisés sont le DMEM [95], [111], le M199 [193], [194] et le RPMI [92], [129].

Pour de la culture a court terme, ces milieux sont majoritairement supplémentés avec
10% de sérum de veau fcetal décomplémenté (sérum dont les protéines du
complément ont été inactivées par une chauffe de 56°C pendant 30 minutes) [95],
[111], [195]. Pour de la culture & long terme ceux-ci sont essentiellement supplémentés
avec 10% de sérum humain décomplémenté [24], [196], des érythrocytes et des
cellules sanguines périphériques mononucléées. Dans ce cas, le milieu le plus utilisé
est celui de Paul Basch (M169) caril permet une culture de plus de 15jours [116], [130].
Récemment, James J. Collins a confribué a son amélioration en y ajoutant du
cholestérol et de I'acide ascorbique [27]. Toutefois, ce type de culture repose sur un
approvisionnement continu en cellules sanguines et est fortement sujet a la variabilité
des lots de sérum d’origine humaine non standardisés. En effet, il est difficile d’identifier
le rble précis de chacun de ces composants sur la viabilité des schistosomes.

Par conséquent, ce mangue de connaissances sur la physiologie des vers adultes et
leurs besoins nuftritifs fait qu'il est impossible de maintenir des schistosomes en culture
in vitro plus de quelques semaines [27], [192].

Une approche empirique reste donc nécessaire. Nous avons choisi de réaliser une
étude comparative des différents milieux/sérums les plus utilisés dans la littérature afin
de déterminer la combinaison la plus adaptée au maintien de schistosomes adultes
in vitro issus du cycle entretenu au CIIL.

Pour obtenir des Schistosomes adultes, il a fallu dans un premier femps obtenir des
cercaires en infestant des mollusques biomphalaria glabrata avec des miracidiums.
Dans un second temps et 28 jours post-infestation, les cercaires obtenues des
mollusques ont été utilisées pour infester 6 hamsters (Mesocricetus auratus, 2000
cercaires/hamster). Enfin et 40 jours plus tard, ces hamsters ont été perfusés pendant
leur anesthésie (procédure sans réveil) afin d’obtenir des vers adultes matures et pour
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récupérer les foies des hamsters dans le but d'y extraire les ceufs pieégés afin de
perpétuer le cycle du parasite en laboratoire. Pour plus de précision sur les méthodes
employées pour entretenir le cycle du schistosome au sein du CIIL, se référer a
I'annexe 9.1 : Description du protocole de culture du cycle au CIIL.

Une fois les schistosomes adultes nettoyés des délboris issus des hamster, ceux-ci ont été
fransféres sous PSM dans 6 boites de Petri contenants 25 mL de milieu RPMI (RPMI 1640
GIBCO, 61870-010, UK) supplementé avec 10% de sérum de cheval décomplemente,
de la rifampicine (60 pg.mL!' en DMSO) (EUROMEDEX, 1059, Souffelweyersheim,
France), de la péniciline (50 unités.mL) et de la streptomycine (50 ug.mL") (SIGMA,
P-4333, USA) (RPMI Horse). Ces boites ont été stockées dans un incubateur a CO2
(37°C, atmosphere humide, 5% CO2) pendant au moins une heure afin de laisser le
temps aux parasites de reformer des couples avant tout prélevement pour les
expériences.

3.1.2 Méthode de maintien et d’évaluation des parasites en boite de Pétri

Durant cette étude, 4 expériences d'un mois ont été menées en duplicate. Dix
couples de parasites sont fransférés dans des plaques 6 puits contenant du milieu
M199 (GIBCO, 41150-020, UK), DMEM (GIBCO, 61965-026, UK), ou RPMI supplémenté
ou non avec 10 % de serum decomplémenté de veau foetal (PAA, A15-101, AT), de
cheval ou humain (Institut Pasteur de Lille, FR). De plus, tous ces milieux ont été
supplémentés en antibiotiques avec de la rifampicine (60 ug.mL' en DMSO) de la
pénicilline (50 unités.mL) et de la streptomycine (50 ug.mL') (SIGMA, P-4333, USA)
(Figure 33).

Figure 33 : Photographie d’une culture de schistosomes en plaque de culture 6 puits (9.6 cm?). Sur cette
image, 10 couples de vers ont été cultivés en duplicate dans 3 mL de milieux M199 Calf, DMEM Calf et
RPMI Calf pendant 30 jours.

Pour évaluer la viabilité des parasites, les plaques de culture ont été brievement
retirées de I'incubateur (37°C, atmosphere humide, 5% CO2) toutes les 48 heures afin
d’étre observées sous le banc de mesure A (Figure 34). Ici, les plagues sont placées
successivement sur dalle lumineuse LED (Waldmann, France), puis observées a I'aide
d'un macroscope (OPTIKA, SZ6745TR, Italie) réglé & 0.75x.
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Figure 34 : Banc de mesure A. Ce banc de mesure est équipé d'une dalle lumineuse LED (Waldmann,
France) et d’'un macroscope (OPTIKA, SZ67451R, Italie) réglé a 0.75x.

Ensuite, un « score de gravité » a été établi pour évaluer la viabilité de chaque parasite
avec les critéres suivants :

e E2: Etat normal du parasite (Capacité d'adhésion des ventouses, avec
mouvement actif du parasite, avec déplacement du parasite et avec intégrité
du tégument conservé).

e E1: Etat dégradé (Perte d'adhésion des ventouses, ou réduction du
mouvement du parasite, ou immobilité du parasite, ou tissus dégradés du
parasite).

e EO: Mort du Schistosome (Immobilité du parasite et/ou obscurcissement des
tissus).

Enfin, aprés chaque observation, 2 mL de milieu ont été renouvelés dans chaque puits
avant de replacer les plagques de culture dans I'incubateur.

Apres la culture, le logiciel de statistique RStudio a été utilisé pour corriger les erreurs
d'observation, (en particulier lorsque des vers encore vivants ont été considérés a tort
comme morts les jours précédents), pour normaliser les données en pourcentage,
pour calculer les valeurs moyennes, pour calculer les écarts types et pour fracer les
graphiques (Voir I'annexe : 9.2.1 RStudio pour I'étude de I'optimisation du milieu de
culture).
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Les données obtenues lors de notre étude de survie (Figure 35) montrent que le sérum
est un élément essentiel au maintien en bonne condition des schistosomes. En son
absence, les vers commencent a se dégrader a partir du 7#€me jour de culture et ne
peuvent survivre au-deld du 15€me jour (Figure 35) (a, b et ¢ No serum). De plus, le type
de sérum ajouté au milieu de culture a un impact majeur sur la longévité des vers. Les
parasites maintenus avec du sérum humain ont montré un taux de survie supérieur &
90% quelle que soit la composition du milieu (a, b et ¢ Human).

Le sérum de cheval donne des résultats similaires au sérum humain (a, b Horse) sauf
lorsqu'il est combiné avec le milieu M199 (c Horse). En effet, avec cette combinaison,
on observe un taux de survie inférieur a 90 % apres 25 jours de culfure. Au-dela de
cette période, la viabilité des couples chute drastiguement pour tous les milieux de
culture testés avec cependant un meilleur résultat pour les milieux RPMI et DMEM (a,
b et c Horse).

A noter que le sérum de veau, classiquement utilisé pour les cultures de schistosomes,
donne les plus mauvais résultats avec un taux de survie inférieur & 70 % au 29%€me jour,
quelle que soit la composition du milieu de culture testée (a, b et ¢ Calf).

Par conséquent, étant donné que les vers adultes sont obtenus selon un programme
bimensuel et au vu des résultats obtenus durant cette étude de maintien en vie G
longue durée de parasites adultes in vitro, nous avons sélectionné la combinaison de
milieu RPMI et de sérum de cheval pour les expériences ultérieures. De plus, le sérum
de cheval a l'avantage d'étre facilement accessible (commercialisé et lofs
standardisés confrairement aux sérums d’origine humaine) et plus sir pour le
manipulateur que le sérum humain (moins de risques de contamination avec des
agents infectieux).
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Figure 35 : Progression du taux de survie des couples de S. mansoni en fonction du temps et des milieux

de culture. a) Evolution de la survie des parasites mis en culture dans du milieu RPMI Human (en rouge),

RPMI Horse (en vert), RPMI Calf (en bleu) et RPMI No Serum (en violet) ; b) Evolution de la survie des

parasites mis en culture dans du milieu DMEM Human (en rouge), DMEM Horse (en vert), DMEM Calf (en
bleu) et DMEM No Serum (en violet) ; c) Evolution de la survie des parasites mis en culture dans du milieu
M199 Human (en rouge), M199 Horse (en vert), M199 Calf (en bleu) et M199 No Serum (en violet).
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Bien que les résultats que nous avons obtenus sur la longévité des parasites in vitro en
fonction des différents milieux de culture soient sans équivoque, quantifier la viabilité
des schistosomes repose essentiellement sur des criteres morphologiques de type
« score de gravité » [102]-[106]. Toutefois, ce type d’'évaluation est peu robuste car il
repose sur I'avis inévitablement subjectif de I'expérimentateur et demande une
grande expertise. En particulier, il est parfois difficile de distinguer un parasite mort d’un
parasite a I'activité trés réduite (mouvements occasionnels en 1 minute
d’observation). Ainsi deux expérimentateurs peuvent avoir des avis différents sur I'état
d'un parasite a un instant « ty». Tout ceci rend donc difficile la reproductibilité des
résultats surtout entre deux laboratoires différents [72], [108], [109].

Afin de s'affranchir d'analyses trés influencées par le « manipulateur », Nnous Nous
sommes intéressés a différents réactifs et marqueurs biochimiques qui pourraient
permettre de quantifier la viabilité des parasites [104], [111]. Actuellement, les
marquages membranaires et/ou de noyaux cellulaires appliqués & la microscopie
confocale permettent d'étre a la fois quantitatif et d’obtenir des images illustratives
[138]. Toutefois, la préparation des échantillons et I'acquisition des images sont des
processus longs et difficiles & automatiser au regard du nombre d’'échantillons &
traiter. De plus, dans des canaux microfluidiques de plus de 200 um de hauteur, la
microscopie confocale ne permet pas de scanner I'entiereté des parasites. La solution
qui s'impose est donc de récupérer les parasites en ouvrant les circuits microfluidiques.
Toutefois, les schistosomes risquent grandement d'étre endommagés durant ce
processus.

C'est pourguoi nous nous sommes orientés vers la mesure quantitative de la
réplication de I'’ADN génomique durant les phases de mitose/méiose des parasites.
En effet, si un parasite est en « souffrance », le nombre de division cellulaire diminue
ou s'arréte [133], [197].

Une premiére technique de mesure semi-quantitative de la réplication de I' ADN avait
été proposée par Sarah E. Galanti en exploitant I'incorporation de
Bromodésoxyuridine (BrdU), un analogue de la thymidine [133]. Ici, I' ADN marqué est
extrait, adsorbé sur une membrane de nitrocellulose puis révélé avec des anticorps
antiBrdU conjugués a un fluorochrome et une acquisition par une caméra CCD.
Toutefois, cette technique se montre peu sensible avec une gamme dynamique trés
réduite.

L'un des autres analogues de la thymidine, tres utilisé en microscopie confocale mais
pas encore exploité pour de la mesure quantitative, est I'Ethynyldeoxyuridine (EdU)
[27], [198] (Figure 36.A). Contrairement au BrdU qui nécessite une dénaturation
préalable de I'ADN et une révélation pour un anticorps, I'EAU peut étre conjugué
directement avec un fluorophore par une réaction bio-orthogonale de « Chimie
Click» grace a la réaction des groupements éthyne de I'Uridine et azide du
fluorophore [199]. Cette réaction dite de cycloaddition nécessite une catalyse avec
du cuivre (l) [200] (Figure 36.B).
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Figure 36 : lllustration du marquage a I'EdU durant les phases de mitose et de la réaction de chimie Click
entre I'EdU et Alexa-Azide ; A. L'EdU est incorporé en lieu et place de la thymidine lors de la réplication
de I'ADN lors des cycles de mitose (~1 EdU pour 100 thymidines). Lors de la premiére mitose, un seul des
brins néoformés est marqué mais dés la deuxiéme division cellulaire, les deux brins le seront; B. En
présence de cuivre (1), la triple liaison alcyne (en rouge) de I'EdU perd son proton H* et adduit 'atome
de cuivre. Ensuite, en présence d'une ligison azide (en vert), le cuivre vient orienter cette derniére avant
de lier 'EdU et I'Alexa-azide par un processus de cycloaddition, formant ainsi un triazole. Enfin, le cuivre
est substitué par un proton H*, ce qui lui permet de participer dans un nouveau cycle.

Cependant, la quantification de cet ADN génomique en solution et marqué & I'EdU,
que ce soit de maniére absolue ou relative, n'a jamais été proposé dans les
protocoles de Chimie-Click développés par les laboratoires académiques ou par des
sociétés de biotechnologie.

Trés basiguement, et de maniére analogue a ce qui est parfois fait avec le BrdU, nous
avons donc proposé d'extraire I'ADN marqué a I'EdU et de le conjuguer & la biotine,
gr@ce a un dérivé Azide-PEG (Figure 37.A). Cet ADN biotinylé pourra étre adsorbé sur
le fond d'une plaque ELISA et révélé grace a une Streptavidine peroxydase et un
substrat chromogene, I'o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (Figure 37.B).
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Figure 37 : lllustrations de chimie Click avec de la Biotine-Azide et principe du dosage de ’ADN marqué
a I'EdU ; A. En remplacement de I'Alexa-azide, de la biotine couplée a un groupement azide peut étre
uvtilisée pour réaliser une cycloaddition entre I'EdU et la biotine ; B. Ici, 'OPD vient réagir avec la
streptavidine peroxydase fixée sur la biotine, elle-méme fixée a I'EdU. Le sous-produit généré par cette
réaction ((OPD):zH2) est alors mesuré par absorbance en plaque ELISA a une longueur d’onde de 492 nm.

Néanmoins, au cours de ces fravaux, nous avons mis en évidence plusieurs écueils
maijeurs, frés peu documentés dans la littérature, et en particulier I'oxydation de I' ADN
induite par le cuivre (Cu | et ll) et qui conduit d sa complete destruction.

Nous avons donc testé plusieurs méthodes d’extraction de I' ADN génomique marqué
a I'EdU et nous avons adapté les protocoles de chimie-Click afin de limiter I'oxydation
de I'ADN et ainsi permettre sa détection par spectrophotométrie.

4.1 Matériels et méthodes

4.1.1 Marquage de I'ADN génomique de schistosome a I'EdU et chimie Click

sur des vers entiers

Typiquement et pour chaque expérience, les schistosomes ont été répartis par
groupes de 10 couples en plaque 6 puits (3.5 mm) contenant 3 mL de milieu RPMI
Horse et 10 uM d’EdU (Aldrich, 900584-50MG, Germany) d partir d'une solution stock a
10 mM en DMSO (Sigma-Aldrich, 67-68-5, USA). Les parasites marqués seront appelés
EdU*, et les parasite contrdles (DMSO seul) EdU-. Les vers sont maintenus dans un
incubateur & CO2 pour une durée de 15 heures.

Les milieux de culture ont été aspirés et les vers lavés avec du RPMI Horse puis du PBS
1X. Les vers sont immédiatement fixés par une solution de PAF-T (paraformaldehyde
4% (ThermoScientific, 28908, USA), Triton X-100 0.3% w/v (Sigma, T8787-100ML, USA))
pendant 30 minutes.
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Les vers sont ensuite délicatement fransférés dans des tubes de 2 mL & I'aide d'une
pointe de pipette 1 mLraccourcie de 0.5 cm.

Les vers sont lavés 3 fois par du PBS et déshydratés gréce a une solution de
méthanol/H20 50% puis par du méthanol 100%. Les vers peuvent ensuite étre stockés
a -20°C pendant plusieurs jours.

Pour effectuer la réaction de chimie Click, les vers EdU* et EdU- sont réhydratés avec
du méthanol/H20 50%, puis par une solution de TBS/Méthanol (TRIS 100mM ph 7.4 NaCl
150mM, 50% Méthanol), puis par deux fois avec du TBS [201].

Les vers (jusqu’a 40 par réaction) sont ensuite incubés dans le mélange réactionnel
présenté dans le Tableau 1, en présence ou en absence de Biotine-Azide [27], [198].
[201].

Réactifs Concentration
TRIS & pH 8.8 100 (MmM)
CuSOy4 (Sigma, 7758-98-7, USA) 1 (mM)

Acide ascorbique (Sigma, A4544-25G, China) | 100 (mM)
Biotine-Azide 100 (UM)

QSP H20 250 (uL)

Tableau 1 : Réactifs et leur concentration lors de la réaction de chimie Click.

Apres la réaction de Click, les quatre échantillons (EdU*/Biotine+ ; EQU*/Biotine- ; EAU-
/Biotine+ ; EAU-/Biotine+) sont lavés deux fois avec du TBS-T (TRIS 100mM pH 7.4, NaCl
150mM, Tritons X-100 0.5%) puis une fois avec du TBS. On réalise ensuite des culots secs
en centrifugeant les parasites (1000 x G).

L’ADN génomique des échantillons EdU*/Biotine+ et EdU*/Biotine- a ensuite été exirait
avec le kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen, K1820-01, USA) en réalisant une
digestion & la protéinase K de 3 heures. Les colonnes d'extraction ont été éluées 3 fois
par 50 uL de NaOH 8 mM.

Une mesure de la concentration de chagque ADN génomique isolé a été effectuée
par spectrophotométrie au NanoDrop™. Enfin, les échantillons d’ADN ont été stockés
A -20°C pour quelgues heures ou pendant plusieurs jours.

L'intégrité des ADN génomiques a été vérifiee en réalisant une électrophorese sur gel
d'agarose a 0.7 %, (agarose (Invitrogen, 16500-500, USA), TBE 1X, 10 nM de Bromure
d’'éthidium (BET) (Sigma, E1510-10ML, USA)). 2 ug de chague ADN génomique ont été
chargés avec du Gel loading Dye Purple 1X (BioLalbs, B7025S, USA) (DYE) (QSP 20uL
H20). En parallele un marqueur de poids moléculaire (BiolLalbs, N3232L, USA) a été
chargé dans le gel.

Pour réalliser I'ELISA, I'ADN génomique des échantillons EdU*/Biotine* et EAU*/Biotine-a
été décongelé dans de la glace. Une plaque 96 puits MaxiSorp (ThermoFisher, 439454,
USA) a été traitée pour un surfacage avec de I'ethylcarbodiimide hydrochloride [202]
(EDC 100 mM, Sigma-Aldrich, 25952-53-8, USA) (Tableau 2).
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Réactifs Concentration

EDC (mM) 10
EdU*/Biot* ou EJU*/Biot- (ng) 0 & 600
QSP H20 (ulL) 100

Tableau 2 : Concentrations des solutions utilisées pour le surfagage de I'ADN en plaque ELISA.

Aprées avoir déposé I'ADN génomique dans chacun des puits, la plaque a été agitée
pendant 30 secondes & 800 RPM, recouverte avec un film protecteur (Sigma-Aldrich,
1707392, USA) et stockée pendant une nuit a I'obscurité.

Le lendemain, les puits ont été lavés deux fois en agitant 30 secondes a 1000 RPM
avec 200 uL TBS-Tw (TRIS 10mM & pH 7.4, NaCl 150mM, Tweenz 0.05 % w/v (Sigma,
P2287-500ML, USA) (w/w) QSP H20O 50 mL), et en laissant incuber le TBS-Tw pendant 5
minutes aprés chaque étape d’'agitation.

Les surfaces ont ensuite été saturées pendant 45 minutes en ajoutant 200 yL de TBS-
BSA (TRIS 10mM & pH 7.4, NaCl 150mM, Tween20 0.05 % (w/w), 10 mg/mL de BSA
(Bovine Serum Albumin, Sigma, 9048-46-8, USA)) dans chaque puits.

Les puits ont ensuite été incubés avec 100 pL de streptavidine peroxydase diluée &
1/20.000 (Sigma-Aldrich, $2438-250UG, USA) avec du TBS-Tw pendant 1 heure a
I'obscurité. Deux rincages et 3 lavages de 5 minutes ont été effectués avec 200 yL de
TBS-Tw en agitant la plaque pendant 30 secondes a 1000 RPM.

La streptavidine est révélée par I'ajout de 200 pL d'une solution de I'o-
phenylenediamine dihydrochloride (Sigma, P-9187, USA) (OPD) et agitée pendant 30
secondes & 800 RPM avant d’'étre placée dans le lecteur de plaque ELISA (TECAN,
Infinite M200 pro, Switzerland).

L'absorbance a été mesurée toutes les 15 minutes d une longueur d'onde de 450 nm,
jusqu'a ce que le signal mesuré se stabilise ou jusqu’d ce que le bruit mesuré dans les
puits contréles augmente. La réaction entre la streptavidine peroxydase et I'ODS est
alors arrétée en ajoutant 50 L d’acide chlorhydrique 3 M dans chaque puits. Enfin,
une derniere mesure de la plagque a été effectuée a 492 nm.

Comme précédemment, les couples schistosomes ont été marqués & EdU une
période de 15 heures. Apres le marquage, les vers ont été lavés 2 fois avec 1.5 mL de
PBS 1X puis culottés avant d'étre stockés a -80°C jusqu'a leur utilisation (quelques
heures a plusieurs mois).

Pour extraire I'ADN génomique des cellules des schistosomes, 500 uL de DNAzole
(Invirogen, 10503027, UK) ont été ajoutés aux culots. Les débris de vers en suspension
ont été centrifugés pendant 1 minute & 20.000 x G et le culot a été broyé al'aide d'un
piston en effectuant des quarts de tour (KIMBLE, 749521-15%90, USA). On a réalisé une
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derniere centrifugation de 10 minutes a 10.000 x G sur le broyat pour éliminer les
particules insolubles.

Les surnageants (~400 uL) sont transférés dans des nouveaux tubes de 1.5 mL et I'ADN
génomique a été précipité pendant 10 minutes & température ambiante en ajoutant
un demi-volume d'éthanol 100%.

Les tubes sont ensuite centrifugés pendant 5 minutes a 4.000 x G. Les culots d’ADN
génomique ont été lavés 4 fois avec 1 mL d’éthanol 75 % et centrifugés pendant 5
minutes & 4.000 x G. Les culots sont ensuite séchés en placant les tubes sur un bloc
chauffant a 57°C.

Les culots secs sont repris dans une solution de NaOH 8 mM pendant 10 min &
température ambiante. Une mesure de la concentration de I'’ADN génomique a été
effectuée par spectrophotométrie (NanoDrop™) et son intégrité a été vérifiée en
réalisant une électrophorése sur gel d’agarose a 0.7 %. Les tubes d’ADN sont stockés
a -20°C ou sont utilisés directement pour la réaction de chimie Click.

Les conditions réactionnelles ont été réalisées avec les ADN marqués (EdU*) et non
marqué (EdU-) c’est-a-dire en présence ou en absence d’'iodure de cuivre 0.75 uM
(Aldrich, 7681-65-4, Germany) (Tableau 3).

Volume total pour la chimie Click (L) 30

H20 (QSP 30 pL)

DNA (ug) 3

Hepes (mM) (Gibco, 15630-80, USA) 50

Biotine (UM) 250

ICu : THPTA (Sigma-Aldrich,762342-500MG, USA) (M) 1:10(0.75 UM : 7.5 uM)

Tableau 3 : Volume ou concentration des réactifs mis en jeux pour la réaction de chimie Click.

Apres les 30 minutes, du cyanure de potassium (0.75 uM a 15 uM) (Sigma-Aldrich, 151-
50-8, USA) a été infroduit dans les tubes pour réagir avec le cuivre et ainsi arréter la
réaction.

Pour favoriser la précipitation de I'ADN, 4.2 yL d'acétate de sodium 3 M ont été
ajoutés dans chaque fube. Ensuite, 110 uL éthanol 100% y ont été introduits et les fubes
ont été centrifugés 15 minutes a 20.000 x G et a 4 °C.

Une fois les ADN précipités, 3 lavages ont été effectués avec 1 mL d'éthanol 70% et
une centrifugation de 5 min & 20.000 x G & 4 °C.

Les culots ont été séchés et les ADN ont été resolubilisés dans 30 uL de NaOH 8 mM.
La concentration en ADN génomique a été mesurée et leur intégrité a été vérifiée en
effectuant une électrophorese sur un gel d'agarose.
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Apres marquage a I'EdU, fixation et réaction de chimie Click avec la biotine azide sur
les vers entiers, on a extrait une quantité d’ADN génomique faible mais suffisante pour
une lecture au NanoDrop (Tableau 4).

Elusion N°1 Elusion N°2 Elusion N°3
EdU*/biotine* (ng/uL) 73.8 20.8 6.6
EdU*/biotine- (ng/ulL) 94.6 21.3 7.3

Tableau 4 : Valeur mesurée au NanoDrop des quantités d’ADN génomiques extraites aprés la chimie
Click sur des vers entiers.

L'analyse sur gel d’agarose de cet ADN génomique a montré une bonne préservation
de leur intégrité avec une bande >10 kb (Figure 38). Toutefois et malgré une valeur de
concentration significative, la premiere élution du tube EdU*/biotine-ne montre aucun
signal sur le gel. Nous avons par la suite déterminé que ceci était d0 a un défaut des
colonnes du kit de purification (Figure 38. EJU*/Biot- Elution 1).

1Kb  EdU*/Biot* 1Kb  EdU*/Biot- 1Kb

Elution1l Elution2 Elution3 Elution1 Elution2 Elution3

Figure 38 : Analyse sur gel d'agarose a 0.7% des ADN marqués a I'EdU aprés la chimie Click avec ou sans
biotine-azide ; 1Kb lader ; élutions N°1 EdU*/Biot* ; élutions N°2 EdU*/Biot* ; élutions N°3 EdU*/Biot* ; 1Kb ;
élutions N°1 EdU*/Biot- ; élutions N°2 EdU*/Biot- ; élutions N°3 EdU*/Biot- ; 1Kb.

Sur la base de ces résultats obtenus au NanoDrop et en électrophorese (Tableau 4 et
Figure 38), nous avons choisi de poursuivre I'analyse des ADN marqués en plaque
ELISA avec les échantillons provenant de la seconde élution des tubes EdU*/Biot* et
EdU*/Biot. Avant cela, un second titrage au NanoDrop de I'ADN génomique a été
réalisé (Tableau 5) avant d’'effectuer le dépdt des échantillons d’ADN en plagque
ELISA.
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Seconde mesure de I'élution N°2

EdU+/biotine* (ng/uL) 22,9

EdU+/biotine- (ng/uL) 25,4

Tableau 5 : Second titrage de la quantité d’ADN génomique présent dans les tubes élués N°2.

Ensuite, le surfacage de la plaque ELISA a été réalisé avec les volumes
suivants (Tableau 6 et Tableau 7) :

Puit N N°2 N°3 N°4 N°5 N°6 N°7 N°8
EDC 100mM (uL) 10 10 10 10 10 10 10 10
EdU*/Biot* (uL) 30 20 10 5 3 2 1 0

QSP H20 (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100

Tableau é : Volumes mis en jeux dans les différents puits pour effectuer un surfagcage de I'ADN génomique
marqué EdU* avant une mesure en ELISA.

Puit N°9 N°10 | N°I1 N°T2 | N°I3 | N°I14 | N°I5 | N°Ié
EDC 100mM (uL) 10 10 10 10 10 10 10 10
EdU*/Biot~ (uL) 30 20 10 ) 3 2 1 0
QSP H20 (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100

Tableau 7 : Volumes mis en jeux dans les différents puits pour effectuer un surfacage de I'ADN génomique
marqué EdU- avant une mesure en ELISA.

Apres I'étape de surfacage, les quantités croissantes d’ADN génomique ont été
adsorbées et les groupements biotine greffés par chimie Click ont été reconnus grace
a une streptavidine couplée a la peroxydase (HRP). La révélation a été réalisée avec
de I'OPD et par lecture de I'absorbance a 492 nm (Figure 39).
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Figure 39 : Absorbance obtenue par lecture en plaque ELISA pour les échantillons EdU+/biotine* et
EdU+/biotine- aprés marquage de la biotine-azide a la streptavidine peroxydase et la révélation a I'OPD.
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De maniere trés encourageante, nous avons montré une linéarité du signal entre 0 et
230 ng d’ADN adsorbé avant d’observer un plateau. L'ADN conftrdle, c'est-a-dire non-
biotinylé, ne montre aucun signal. Cependant, I'intensité du signal reste faible dans la
zone de linéarité (0.35 maximum) et offre donc une gamme dynamique tres limitée.

De plus, I'extraction de I'ADN génomique « Clické » in situ reste laborieuse, tres
aléatoire et avec des rendements trés faibles. La preuve de concept étant faite, nous
avons donc tenté de réaliser la réaction de Click sur de 'ADN génomique soluble et
issus de vers non-fixés au PAF.

D'amblée, et alors que la purification de I'ADN génomique a été optimisée grce a
un nouveau kit d'extraction (DNAZol), nous avons été confrontés a un probleme
majeur : la présence de cuivre (I) dans la réaction, et les multiples étapes de
purification, génerent des espéces oxydatives de I'oxygene (ROS). Ces ROS viennent
ensuite dégrader 'ADN génomique de fagon rapide et irréversible [203].

Pour limiter la génération de ROS & partir de I'oxygene dissous dans les solutions, nous
avons décidé de travailler au maximum sous atmosphere inerte (boite d gants saturée
en N2). Méme si I'ADN génomique était mieux préservé, nous avons constaté que
I'étape qui engendre la dégradation se déroulait durant I'étape de précipitation post
chimie Click, étape durant laquelle les échantillons d’ADN sont exposés a de
I’oxygene car ils doivent étre sortis de la boite a gants (centrifugations).

Le Cu (I) étant I'élément qui génére les ROS, la solution était donc de I'inactiver. Grace
a I'expertise des chimistes de I'équipe CBF, nous avons décidé d'ajouter du cyanure
de potassium en fin de réaction de chimie Click. En effet, le cyanure réagit
directement avec le cuivre.

KCN + Cut - CuCN + K™

Durant cette étude, nous sommes parvenus a marquer et purifier un ADN génomique
intégre et en grande quantité (plus de 500 uL d’ADN titré a plus de 400 ng/uL) (Figure
40 et Tableau 8).

1Kb EdU* EdU

s

Figure 40 : Analyse de l'intégrité de I'ADN génomique avant réaction de chimie Click sur gel d'agarose
0.7% ; 1Kb lader ; ADN EdU* ; ADN EdU-.
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EdU+ (ng/uL) 602.6
EdU- (ng/pL) 409.2

Tableau 8 : Concentration de I'ADN génomique exiraite des échantillons des parasites marqués et non
marqués a I'EdU.

Ces ADN génomiques ont ensuite subi une réaction de chimie Click selon les
parameétres définis dans le Tableau 9 . Grace a I'ajout de cyanure, nous avons réussi
a montrer qu'il était possible de conserver l'intégrité de I'ADN génomique de
schistosome (Figure 41).

N° Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9
EdU + + + + + - - - -
Cut + + + + + + + - -
KCN + + - + + - - + -
(Cu*/KCN) (1:1) | (1:2) | (1:5) | (1:10) | (1:20) | (1:1) | (7:20) | (O:1) | (O:20)
(LM) 0.75 1.5 3.75 7.5 15 0.75 15 0.75 15
DNA (ng/pL) | 34.7 10 72.7 29.1 21 21 64.2 36.5 20.5

Tableau 9 : Concentration de I'ADN génomique obtenue aprés la réaction de chimie Click pour chaque
milieu réactionnel.

EdU + + + + + - - - -

Cut (uM) 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0 0
KCN (uM) 0,75 1,5 3,75 7,5 15 0,75 15 0,75 15 Ctrl
(Cu*: KCN) (1:1) (1:2) (1:5) (1:10) (1:20) (1:1) (1:20) (0:1) (0:20) EdU”
| eem—— |

Figure 41 : Résultat de I'électrophorése sur gel d’agarose 0.7% des ADN apreés la réaction de chimie Click
et de neutralisation au cyanure de potassium. 1Kb lader ; ADN marqué EdU* et Cu*:KCN (1:1); ADN
marqué EdU* et Cu*:KCN (1:2) ; ADN marqué EdU* et Cu*:KCN (1:5) ; ADN marqué EdU* et Cu*:KCN (1:10) ;
ADN marqué EdU* et Cu*:KCN (1:20) ; ADN marqué EdU* et Cu*:KCN (1:1) ; ADN marqué EdU* et Cu*:KCN
(1:20) ; ADN marqué EdU* et Cu*:KCN (0:1) ; ADN marqué EdU* et Cu*:KCN (0:20) ; Contréle avec ADN
EdU- d’origine ; 1Kb lader.
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En effet, on constate que pour tous les tubes contenant du cyanure, on observe un
effet protecteur. Etonnamment, on constate que dans les échantillons EAU-, I'action
du cyanure reste limitée lorsque que les ratios cuivre : cyanure sont égaux (1:1). En
effet, I'ADN génomique a subi une forte dégradation dans cefte condition. En
revanche avec un rapport (1 : 20), I'intégrité de I'ADN a été conservée. De plus, le
cyanure ne provoque pas de dégradation de 'ADN génomique comme le montre les
témoins sans cuivre ((0: 1) et (0:20)).

Enfin, bien que I'on constate une préservation de I' ADN génomique et que I'on arrive
a obtenir plus de matériel génétique que dans la premiere méthode sur matériel fixe,
on constate que les quantités d’ADN génomique récupérées apres I'étape de
précipitation sont relativement faibles et trés variables (moyenne = 34.41 ng/uL +
21.02). Cette variabilité est certainement due aux pertes lors des lavages successifs
I’éthanol.

Malgré cette perte de matériel génomique, nous avons réussi a montrer qu'il était
possible de conserver l'intégrité de I'ADN solubilisé lors d’'une chimie Click grace a
une nevutralisation de la réaction avec du cyanure de potassium a des rapports (1 :
10) et (1 : 20).

Il reste maintenant & prouver que la chimie Click sur de I’ADN solubilisé est
fonctionnelle et & vérifier que I'on peut quantifier cette ADN marqué & I'EdU en
plague ELISA, avant de tenter une étude de viabilité sur les parasites en culture in vitro
de type boite de Pétri ou microfluidique.
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Lors de la culture des vers en boite de Pétri, les flux dans le milieu de culture sont le
résultat du déplacement des schistosomes et/ou de I'agitation de la boite de Pétri par
le manipulateur lorsqu’il déplace les plaques de culture. La diffusion passive (et donc
lente) est le seul phénomene moteur du transport des molécules. Ceci favorise une
accumulation des déchets autour du tégument des parasites [204], [205]. Dans le cas
de la métabolisation du glucose, une accumulation d’'acide lactique et une baisse
du pH se produit autour du tégument [206], entrainant sa dégradation avec le temps.
A contrario, la concentration en glucose autour du parasite diminue fortement. Cette
déplétion en glucose conduit les parasites a se déplacer vers une zone de plus forte
concentration mais leur déplacement permanent augmente leur consommation en
glucose ce qui a pour conséguence de renforcer cet effet.

Chez I'hote, les sites de ponte des schistosomes se frouvent dans un environnement
vasculaire aux contraintes d'espace compris entre 50 um & plus de 600 um de
diametre [149], dans lequel circule du sang & la composition en molécules chimiques
et entités cellulaires relativement stables (pH, concentration en érythrocytes,
concentration en glucose, concentration en albumine, concentration en cholestérol,
et autres). De plus, ces fluides sont perpétuellement renouvelés [186], ce qui permet
aux parasites d'évacuer leurs déchets (par advection) dans la circulation sanguine
(acide lactique ou les sous-produits de I'hnéme non consommés comme le fer par
exemple) [207], avant d'étre pris en charge par le foie ou par les autres organes du
systeme veineux.

Les questions qui se posent alors sont :

e Est-ce que la mise en circulation du milieu de culture dans un systeme
microfluidique de type veinules mésentériques & un impact sur la viabilité des
parasites par rapport & de la culture in vitro classique 2

e Est-il nécessaire aux parasites d'étre maintenus dans un environnement aux
contraintes d’espace de type veinules mésentériques ou est-ce qu'une puce
microfluidique monocanale est-elle suffisante 2

Les dispositifs microfluidiques en PDMS ont été fabriqués en utilisant des moules réalisés
suivant deux meéthodes. La premiere méthode visait a développer des circuits
microfluidiques aux canaux rectangulaires en utilisant de la résine époxy exposée par
photolithographie conventionnelle sur substrat silicium. La seconde méthode, la
photolithographie diffuse [208], permet de réaliser des circuits microfluidiques dont la
section des canaux est semi-circulaire (circuits 3D).
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Dans cette partie, on présente I'ensemble des procédés utilisés dans la fabrication
des moules et des circuits microfluidiques.

5.1.1.1 Photolithographie conventionnelle :

Les masques de lithographie commandés (Heidelberg, 2.5 Pouces, Germany) étaient
des lames de verre de 0.3 mm d'épaisseur recouvertes en surface par 300 nm de
chrome (Cr), protégé par de la résine positive S1818 (Figure 42).

51818
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Figure 42 : Masque de photolithographie en chrome sans motif et protégé par de la résine positive $1818.

Ceux-ci ont été nettoyés avec de I'eau désionisée (DI) et séchés avec un pistolet &
azote avant d'étre photolithographiés avec une machine dédiée (Heidelberg
instruments, MLA150, Germany). Pour tous motifs souhaités sur de la S1818 (KAYAKU,
Microposit, S1818, JAPAN), la résine a été exposée avec une longueur d’onde de 405
nm et avec une puissance de 150 mJ/cm? [209] (Figure 43).

Heidelberg UV Exposure 405 nm

S1818
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Figure 43 : Etape de photolithographie de la résine présente sur le masque par des UV de 405 nm.

Immédiatement aprées I'insolation, les masques sont développés au moins 30 secondes
dans un bécher contenant un développeur organique MF26 (KAYAKU, Microposit, MF-
26A Developer, JAPAN) puis ont été rincés a I'eau DI et séchés au pistolet a azote
(Figure 44).
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Figure 44 : Etape de développement de la résine par du développeur MF26 afin de libérer le chrome.

Apres une vérification au microscope optique de la présence et des dimensions des
motifs transférés dans la résine S1818, les masques sont placés dans un bécher
contenant une solution chimique gravant le chrome (SIGMA-Aldrich, 651826-500ML,
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USA) et d’eau DI dans les proportions suivantes (1 : 2) jusqu’a la disparition totale du
chrome non recouvert par la résine [210] (Figure 45). Une fois gravés, les masques ont
été rincés a I'eau DI puis séchés au pistolet a azote.

51818
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Figure 45 : Etape de gravure liquide du chrome non recouvert par la résine par la solution de gravure
chimique du chrome.

Une fois que les masques ont de nouveau été contrdlés par microscopie optique, la
résine S1818 restante a été retirée par trempage dans un bain d’'acétone (Figure 46).
Les masques ont ensuite été rincés a I'eau DI puis séchés au pistolet d azote avant
d’étre stockés dans une boite de Pétri jusqu’d leur utilisation pour une lithographie.

P—_—q Cr
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Figure 44 : Etape de retrait de la résine $1818 du masque I'acétone

Pour chaque architecture de puce microfluidique, un substrat de silicium de 355 um
d’'épaisseur (Sil'tronix Silicon Technologies, Siltronix wafer de silicium poli sur une face
de diametre 76,2 mm d’épaisseur comprise entfre 355 et 405 micrometres fabriqués
par un procédé CZ, France) a été nettoyé a I'eau DI et séché au pistolet & azote. 10
um de couche d'accroche en résine négative KMPR (KAYAKU, KMPR, JAPAN) [211],
[212] a été déposée par enduction centrifuge a 3000 tr/min pendant 30 secondes
avec une accélération de 500 tr/min/s, puis cuite a 100 °C pendant 7 minutes. La
résine a ensuite été fotalement exposée aux ulfra-violets (365 nm) pendant 60
secondes via une lampe UV de 7.3 mW/cm? (SUSS MicroTec, MJB4 Mask Aligner,
Germany) (Figure 47).

UV exposure : 365 nm

A 2 A 2 2 <

Figure 47 : Etape de lithographie par ultra-violets (365 nm) sur résine négative KMPR ayant été déposée
par enduction centrifuge et cuite au préalable.

Puis, on dépose de la résine négative SU8_2100 (KAYAKU, SU8_2100, JAPAN) sur la
couche d’accroche en KMPR. Celle-ci est répartie sur tfoute la surface par enduction
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centrifuge avec une vitesse de 500 tr/min durant 10 secondes avant d’étre gjustée a
une hauteur de 200 um par une enduction centrifuge de 1500 fr/min de 30 secondes
[213] (Figure 48). Le substrat a ensuite ete déposé, pour un premier recuit (Soft Bake),
sur une plague préchauffée (Thermo, Dutscher, HP88857198, USA) a 65°C pendant 7
minutes. Aprés ce délai, la température de la plaque chauffante a été montée
jusqu'a 95°C avec des paliers de 15°C toutes les 10 minutes afin d'éviter I'apparition
de craquelures sur la résine [208]. Apres cela, la plaque chauffante a été arrétée et
le substrat a été retiré une fois la température de la plague en dessous de 25°C.

SuU8 2100
KMPR
Wafer Si

Figure 48 : Etape d'enrobage avec de la résine SU8 2100.

La surface résinée du substrat a ensuite été recouverte par un masque de lithographie
et exposée aux ultra-violets (365 nm) pendant 30 secondes avec une lampe UV d’'une
puissance de 7.3 mW/cm? (Figure 49).

UV exposure : 365 nm

$5$H5 S48

UV :365 nm

Mask

SU8 2100
KMPR
Wafer Si

Figure 49 : Etape de photolithographie conventionnelle de la résine SU8 2100, recouverte par un masque,
et exposée a des ultra-violets (365 nm).

Le substrat a ensuite été replacé sur une plaque chauffante préréglée a 65°C pour un
recuit post-exposition (Post Exposure Bake) de 5 minutes. La température a ensuite été
montée de 10 °C toutes les 10 minutes jusqu’'a atteindre 95°C pour poursuivre une
cuisson de 15 minutes. La plague chauffante a ensuite été arrétée et le substrat a été
retiré lorsque la température de la plague chauffante atteint une valeur inférieure a
25°C. Ensuite, le substrat a été développé dans un bécher avec un développeur
adapté a la résine SU8 (KAYAKU, SU8 developer, JAPAN) pendant au moins 30 & 45
minutes (Figure 50). Une fois la résine développée, le substrat a été rincé brievement
dans un nouveau bécher contenant ce développeur pour résine SU8 puis transféré
dans un bécher contenant de I'isopropanol (IPA) pour unringage final bref. Le substrat
a ensuite été séché au pistolet & azote puis placé sous microscope optique pour un
controle visuel des géométries réalisées dans la résine SU8.
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Figure 50 : Etape de développement de la résine SU8 2100 par un développeur adapté a la résine SU8
afin de révéler les structures finales qui serviront de moule pour le PDMS.

Une fois les motifs du moule contrdlés et validés, une étape de recuit a haute
température (Hard Bake) a été réalisée en placant le substrat sur une plague
chauffante préréglée a 65°C. La température est ensuite montée de 15°C toutes les
10 minutes jusqu’a 115°C. Au bout de 15 minutes, la plaque chauffante a été arrétée
et le substrat a été retiré lorsque la température de la plaque a atteint une valeur
inférieure a 25°C. Une fois que les motifs ont été inspectés au microscope électronique
d balayage (Hitachi, FE-SEM, Japan) et qu’'un contréle des hauteurs de résine a été
effectué au profilometre (KLA Tencor D-600), le substrat a été rangé dans une boite
de Pétri jusqu’a servir de moule pour le PDMS.

5.1.1.2 Photolithographie diffuse :

Les moules aux géométries semi-circulaires et aux hauteurs variables sont réalisés
directement sur un masque de lithographie. Ces masques ont été directement
fabriqués en salle blanche en utilisant des lames de verre (Cliniscience, 471222100,
France) pré-nettoyées a I'lPA et séchées au pistolet & azote. Un depdt de 300 nm de
chrome a été réalisé surl’'une des deux surfaces pour chaque lame de verre par dépobt
physique en phase vapeur (Physical Vapor Deposition : PVD) (PLASSYS, ME300, France)
(Figure 51).

ﬁ&
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Figure 51 : Etape de dépét de chrome sur un substrat de verre par une machine de PVD.

On a déposé ensuite de la résine S1818 par enduction centrifuge sur la face chromée
de chaque lame a 3000 tr/min/s pendant 30 secondes. Apres un recuit a 115°C
pendant 1 minute, la résine exposée aux ultra-violets par écriture directe avec
I'équipement Heidelberg en utilisant une puissance du laser de 150 mJ/cm? (Figure
52).
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Heidelberg UV Exposure 405 nm
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Figure 52 : Etape de photolithographie de la résine $1818 aux ultra-violets (405 nm).
La résine a ensuite été révélée dans un bécher rempli de développeur MF26 (Figure
53), rincée aI'eau DI et séchée avec un pistolet & azote.
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Figure 53 : Etape de développement de la résine $1818 avec du MF26.

Apres une étape de vérification des motifs révélés sur les lames chromées, les lames
ont été gravées dans un bécher contenant une solution chimique gravant le chrome
:eau DI (1:2)jusqu’d la disparition totale du chrome non protégé par la résine (Figure
54).
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Figure 54 : Etape de gravure liquide du chrome, non protégé par la résine, par solution chimique gravant
le chrome.

Les masques ont été nettoyés dans un bain d'acétone, rincés puis séchés au pistolet
a azote pour ensuite subir un nettoyage final par traitement HaSO4 : H202 (1 : 2) v/v
(SPM) (Figure 55).

P—_—q Mask

Figure 55 : Etape de retrait de la résine $1818 par un bain d'acétone suivi par un bain de SPM.

De la résine KMPR a été déposée par enduction centrifuge sur les masques chromés
a 3000 tr/min/s pendant 30 secondes puis cuite ad 100 °C pendant 7 minutes afin
d'obtenir une couche d'accroche de 10 um (Figure 56).
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Figure 56 : Etape d’enduction centrifuge de la résine KMPR sur le masque en verre pour servir de couche
d'accroche.

La totalité de la résine de chagque masque a été exposée aux ulira-violets (365 nm)
pendant 60 secondes & 7.3 mW/cm? (Figure 57).

UV exposure : 365 nm
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Figure 57 : Etape de lithographie intégrale de la résine KMPR par des ultra-violets (365 nm).

On a déposé ensuite par enduction centrifuge de la résine SU8_2100 & 500 tr/min/s
durant 10 secondes puis & 1000 fr/min/s pendant 30 secondes pour obtenir une
couche de 250 ym au-dessus de la couche mince de KMPR. Les masques résinés a la
SU8 ont ensuite été placeés sur une plagque chauffante pour un premier recuit a 65°C
pendant 5 minutes puis a 95°C pendant 45 min en respectant des paliers de 10 °C
toutes les 10 minutes (Figure 58).

SU8 2100
KMPR
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Opal diffuser

Figure 58 : Etape de fixation d'un diffuseur en opale sur la face arriére du masque, aprés le dépét de la
résine SU8 2100 par enduction centrifuge sur la résine KMPR.

Aprés cela, la plague chauffante a été arrétée et les masques résinés ont été retirés
une fois la température de la plague en dessous de 25°C.

Un diffuseur en opale (Edmund Optics Ltd, 02149, USA) a été placé en face arriere du
masque résiné puis exposé 15 secondes avec une puissance de 7.3 mW/cm? sur cette
méme face dans le but de réaliser une photolithographie diffuse dans la résine [208]
(Figure 59).
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UV exposure : 365 nm

Figure 59 : Etape de photolithographie diffuse de la résine SU8 2100. Ici, les ultra-violets (365 nm) sont
déviés par le diffuseur en opale.

Apres cela, les masques ont été retirés du diffuseur pour subir un recuit post-exposition
sur une plague chauffante a 65°C pendant 5 minutes. La température a ensuite été
montée de 10°C toutes les 10 minutes jusqu’a rester a 95°C pendant 15 minutes. La
plague chauffante a ensuite été éteinte et les échantillons ont été retirés de la plaque
une fois la température de la plaque en dessous de 25°C.

La résine des masques a ensuite été développée dans un bécher contenant un
développeur adapteé ala SU8 pendant au moins 2 heures afin de bien refirer les parties
de résine semi-lithographiées (Figure 60). Une fois développés, les masques ont été
rincés brievement dans deux nouveaux béchers de développeur SU8 puis d'IPA avant
d'étre séchés délicatement avec le pistolet d azote pour ne pas déformer la résine
devenue fragile a cause des 2 heures dans le développeur SU8.

KMPR
Mask

Figure 60 : Etape de développement de la résine SU8 2100 photolithographiée par lithographie diffuse via
le développeur SU8.

Les échantillons ont ensuite été placés sur une plagque chauffante & 65°C pour subir
un recuit haute température. La température a ensuite été montée de 10°C toutes les
10 minutes jusqu’a atfteindre 120°C, ou elle a été maintenue constante pendant 20
minutes. Une fois ce recuit terminé, la plagque chauffante a été arrétée et les
échantillons ont été retirés une fois la température de la plaque chauffante égale
celle de la salle blanche.

Les motifs des échantillons ont été contrdlés au MEB puis la hauteur des motifs a été
évaluée par profilometre. Ces échantillons ont été stockés dans des boites de Pétri
jusqu’a servir de moule pour le PDMS.

GIROD Vincent 73



5.1.1.3 Rédlisation des circuits en PDMS :

Le polydiméthylsilioxane (PDMS) (SYLGARD®, 184 Silicon Elastomer Kit, Dow Corning,
Midland, USA) est préparé de facon standard avec pour proportion en masse 10 : 1
d’'élastomere et d'agent de réticulation [214]. Les deux composants du PDMS ont été
mixés entre eux et dégazes dans une cloche sous vide. Le PDMS est ensuite coulé sur
les moules pour obtenir une hauteur d’environ 5 mm. Le PDMS est de nouveau dégazé
puis cuit dans un four a 95°C pendant 1 heure. Ce dernier est ensuite retiré du moule
et découpé pour isoler chaque circuit microfluidique. Le PDMS est enfin percé avec
un poincon de 1.5 mm de diametre (1.5mm, KAl Medical, Japan) pour créer les
entrées et sorties pour le milieu de culture et pour les parasites.

Le PDMS ainsi que des lames de verre ((Thermo Scientific, 3010, USA) ou (Cliniscience,
471222100, France)) sont ensuite nettoyés en salle blanche aux ultrasons dans un
bécher d'IPA durant 5 minutes, rincés dans de I'eau DI pendant 5 minutes et séchés
avec un pistolet d azote. Pour prévenir tout dépdt de particules avant I'étape de
collage du PDMS sur les lames de verre, les surfaces du PDMS sont recouvertes avec
du scotch (magic tape 810, Scotch, USA) [215]. Le PDMS et les lames de verre sont
stockés dans des boites de Pétri pendant une nuit afin de laisser s’évaporer le reste
d'IPA incorporé par les échantillons.

Le lendemain, le scofch est refiré, les surfaces de PDMS et de verre sont exposées 15
fois a un flux d’ozone créé par une décharge de corona (Elveflow, Corona SB, France)
puis joints entre eux pour un collage. Les circuits sont ensuite immédiatement placés
sur une plague chauffante a 110°C pendant 15 minutes pour favoriser le collage entre
les deux surfaces.

Des tubes de 0.5 ID (IBIDI, 10840, Grafelfing, Germany) en silicone, d'une longueur de
1.5 cm, sont introduits dans chague entrées/sorties des circuits puis scellés avec une
goutte de PDMS soigneusement déposée avec un cdne de pipette 10 uL. Les gouttes
de PDMS sont ensuite cuites en replacant les circuits microfluidiques dans un four a
95°C pendant 15 minutes. Enfin, le scellement des circuits est testé en perfusant de
I’eau DI a 500uL/minutes.

Les circuits sont stockés dans une boite de Pétri jusqu’a leur utilisation au CIIL.
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Durant cette étude, deux expériences en quadruplicas ont été effectuées en placant
10 couples de schistosome dans des puces microfluidiques ramifiées, des puces
monocanaux semi-circulaires et des plaques 6 puits pendant 1T mois avec du milieu
RPMI Horse. Deux jours avant I'acquisition des parasites et sous PSM, les puces
microfluidiques ont été lavées avec de I'éthanol 70% puis connectées a un circuit de
perfusion adapté au nombre d’'entrées/sorties des puces microfluidiques (Figure 61)
avec le matériel présenté dans le Tableau 10.

| Pompe péristaltique |
ITube de la pompe péristaltiquel | Valve ” LLM “ LLF | | Tube silicone |

—
T | [o7]
[T gy § o 1 T
x

s
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Tube PTFE | Puce microfluidique |
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Figure 61 : Circuit de perfusion a frois ports N°1 ; Ce premier circuit de perfusion débute par un réservoir
de stockage du milieu de culture (tube Falcon 15 mL) muni d'un couvercle a 2 ports (CAP). Dans I'un des
deux ports du CAP est introduit, avec un joint (1/4-28) et un connecteur de serrage (1/16 OD) (FA), 10 cm
d’un tube d’alimentation en PTFE (1/32 ID) de 45 cm (IT Input Tubing). Ce circuit se poursuit par un FA, un
adaptateur (1/4-28 unions) (FU), un connecteur (1/4-28 to 3/32) (FB) et un tube flexible (0.51 ID) qui
s'insére dans la pompe péristaltique. En sortie de ce tube, on a un FB, un FU, un FA, un tube en PFTE de 40
cm, un FA, une valve (Valve), un connecteur Luer Lock Male (LLM) et un connecteur Luer Lock Femelle
(1/4-28) (LLF) qui se branche sur I'entrée (Port d’entrée du milieu) de la puce microfluidique. Sur la puce
microfluidique, a la position du port d'intfroduction des vers (Port d’entrée des parasites) a été placé un
LLF muni d'un bouchon par lequel sont infroduits les parasites (Stock de vers). En sortie de la puce
microfluidique (Port de sortie du milieu), on frouve un connecteur (6-40 to 1/4-28) (FS), un FA, un tube de
retour en PTFE de 50 cm (OT Output Tubing) et un FA qui se connecte au dernier port libre du CAP, créant
ainsi un circuit fermé. Enfin, 7.5 cm du OT a été introduit dans le réservoir de milieu de culture afin qui soit
plongé dans le liquide.

Matériel : Référence du fabriquant

CAP : Couvercle des tubes Falcon DARWIN microfluidics, LVF-KPT-S-4, Paris,
France

FA : Connecteur de serrage (1/4-28) et joint | DARWIN  microfluidics, LVF-KFI-06,  Paris,

(1/16 OD) France

FU : Adaptateur (1/4-28 Unions) DARWIN  microfluidics, LVF-KFI-10, Paris,
France

FB : connecteur (1/4-28 to 3/32) DARWIN  microfluidics, LVF-KFI-06, Paris,
France

FS : Connecteur (6-40 to 1/4-28) DARWIN  microfluidics, LVF-KFI-08, Paris,
France

Connecteuren « Y » 0.8 mm ID IBIDI, 10827, Gré&felfing, Germany

GIROD Vincent 75



Valve : Valve DARWIN microfluidics, LVF-KMM-08, Paris,
France

LLM : Luer Lock méle IBIDI, 10826, Grafelfing, Germany

LLF : Luer Lock Femelle (1/4-28) DARWIN  microfluidics, CIL-P-618, Paris,
France

Tube flexible de la pompe péristaltique ISMATEC, SC0425, Wertheim, Germany

1.6 1D

Tube flexible de la pompe péristaltique ISMATEC, SC0005, Wertheim, Germany

0.511D

Tube de polytétrafluoroethyléne (Tube PTFE): | DARWIN  microfluidics, LVF-KTU-15, Paris,

tube 1/321D France

Tube enssilicone 0.5 1D IBIDI, 10840, Grafelfing, Germany

Pompe péristaltigue 8 voies ISMATEC, IPC-N8 ISM936 Wertheim, Germany

Tableau 10 : Table des références de I'ensemble du matériel utilisé pour fabriquer les différents circuits de
perfusion.

Les tfubes Falcon 15 mL ont été remplis avec 5 mL d’éthanol 70% et connectés aux
CAPs. Les tubes OTs des circuits ont été retirés des CAPS pour éfre intfroduits dans une
bouteille vide de 500 mL et le débit a été réglé a 0.1 mL/min. Aprés avoir consommé
tout I'éthanol, les circuits ont été rincés par deux fois avec de I'eau DI puis
conditionnés avec 5 mL de milieu RPMI Horse a un débit de 0.1 mL/min. Une fois que
les tubes Falcon ne contenaient plus que 2 mL de milieu RPMI Horse, les tubes OT ont
été reconnectés a leur CAPs et les tfubes Flacon de 15 mL ont été remplacés avec 4
mL de milieu RPMI Horse (5 mL total dans les circuits). Ce n'est qu’alors que les circuits
ont été placés dans un incubateur a CO2 (37°C, atmosphére humide, 5% CO2) et
connectés a la pompe péristaltique réglée a un flux de 50 uyL/min. De plus, pour
empécher la formation de bulle d’air dans les canaux des puces, celles-ci ont été
immergées dans des boites de Pétri contant de I'eau déionisée.

Les parasites ont ensuite été infroduits dans les puces comme décrit ci-apres.

La pompe péristaltique a été arrétée, les valves ont été fermées et les ports
d’'introduction des vers (Stock de vers) ont été ouverts (entre le LLM et le Luer Lock
CAP) afin y d'introduire les vers. Ici, une pointe de pipette de 1 mL a été raccourcie
de 0.5 cm environ pour prélever 10 couples de parasites dans les boites de Pétri et les
infroduire délicatement dans le LLM des ports d'introduction des vers.

Afin d'éviter d'infroduire des bulles dans les circuits durant la fermeture des ports
d’'infroduction des vers, les LLM ont été compensés en milieu (hors ou dans le LLM).

Les valves ont ensuite été ouvertes. Les circuits microfluidiques ont été replacés dans
leur incubateur & CO2 (37°C, atmosphere humide, 5% CO2), tout en réimmergeant les
puces dans les boites de Pétri rempli d'eau désionisée neuve afin de limiter encore
une fois la formation de bulles dans les canaux. Le débit de la pompe péristaltique a
été réglé a 50 uL/min.

En parallele, deux expériences en quadruplicas ont été réalisées en boite de Pétri. 10
couples de parasite ont été introduits dans des plagues 6 puits avec 5 mL de RPMI
Horse avant d’'étre placés dans le méme incubateur que les schistosomes en culture
microfluidique.
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Le jour du démarrage de la culture puis toutes les 24 heures, les puces microfluidiques
et les plaques ont été observées avec le banc ci-apres (Figure 62) afin d'évaluer la
viabilité des parasites.
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Figure 62 : Banc de mesure B composé d’'un microscope inversé (NIKON, TS-100, Japon), d'un objectif 4X
et d’'un moniteur d’'enregisirement d'image.

La qualification de la viabilité des schistosomes a été réalisée suivant les mémes
criteres que pour I'expérience précédente (Voir le rappel ci-dessous et/ou la partie
3.1.2 Méthode de maintien et d’évaluation des parasites en boite de Pétri).

e E2: Eftat normale du parasite (Capacité d’'adhésion des ventouses, plus
mouvement actif du parasite, plus déplacement du parasite, plus intégrité du
tégument conservé).

e El: Etat dégradé (Perte d'adhésion des ventouses, ou réduction du
mouvement du parasite, ou immobilité du parasite, ou tissus dégradés du
parasite)

e EO: Mort du Schistosome (Immobilité du parasite et/ou obscurcissement des
tissus).

Enfin, apres chaque observation, 4 mL de milieu ont été renouvelés dans chaque
dispositif (pour la microfluidique, le milieu est changé en arrétant la pompe et en
changeant les tubes Falcon avec 4 mL avant de remettre le débit en route). De plus,
au bout de 24h de culture, les puces sont retirées des boites de Pétri contenant de
I'eau désionisée afin d'éviter I'apparition de bactéries & la surface de nos systemes
microfluidiques. Enfin, 24h apres l'infroduction des parasites dans les puces
microfluidiques, les valves du Port d’enfrée du milieu ont été ouvertes tandis que les
valves des Ports d'entrée des vers ont été refermées.

Apres la culture, le logiciel de statistique RStudio a été utilisé pour corriger les erreurs
d'observation, pour normaliser les données en pourcentage, pour calculer les valeurs
moyennes, pour calculer les écarts types et pour tracer les graphiques (Voir I'annexe :
9.2.2 RStudio pour I'étude comparative entre la culture en microfluidique et en boite
de Pétri).
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En boite de Pétri, les parasites sont maintenus dans un systeme clos mettant en jeu un
volume fixe renouvelé ponctuellement par le manipulateur. Le faible taux de diffusion
qui s’y produit, associé a une métabolisation trés active du glucose provoque une
accumulation d'acide lactique [206], [216] et de déchets métaboliques [204], [205],
[217] autour des vers (sous-produits de I'hneéme non consommés comme le fer par
exemple) [204]. Cette acidification locale autour du tégument des vers entraine alors
la dégradation de ces derniers au fur et d mesure du temps. Dans ce contexte, la
microfluidique offre la possibilité d’observer si la génération d’un flux circulant autour
des parasites (par lavage) améliore leur survie. Toutefois, pour comparer ces deux
méthodes de maintien, le milieu de culture dans les circuits microfluidiques doit
permettre une accumulation des déchets identique a celle que I'on observe en boite
de Pétri, tout en produisant ce flux circulant autour du tégument des schistosomes.
Pour permettre cela, les dispositifs microfluidiques doivent étre branchés en circuits
fermés. Parmi les systémes de pompe qui existent, trois sont les plus couramment
utilisés en microfluidique : la pompe & air comprimé, le pousse seringue et la pompe
péristaltique. Etant donné que la pompe a air comprimé ne permet pas la mise en
place d'un circuit fermé et que le pousse seringue demande une mise en ceuvre plus
complexe (type pont de Wheatstone) [218] qu'avec une pompe péristaltique, il a été
choisi de travailler avec une pompe péristaltique avec nos dispositifs microfluidiques.
De plus, ce modeéle de pompe offre également la possibilité de travailler en circuit
ouvert de facon simple si cela s’avere nécessaire.

Ensuite, il a fallu trouver une méthode pour introduire les parasites dans une puce
microfluidique. Durant la conception de nos modeles de puces et de nos systemes de
perfusion (tubes de raccord entre la pompe péristaltique et la puce microfluidique),
deux techniques distinctes ont été envisagées.

La premiére technique consistait d introduire les parasites par le port d'introduction en
milieu de culture (situé sur la puce microfluidique) afin que les schistosomes soient
entrainés dans la puce par la circulation. Toutefois, les parasites étant capables de
remonter a contre-courant face & des débits de plus de 1 L/min chez leur héte [173],
[175]-[177], nous avions craint que ces derniers remontent dans les fubes de perfusion
et qu'ils se retrouvent potentiellement écrasés par les galets de la pompe péristaltique
ou bien dans les réservoirs de milieu.

La seconde méthode d’introduction consistait a différencier le port d’entrée du milieu
de culture, du port d'entrée des schistosomes en réalisant un circuit de perfusion et
une puce microfluidique munie de 3 ports (i.e. : un port d'entrée en milieu de culture,
un port d'entrée pour les parasites et un port de sortie du milieu de culture). Dans ce
cas, I'infroduction des parasites peut se faire de facon active (en enfrainant les
parasites avec le milieu) ou de facon passive en déposant simplement les parasites
dans un port d'introduction, puis en scellant cette derniere de maniere définitive.
Comme mentionné précédemment, une technique active peut entrainer un risque
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de remontée des parasites en direction de la pompe péristaltique. Il a donc été
privilégié, au début de la thése, une technique d'infroduction passive, en réalisant le
circuit de perfusion a trois ports N°1 présenté ci-aprées (Figure 63).

| Pompe péristaltique |
ITube de la pompe péristaltiquel | Valve ” LLM “ LLF | | Tube silicone |

Luer lock CAP

[T gy § o 1 T

s
=)

Tube PTFE | Puce microfluidique |

LLF

LTI
1

Figure 63 : Structure du circuit de perfusion a trois ports N°1 ; Ce premier circuit de perfusion débute par
un réservoir de stockage du milieu de culture (fube Falcon 15 mL) muni d'un couvercle a 2 ports (CAP).
Dans I'un des deux ports du CAP est introduit, avec un joint (1/4-28) et un connecteur de serrage (1/16
OD) (FA), 10 cm d'un tube d'alimentation en PTFE (1/32 ID) de 45 cm (IT Input Tubing). Ce circuit se poursuit
par un FA, un adaptateur (1/4-28 unions) (FU), un connecteur (1/4-28 to 3/32) (FB) et un tube flexible (0.51
ID) qui s’insére dans la pompe péristaltique. En sortie de ce tube, on a un FB, un FU, un FA, un tube en PFTE
de 40 cm, un FA, une valve (Valve), un connecteur Luer Lock Male (LLM) et un connecteur Luer Lock
Femelle (1/4-28) (LLF) qui se branche sur I'entrée (Inlet) de la puce microfluidique. Sur la puce
microfluidique, a la position du port d'infroduction des vers, a été placé un LLF muni d'un bouchon par
lequel sont introduits les parasites (Stock de vers). En sortie de la puce microfluidique (Outlet), on trouve
un connecteur (6-40 to 1/4-28) (FS), un FA, un tube de retour en PTFE de 50 cm (OT Output Tubing) et un
FA qui se connecte au dernier port libre du CAP, créant ainsi un circuit fermé. Enfin, 7.5 cm du OT a été
introduit dans le réservoir de milieu de culture afin qu'il soit plongé dans le liquide.

Enfin, aprés avoir décidé de la technique d'infroduction des parasites, un premier
prototype de puce microfluidique en PDMS a été réalisé sur un moule développé par
photolithographie conventionnelle (200 um de hauteur) [219] puis monté sur double
lamelle de verre afin d’offrir aux schistosomes une chambre d'introduction large et
une topologie de ramifications proches des veinules mésentériques présentes in vivo
[149] (Figure 64).

Pour I'introduction des parasites, les couples de schistosomes sont soigneusement
déposés dans le Luer lock CAP (Figure 63) afin qu’ils pénetrent par eux-mémes et/ou
par décantation dans la chambre d’introduction (Figure 64). De plus, pour se prémunir
de toute remontée des parasites dans le systéeme de perfusion (en direction de la
pompe péristaltique), la chambre d'introduction et le port d'entrée du milieu de
culture ont été isolés par un répartiteur et un piege a bulles composés de canaux de
50 um de large.
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Figure 64 : Géométrie de la puce N°1. Ce circuit microfluidique, réalisé sur moule développé par
photolithographie conventionnelle, posséde une hauteur des canaux de 200 um. Le milieu de culture est
introduit dans ce circuit par un port d’entrée du milieu de culture mesurant 500 um de diamétre. Il est relié
a un piége a bulles par un canal de 200 um de large. Ce piége a bulles est une chambre rectangulaire
de 7.4 mm de long pour 7.1 mm de large, munie en enirée et en sortie de 8 canaux de 50 um de large.
Celvi-ci est connecté par un canal de 200 um de large au répartiteur de milieu de culture situé en amont
de la chambre d’intfroduction des parasites. De forme rectangulaire et aux angles arrondis, cette
chambre d'intfroduction mesure 10 mm de long pour 23.8 mm de large et est supportée par 3 piliers de 1
mm de diameétre. Elle est équipée sur ses deux flancs, de renfoncements en demi-cercle de 5 mm de
diamétre, dont un est percé pour introduire les vers (Port d’entrée des parasites). Sur la partie centrale de
la puce microfluidique se situent plusieurs canaux, basés sur la géométrie des veinules mésentériques
présentes in vivo [149]. Ces modéles de veinules débutent par trois canaux de 400 um de large, qui se
divisent en 6 canaux de 200 um de large, avant de se subdiviser enfin en 12 canaux terminaux de 100
um de large. Afin de récupérer les ceufs pondus dans la chambre collectrice d'ceufs, tout en empéchant
la sortie des vers de la zone ramifiée, des éiranglements ont été ajoutés au bout des 12 canaux terminaux.
La taille de ces derniers a été rédvite a 50 um de large. La chambre de collecte des ceufs, placée apres
les ramifications, mesure 23,87 mm de large pour 3 mm de long. Elle est munie d'un arrondi de 4,66 mm
qui sert de sortie pour le milieu de culture (Port de sortie du milieu).

GIROD Vincent 80




Avec cette puce microfluidique, nous avons montré que les parasites pénétrent bien
par eux-mémes et/ou par décantation dans la chambre d’introduction avec notre
méthode passive, sans qu'aucun d’enfre eux n'aient subi la moindre dégradation
(Figure 65).

Figure 65 : Photographie de la puce microfluidique N°1 et zoom sur le port d’intfroduction de couples de
vers lors de l'infroduction passive des schistosomes (microscopie optique X4, banc de mesure B).

Une fois que les schistosomes sont présents dans la chambre d’'introduction, ceux-ci
se déplacent dans les ramifications a I'aide de leur ventouse orale et ventrale ainsi
que par reptation (péristaltisme), conformément a ce qui est observé in vivo (Figure
66) [145], [162].
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Figure 66 : Déplacement d’un schistosome male avec la ventouse orale et ventrale dans un canal de 200
um de large (microscopie optique X20, banc de mesure B).

Dans les canaux larges de la puce microfluidique (400 um & 200 um de large), nous
avons observé que les parasites utilisent essentiellement leur ventouse orale et ventrale
pour se déplacer, tandis que le reste du corps des vers (la queue) restait relativement
immobile (passive) (Figure 67).

I
400 pm

Figure 67 : Déplacement d’'un couple de schistosome dans un canal de 200 um. Ici, le mdle utilise uniquement les ventouses
orale et ventrale tandis que la queue reste relativement passive (immobile).

A\

A conftrario, dans des canaux étroits (D < 200 ym), les parasites utilisaient également
une méthode de déplacement par reptation (péristaltisme) avec le reste de leur
corps (Figure 68 et Figure 69), comme cela a été observé dans le systeme
microfluidique de S. Zhang [145].
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Figure 68 : Déplacement d'un schistosome male par reptation (péristaltisme) dans un canal de 100 um et
représentation graphique binaire de la propagation de I'onde de péristaltisme du tégument (microscopie
optlique X20, banc de mesure B ; a) Image et représentation graphique a To (0 = faible amplitude de
I'onde du péristaltisme; 1 = forte amplitude de I'onde du péristaltisme) ; b) Image et représentation
graphique a Tas; ¢) Image et représentation graphique a Tss; d) Image et représentation graphique a Tss.
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Figure 69 : Schistosome male seul, profitant de I'absence d'une femelle pour ouvrir son canal
gynécophore et se déplacer par péristaltisme dans un canal de 200 um (microscopie optique X20, banc
de mesure B).

Avec cette puce microfluidique, il a également été possible de maintenir la formation
de couples de schistosomes dans un environnement contraint et d’'observer leur
déplacement pendant plusieurs jours contrairement a des observations faites in vivo
chez le rongeur (quelques heures) (Figure 70).

Female

200 pm

Figure 70 : Couple de schistosomes dans un canal microfluidique de 200 ym de large (microscopie
optique X10, banc de mesure B).

Dans notfre environnement microfluidique, les femelles se déplacent dans les canaux
de faible diametre (D < 100 um) pour y déposer leurs oceufs, en accord avec les
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observations in vivo [220]. Pendant ce phénomeéne, la femelle vient bloquer la
circulation du milieu dans le canal. Une fois les ceufs pondus, la femelle libére le canal
et les ceufs sont soit bloqués dans le canal microfluidique avec leur éperon planté
dans le PDMS, soit entrainés en aval de la puce microfluidique par la circulation du
milieu de culture (Figure 71).

a) b) > i
250 ym / JI— 500 ym

Figure 71 : Femelle schistosome s’infroduisant dans un canal de 100 pm pour y pondre des ceufs et
obstruant le canal microfluidique aprés la ponte ; a) Image d'une femelle introduite dans un canal de
100 um pour y pondre des ceufs (microscopie optique X10, banc de mesure B) ; b) Accumulation massive
d’ceufs de schistosome (entre 50 a 100 oceufs) aprés le passage de la femelle dans le canal. Les ceufs ont
provoqué une obstruction dans le canal de 100 um (microscopie optique X4, banc de mesure B).

Les ceufs emportés en aval du canal (Figure 72) forment un amas dans le passage de
100 um de large (a gauche). Aprés I'étranglement de 50 um de large, les ceufs sont
également plantés dans le PDMS (a droite), obstruant d'autant plus le passage du
milieu de culture. Cette accumulation d'ceufs dans les canaux de petite section
augmente la pression au sein du milieu de culture et on observe un décollement local
du PDMS de la lamelle de verre. In vivo, on observe également un phénomene
d’hypertension de la veine porte hépatique induite par I'accumulation des ceufs
[170], [221].

Figure 72 : Accumulation d'ceufs de schistosome dans un canal de petite section de la puce microfluidique N°1. Ici, les
éperons de 6 ceufs sont plantés dans le canal de 50 um de large tandis que plus de 15 ceufs sont bloqués en amont du canal
de 100 pm (microscopie optique X20, banc de mesure B).

Cependant, durant le maintien des parasites dans ce systéme microfluidique, nous
nous sommes rendu compte que des femelles ne parvenaient pas a faire demi-tour
dans les canaux terminaux de la puce (D = 50 um) et qu’elles y restaient bloquées
aprés 5 jours de culture (Figure 73). Ce blocage des vers dans cette zone empéche
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alors le renouvellement en milieu de culture ainsi que I'élimination des déchets
produits par les vers. Ces deux facteurs enfrainent une dégradation rapide des
parasites bloqués (1 a 2 jours).

Figure 73 : Femelle schistosome bloquée dans un canal terminal de 50 um de la puce N°1 (microscopie
optique X20, banc de mesure B).

De plus, lorsque plus de 5 canaux microfluidiques de petite section étaient obstrués
par des vers et par des ceufs, la pression a I'intérieur du circuit venait & augmenter
jusqu'a générer des fuites entre le PDMS et la lamelle de verre.

Pour résoudre ce probleme, la puce microfluidique N°2 a été développée (Figure 74)
(réalisee par photolithographie conventionnelle et connectée au circuit de perfusion
a 3 ports N°1) en refirant les canaux de 50 um, en diminuant la longueur des
ramifications et en ajoutant une arborescence symétrique afin d'éviter que les
schistosomes ne se bloquent. De plus, cette structure permet avantageusement de
mimer |I'organisation des veinules du rectum. En effet, cette zone anatomique est
naturellement renconfrée par les schistosomes lors de leur migration dans le systeme
vasculaire (zone connectée enfre le systeme porte hépatique et le systeme rénal,
voir : Figure 25 du chapitre 2.2 L'anatomie de la veine porte hépatique et des veines
mésentériques) [158]. De plus, une grille anti-évasion munie d’un arrondi a été ajoutée
en amont de la chambre de sortie du milieu de culture afin de permettre aux parasites
de faire demi-tour et qu'ils ne s’y bloquent pas.
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Figure 74 : Géométrie de la puce N°2. Egalement réalisé par photolithographie conventionnelle et d’'une
hauteur de 200 um, ce circuit réversible en flux comprend une chambre d'introduction rectangulaire aux
angles arrondis de 10 mm de long pour 16.7 mm de large. On y retrouve en son centre une entrée (Port
d’entrée du milieu) entourée d’'un piége a bulle circulaire de 5,5 mm diamétre avec 16 ouvertures de 50
Mm de large. On frouve sur les flancs de la chambre deux demi-cercles de 5 mm de diamétre, dont le
plus éloigné de I'entrée est percé pour servir de port d'intfroduction des vers (Port d’entrée des parasites).
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Dans la partie centrale du circuit, on trouve des ramifications en forme de veinules. Ces ramifications sont
réparties sur 35 mm de long et présentent un axe de symétrie centrale. Ces ramifications commencent a
la base de la chambre d’intfroduction par un canal de 400 um de large qui se divise en 2 nouveaux
canaux de 300 um large. Ces canaux se divisent ensuite en 4 canaux de 200 yum de large avant de se
subdiviser en 8 canaux de 100um de large. On trouve a I'extrémité basse des ramifications la chambre
de sortie du milieu de culture. Elle est de forme carrée de 10 mm de c6té et aux angles arrondis. Elle est
constituée par une grille qui empéche les schistosomes de s’échapper de la puce mais qui laisse passer
les ceufs. Celle-ci est composée de plusieurs piliers rectangulaires de 500 ym de long pour 200 um de
large, chacun espacé de 50 um. En revanche, pour permetire aux vers de faire demi-tour, le centre de
la grille posséde un arrondi. Enfin, le port de sortie (Port de sortie du milieu) est placé au centre du second
piége a bulle de 5,5 mm de diamétre situé au milieu de la chambre de sortie.

Toutefois, bien que les ouvertures de la grille soient composées de canaux de 50 ym
de large, nous avons observé que des femelles schistosomes arrivaient a traverser
celle-ci apres 7 jours de culture, et ce, en ayant subi de forts dommages sur le
tégument (Figure 75).

Figure 75 : Image MEB de la grille anti-évasion présente sur le moule en résine SU8 de la puce N°2, sur
laquelle est rapportée la localisation du cliché (microscopie optique X10, Banc de mesure B) montrant
une femelle qui s’échappe de la grille aprés 7 jours de culture. Ici, on observe des cellules du tégument
qui se sont détachées du vers lors de son déplacement en sortie du canal de 50 um.

La puce microfluidique N°3 (Figure 76) a été développée en modifiant la structure de
la grille anti-évasion tout en augmentant la surface disponible dans les ramifications
pour les parasites.
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Figure 76 : Géométrie de la puce N°3. Toujours réalisée par photolithographie conventionnelle et d'une
hauteur de 200 um, cette puce réversible en flux commence par une chambre d'infroduction
rectangulaire aux angles arrondis de 10 mm de long pour 20.46 mm de large. On trouve au cenire un
port d’entrée (Port d'entrée du milieu) entouré d’un piége a bulles de forme circulaire, a I'image du circuit
N°2, de 5,5 mm de diamétre. Ce piége a bulles est composé de 16 ouvertures de 50 um. On trouve sur
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les flancs de la chambre d'infroduction deux demi-cercles de 5 mm de diamétre dont un est percé pour
servir de port d’'intfroduction des vers (Port d’entrée des parasites). Au centre du circuit, on tfrouve plusieurs
ramifications aux dimensions de veinules mésentériques, organisées sous la forme de 16 carreaux. Ce
motif mésentérique est divisé en 4 zones. En zone A ou A’, on refrouve 2 canaux de 400 um de large, en
zone B ou B’, 4 canaux de 300 um de large, en zone C ou C’, 8 canaux de 200 um de large et en zone D
ou D’, 16 canaux de 100um de large. On trouve la chambre de collecte des ceufs (Chambre collectrice
d’ceufs) a I'autre extrémité des ramifications. Elle est de forme rectangulaire, mesure 800 um de long pour
12.7mm de large et peut éire percée pour accueillir une sortie dédiée a I'extraction des ceufs. Elle est
suivie d'une grille située en amont de la chambre de sortie. Cette grille mesure 600 um de long pour 12.7
mm de large, et est composée de 19 voies qui empéchent la sortie des parasites du systéme fluidique.
Chacune de ces voies débutent par un canal de 20 ym de large qui se sépare pour former un motif en
forme de « M ». Les deux canaux centraux de ce « M » mesurent 15 um de large a leur entrée et 20 um
de large a leur sortie et alimentent la chambre de sortie. La chambre de sortie est une chambre de forme
rectangulaire aux bords arrondis de 50 mm de long pour 15,47 mm de large. Elle est munie d’'un piége a
bulle en forme de demi-cercle. Ce pieége a bulle est composé de 9 ouvertures de 50 um de large et est
percé en son centre pour créer un port de sortie (Outlet).

Dans cette puce microfluidique, il a été constaté que ce nouveau modéle de grille
avait une grande efficacité pour empécher I'évasion des parasites pendant une
période de 15jours. Toutefois, certains parasites ne s’infroduisaient pas dans les parties
ramifiées mais restaient dans la chambre d'infroduction, empéchant ainsi
I'observation de la viabilité des parasites dans un environnement contraint de type
veinules. De plus, comme cette puce était montée sur double lame de verre et qu’a
cette époque notre fournisseur de lame avait arrété la vente de ce type de
consommable, il a fallu s'’adapter pour que les puces microfluidiques tiennent sur une
simple lame de microscopie.

Enfin, plusieurs problémes d’introduction de bulles d’air ont été constatés suite au
décrochage du Luer lock CAP du circuit de perfusion a 3 ports N°1. En effet, de I'air
s'infroduisait dans le systéme suite O des erreurs de manipulation de ce dernier,
(probleme de serrage du Luer lock CAP ou détachement de ce dernier du PDMS).

Afin de disposer d'un systéme microfluidique tenant sur une lame simple de
microscope, la puce N°4 (Figure 77) a été développée avec le méme modele de grille
que la puce N°3 et respectant uniquement la vasculature d'une veinule de la veine
porte hépatique (capillaires, veines, capillaires). De plus, il y a été ajouté des canaux
de 50 um sur les extrémités latérales, afin de limiter le passage de vers et surtout pour
observer siles ceufs peuvent étre stockés dans la chambre collectrice en amont de la
grille.
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Figure 77 : Géométrie de la puce N°4. Cette puce microfluidique parfaitement symétrique et réversible
en flux a été réalisée soit sur moule développé par photolithographie conventionnelle, soit par
photolithographie diffuse. Elle est composée en amont et en aval de deux chambres identiques a celle
de la chambre de sortie de la puce N°3. L'une de ces deux chambres a été utilisée comme port d’entrée
(Port d’entrée du milieu) et I'autre comme port de sortie du milieu de culture (Port de sortie du milieu).
Elles sont suivies ou précédées par une chambre de récupération des ceufs, qui est identique a celle de
la puce N°3. Les parasites sont introduits via I'un des deux renfoncements latéraux situés au centre de la
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puce (Port d’entrée des parasites). Dans cette partie centrale, on trouve des ramifications aux dimensions
des veines mésentériques. Elles permetient d'observer les parasites uniqguement dans un micro-
environnement contraint de type veinules. Ces ramifications ont été divisées en 4 zones miroir. En zone
A/A’ se trouvent les canaux dédiés au passage des oeufs puis en zone B/B’, C/C’ et D/D’ se frouvent les
canaux dédiés au déplacement des vers. Les zones A et A’ sont constituées de canaux d'une largeur de
50 ym, les zones B et B’ de canaux de 100 um de largeur, les zones C et C’' de canaux de 200 ym de
largeur et enfin les zones D et D’ de canaux de 400um de large. Entre chaque changement de zone,
I'intégralité des canaux sont reconnectés entre eux afin de toujours permetire un écoulement homogéne
dans I'ensemble des ramifications du dispositif (si un ou plusieurs canaux sont obstrués par la présence
de parasites ou d’amas d’'ceufs). De plus, pour empécher le passage des schistosomes dans les canaux
de la zone A et pour empécher le passage des ceufs a travers la grille, la technique de photolithographie
diffuse a été utilisée pour réduire la hauteur de ces canaux. Lorsque ce circuit est réalisé par
photolithographie diffuse, la section des canaux est de forme semi-circulaire. La hauteur minimale est
obtenue dans les canaux de 15 ym de large avec 30 um de hauteur et la hauteur maximale est obtenue
dans les canaux de 400 um de large avec 200 um de hauteur. Dans le cas d'une photolithographie
conventionnelle, la section de tous les canaux est de forme rectangulaire et leur hauteur est de 200 um.

Enfin, pour éviter tout probleme d’introduction d’air suite aux problémes de fermeture
du Luer lock CAP avec le circuit de perfusion a 3 ports N°1, il a été décidé de passer
d’'une méthode d’introduction passive des schistosomes a une méthode active, bien
gu'il existe unrisque de remontée des parasites en direction de la pompe péristaltique
(Figure 78). Toutefois, ce nouveau circuit de perfusion est resté sur une caractéristique
a 3 ports (circuit de perfusion & 3 ports N°2).

LLF |LLM | | Valve | | Tube silicone I

fmi'

Connecteur Y | | Stock de vers |

I Pompe péristaltique I
y

IR | Tube de la pompe péristaltique |

Puce microfluidique |

Tube PTFE

Figure 78 : Circuit de perfusion a 3 ports N°2 ; Ce second circuit de perfusion est la version finale dédiée
aux puces microfluidiques a 3 ports. Il débute comme précédemment par un réservoir de stockage du
milieu de culture (tube Falcon 15 mL) muni d’un couvercle (CAP). Dans I'un des deux ports est introduit,
avec un FA, 10 cm d’un tube IT en PTFE de 45 cm. Ce circuit se poursuit par une FA, un FU, un FB, un tube
flexible (0.51 ID) qui s'insére dans la pompe péristaltique. En sortie de ce tube branché a la pompe
péristaltique, on trouve un FB, un FU, un FA, un tube en PTFE de 40 cm, un FA, un FS et un tube en silicone
de 3 cm (0.5 ID). A ce niveau du circuit, on frouve un connecteur en « Y » (« Y ») qui permet de diviser le
circuit en deux sources d’alimentation. Ces deux divisions sont composées d'un tube en silicone de 5 cm
(0.5 ID), d'un LLF, d’'un LLM, d'une Valve, d'un LLM et d'un LLF. La premiére division permet la circulation
du milieu de culture et est reliée a I'entrée du milieu de culture (Port d’entrée en milieu). La seconde
division permet a la fois I'infroduction des parasites et la circulation du milieu. Dans cette seconde
division, les parasites préalablement placés a la pipette entre LLF et LLM (Stock de vers). Enfin, cette
division est branchée au port d’'entrée dédié a l'infroduction des vers (Port d’entrée des parasites) dans
la puce microfluidique. En sortie de la puce microfluidique (Port de sortie des parasites), on trouve un LLF,
un LLM, une Valve, un tube OT en PTFE de 50 cm et un FA qui se connecte au dernier port libre du CAP.
Enfin, 7.5 cm du tube OT a été introduit dans le réservoir de milieu de culture afin qu'il soit plongé dans le
liquide.
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Pour s'assurer que les parasites ne puissent pas remonter en direction de la pompe
péristaltique avec ce nouveau circuit de perfusion, il a été choisi de fermer la valve
reliée au port d'entrée du milieu de culture et d’ouvrir la valve dédiée a I'introduction
des parasites pendant une période de 24 heures. Passé ce délai, la valve reliée au
port d'entrée du milieu de culture a été ouverte et la valve dédiée a I'intfroduction
des parasites a été fermée jusqu’a la fin des expériences (25 Jours). Avec ce protocole
d'infroduction, on constate qu’'aucun parasite ne remonte dans le circuit de
perfusion, mais surtout que tous les parasites ont toujours migré en direction des
ramifications de la puce microfluidique. Enfin, plus aucune bulle n'a été introduite
dans les puces microfluidiques avec ce type de circuit de perfusion (circuit de
perfusion & 3 ports N°2), ce qui nous a permis de valider notre systeme d’'introduction.

Apres avoir développé la puce microfluidique N°4 et le circuit de perfusion a 3 ports
N°2, un banc de mesure (banc de mesure C) et d'enregistrement pour observer les
parasites en temps réel a été concu avec du matériel optique prété par le LIMMS
(Figure 79). Ce dernier est muni d'un bain-marie réglé a 37°C pour réguler la
température du milieu de culture, d'une seconde pompe péristaltique et d'un
macroscope (NIKONe, SMZ 18, JAPAN) réglé a 0.75X, muni d’une caméra (NIKONe, DS-
FI3, JAPAN), d'un objectif 0.5X (NIKONe, P2-SHR plan APO, JAPAN) et d'un moniteur
d'enregistrement.

Camera

Macroscope
SMZ 18 e
I Pompe péristaltique Objectif 0,5x ;
g
-— a’,
= |V
cal [T]]

Dalle LED
Bain-Marie :
37°C
Tube PTFE

Figure 79 : Banc de mesure C composé d’un bain-marie réglé a 37°C, d'une seconde pompe péristaltique
et d'un macroscope (NIKONe, SMZ 18, JAPAN) réglé a 0.75X, muni d’'une caméra (NIKONe, DS-FI3,
JAPAN), d’un objectif 0.5X (NIKONe, P2-SHR plan APO, JAPAN) et d’'un moniteur d’enregistrement.
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Les résultats obtenus lors de nos premieres études de maintien des vers ont permis de
montrer que les parasites utilisaient tout I'espace disponible dans la puce N°4 lorsque
celle-ci est réalisée par photolithographie conventionnelle (200 um de haut). Dans ce
circuit, les ceufs sont stockés dans la chambre collectrice prévue a cet effet. A l'aide
de ce systeme, il a été possible d'observer pour la premiére fois la formation d'un
couple (Figure 80), la séparation de couples (Figure 81), la ponte d'une femelle
schistosome et le déplacement de parasites dans un environnement contraint de type
mésentérique (Figure 82).
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Figure 80 : Formation d'un couple de schistosome dans la puce N°4 (succession de clichés extraite d’'une
vidéo prise avec le banc de mesure C) ; a) To mdle et femelle séparés ; b) T2moss la femelle s’est retournée
et s’approche du male ; c) Tsmios la femelle passe sous le mdle ; d) Tsmiss début de la formation du couple.
Ici, la femelle dépasse le male mais se retrouve en partie dans le canal gynécophore ; €) Trmaes le mdle
redescend dans le canal pour préparer une contraction ; f) Tymsss début de la contraction du male pour
raffermir le maintien du couple ; g) Tsmois contraction du male pour former le couple. h) Tem2os fin de la
contraction du male et couple formé.

GIROD Vincent 94



s2 ) |o2
C.)) L

3.2 d';?
e e S
d"(\,% - <(§ |

1000 pm 1000 ym

Figure 81 : Séparation d'un couple de schistosomes dans la puce N°4 (succession de clichés extraite
d'une vidéo prise avec le banc de mesure C) ; a) To couple de schistosome ; b) Tomoss décontraction du
canal gynécophore du mdle; c-f) T.comszs, T.dimi1s, T.€imiss, T.fimiss, sortie de la femelle du canal
gynécophore ; g) Timzzs fin de la séparation du couple ; h) Tamsos la femelle se déplace dans la puce
microfluidique.
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Figure 82 : Ponte d'une femelle schistosome dans les canaux microfluidiques de la puce N°4 (succession
de clichés exiraite d'une vidéo prise avec le banc de mesure C) ; a) ToL'ceuf de la femelle se trouve dans
ootype de la femelle ; b) Tomass L'ceuf remonte de I'ootype vers un pore génital ; c) Tomsas I'ceuf a atteint le
port génital de la femelle. d) Tomsss mouvement de téte de la femelle, ) Tomsss contraction de la femelle
pour expulser I'ceuf du port génital ; f) Tomsss instant de la ponte de I'ceuf ; g) Tomsss I'ceuf est pondu dans
la puce microfluidique ; h) Timoos nouvel ceuf formé dans I'ootype.

GIROD Vincent 95



Enfin, il a été possible de maintenir les parasites dans de bonnes conditions pendant
plus de 15 jours lors de nos essais de culture. Toutefois, passé ce délai, les parasites ont
eu tendance a régresser en taille et surtout en largeur [27]. Ce phénomeéne associé a
leur forte capacité & s'aplatir et & s'étirer font que les femelles arrivaient a traverser
les canaux de 50 um de large pour 200 ym de haut mais surtout a se loger dans les
grilles anti-évasion de 20 ym de large pour 200 um de haut (Figure 83).

150 pm

Figure 83 : Photographie d’une femelle schistosome traversant la grille anti-évasion de 20 um de large,
prise au microscope 10X (banc de mesure B).

Pour essayer d’empécher une nouvelle fois I'évasion ou le blocage des vers dans les
canaux des puces microfluidiques, il était une nouvelle fois nécessaire de diminuer la
section les canaux de la grille anti-évasion. Toutefois, ne pouvant pas réduire
davantage la largeur des canaux de la grille (15 um minimum pour 200 um de haut)
sans risquer une dégradation des moules en résine SU8 lors de la préparation du PDMS,
le seul parametre sur lequel il était possible de faire un ajustement était la hauteur des
CANAUX.

L'une des solutions envisagées était de réaliser des moules avec une hauteur moins
grande. Toutefois, on souhaitait rester en mesure d’'observer des parasites dans des
canaux avec des sections de type veinules (hauteur et largeur des canaux supérieur
ou égale a 200 um).

La seconde solution envisagée a été de réaliser des moules avec plusieurs hauteurs
de résine via une succession de photolithographie conventionnelle sur plusieurs
étages de résine SU8 (Figure 84).

Cependant, cette méthode demande plusieurs étapes d'alignements et plusieurs
etapes de cuissons. Ces successions d’étapes génerent un risque non négligeable
d’apparition de défauts sur la résine (craquelures).
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Figure 84 : Schéma illustrant la réalisation de plusieurs hauteurs de résine par photolithographie
conventionnelle. Ici, un premier étage en résine SU8 2005 est réalisé par photolithographie (dépét en
résine SU8 2005, enduction centrifuge, recuit, lithographie, recuit et développement) puis un second
étage est réalisé avec la méme technique en utilisant de la SU8 2050 (plus épaisse).

La troisieme possibilité, qui a été retenue, consiste a réaliser, avec de la résine SU8,
des canaux semi-circulaires a havuteur variable via une technique de
photolithographie diffuse développée par M. Fenech et al [208]. Cette technique
consiste a placer la résine SU8 directement sur le masque en chrome puis a réaliser &
travers un diffuseur, une photolithographie diffuse sur la face arriere de ce méme
masque. L'exposition diffuse dans une épaisseur de résine homogene fransparente
par la face arriere conduira a une réticulation graduelle, plus ou moins profonde, en
fonction du temps d'exposition et des ouvertures présentes sur le masque de
lithographie (Figure 85).

T

B NAIN
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SUB200 110KV 36 4mm x25 LMUL) 02/128/2020

Fenech and al

Figure 85 : lllustrations du principe de photolithographie conventionnelle et de photolithographie diffuse
selon M. Fenech et Image MEB des moules en SU8 obtenues par photolithographie diffuse et par
photographie conventionnelle sur le modéle de la puce microfluidique N°4 ; a) Schéma de principe des
deux méthodes de photolithographie provenant de I'article de Fenech et son équipe [208] ; a-1) Méthode
de photolithographie diffuse ; a-2) Méthode de photolithographie conventionnelle ; b-1) Images MEB des
structures rectangulaires obtenues sur les moules par photolithographie conventionnelle ; b-2) Images
MEB des structures semi-circulaires obtenues sur les moules par photolithographie diffuse ; c) Localisation
des structures prisent au MEB sur le géométrie de la puce microfluidique N°4.
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Comme notre masque en chrome était déja réalisé et que cette technique s’effectue
en une seule étape de photolithographie, le seul parametre qui permettait de
modifier la hauteur des futurs canaux était le temps d’exposition. Il a fallu ajuster ce
temps d’exposition pour, soit définir une hauteur maximale pour les canaux les plus
larges, soit définir une hauteur minimale pour les canaux les plus étroits. Comme
I’élément bloquant jusqu’a présent était la hauteur des canaux qui constituent la grille
anfi-évasion, j'ai donc ajusté le temps d’exposition jusqu’a atteindre une valeur de 15
secondes (7.3 mW/cm?) afin obtenir une hauteur de 30 um dans les canaux de la grille
(20 ym) (Figure 85).

Une fois ce type de moule réalisé (Figure 86), les premiers résultats obtenus avec la
puce N°4 semi-circulaire (puce 3D N°4) ont montré que les schistosomes ne
parvenaient plus a s'échapper de la partie centrale des puces et qu'ils ne se
bloquaient plus dans la grille anti-évasion aprés plus de 15 jours de culture.

\\

Figure 86 : Photographie du moule de la puce 3D N°4, en résine SU8, réalisé par photolithographie diffuse.

Une fois que le modele de puce microfluidiqgue mimant la géométrie de veinules
mésentériques a été validé, la fabrication d’'une puce microfluidiqgue monocanal a
été entreprise afin de déterminer si une culture dans des canaux de section de type
veinules avait un avantage par rapport a une puce aux dimensions beaucoup plus
importantes ou a une boite de Pétri. Une puce microfluidique N°5 a été réalisée par
photolithographie conventionnelle en se basant sur la forme d’'une boite de Pétri de
34.8 mm de diamétre (Figure 87).
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Figure 87 : Géométrie de la puce microfluidique N°5. Cette puce microfluidique simple est basée sur la
forme d'une boite de Pétri de 34.8 mm de diamétre. Ce circuit microfluidique de forme circulaire est
réalisé par photolithographie conventionnelle pour obtenir une hauteur de 200 um. Cette structure est
soutenue par 5 piliers de 2 mm de diamétre. L'un est disposé au centre et les autres suivant une
organisation sectorielle présentant un angle de 90°. Quatre autres structures de soutien de forme
circulaire ont été placées sur les parties haute, basse, droite et gauche de la puce microfluidique. Ces
structures mesurent respectivement 3 mm de diamétre intérieur et 3.5 mm de diamétre extérieur. En leur
cenire, chacune des quatre structures a été percée pour servir soit de port d’entrée (Port d’entrée du
milieu de culture et des parasites) ou de sortie du milieu de culture (Port de sortie du milieu). Pour les deux
ports d’entrée situés a gauche et en bas de la puce, 4 ouvertures de 1 mm ont été réalisées sur les deux
structures circulaires pour laisser entrer les vers dans la puce microfluidique. Pour les deux ports de sortie,
32 ouvertures de 25 um de largueur ont été réalisées sur la structure afin de servir de grille anti-
échappement pour les vers lors de I'évacuation du milieu de culture.

GIROD Vincent 99



Pour permettre la circulation du milieu de culture dans cette puce microfluidique &
quatre ports, un circuit de perfusion a été réalisé en se basant sur le circuit de perfusion
a 3 ports N°2 (circuit de perfusion a 4 ports) (Figure 88).

[ LF | [um] | valve | I Tube silicone I

I Pompe péristaltique |

—

e

Tube PTFE

| Puce microfluidique |

Figure 88 : Circuit de perfusion a 4 ports. Ce circuit de perfusion est dédié a la puce microfluidique N°5 (2
entrées et 2 sorties). Il débute par un réservoir de stockage du milieu de culture (tube Falcon 15 mL) muni
d’un couvercle (CAP). Dans I'un des deux ports est introduit, avec un FA, 10 cm d'un tube IT en PTFE de
45 cm. Ce circuit se poursuit par une FA, un FU, un FB, un tube flexible (0.51 ID) qui s'insére dans la pompe
péristaltique. En sortie de ce tube branché a la pompe péristaltique, on trouve un FB, un FU, un FA, un
tube en PTFE de 40 cm, un FA, un FS et un tube en silicone de 3 cm (0.5 ID). A ce niveau du circuit, on
trouve un connecteur en « Y » (« Y ») qui permet de diviser le circuit en deux sources d’alimentation. Ces
deux divisions sont composées d'un tube en silicone de 5 cm (0.5 ID), d’un LLF, d'un LLM, d’une Valve,
d'un LLM et d'un LLF. La premiére division permet la circulation du milieu de culture et est reliée a I'entrée
du milieu de culture (Port d’entrée en miliev). La seconde division permet a la fois I'intfroduction des
parasites et la circulation du milieu. Dans cette seconde division, les parasites sont préalablement placés
a la pipette entre LLF et LLM (Stock de vers). Enfin, cette division est branchée au port d’entrée dédié a
I'introduction des vers (Port d’entrée des parasites) dans la puce. En sortie, les deux tubes reliés aux (i.e. :
ports de sortie du milieu) sont connectés a un « Y ». Aprés le « Y », le circuit est complété par un tube en
silicone de 5cm, un LLF, un LLM, une Valve, un tube OT en PTFE de 50 cm et un FA qui se connecte au
dernier port libre du CAP. Enfin, 7.5 cm du tube OT a été infroduit dans le réservoir de miliev de culture
afin qu'il soit plongé dans le liquide.

Apres plus de 15 jours d’essais de la puce microfluidique N°5, nous n’avons constaté
aucune dégradation des vers et aucun schistosome n’est parvenu a se bloquer dans
les grilles anti-évasions ou ¢ les traverser.

Suite aux résultats obtenus avec les différentes puces microfluidiques (voir synthese
dans le Tableau 11 ci-aprés), nous avons choisi de réaliser les études de viabilité des
schistosomes en microfluidique versus Pétri avec la puce ramifiée 3D N°4 et la puce
monocanal N°5 car elles permettent de maintenir les parasites pendant plus de 15
jours sans que ces derniers ne puissent s'en échapper. De plus, ces deux modeles de
puce se branchent a des circuits de perfusion qui empéchent l'infroduction d'air
confrairement aux autres puces.
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Puce N°1 N°2 N°3 N°4 N°4 3D N°5
e s e s Ramifiée Ramifiée Ramifiée Monocanal
Type Ramifiée Ramifiée s L s
symétrique | symetrique | symétrique ronde
Section Carrée Carrée Carrée Carrée Ronde Carrée
50>100> | 50> 100>
Tailles des | 400 > 200 > ‘2‘88 g ?88 7 | 400>300> | 200> 400 > | 200> 400> | o
canaux (um) 100 > 50 50 200> 100 | >200> 100 | >200> 100 '
> 50 > 50
Circuit de 3 ports N°1 | 3 ports N°1 | 3 ports N°1 | 3 porfs N°2 | 3 ports N°2 4 ports
perfusion P P P P P P
,C"Cl."i Non Non Non Oui Oui Non
reversible
Infroduction Passif Passif Passif Actif Actif Actif
des vers
Temps de 5 jours 7 jours 15 jours 15 jours >15 jours >15 jours
culture
Blocage dans .
Qui Non Non Non Non Non
les canaux
Blocage. dans - Qui Oui Oui Non Non
la grille
Autres Fuite du
N milieu et bulles d'air | bulles d'air - - -
problemes ..
bulles d’air
Circult Non Non Non Non Ovi Ouvi

sélectionné

Tableau 11 : Synthése des avantages et inconvénients de chaque puce microfluidique et présentation
des puces sélectionnées pour I'étude de viabilité des schistosomes en microfluidique versus Pétri.
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5.2.2 Viabilité des schistosomes en microfluidique au regard de la culture

classique en boite de Pétri

Apres avoir identifié et choisi le milieu de culture RPMI Horse comme étant le meilleur
milieu (voir : Chapitre 3 : Optimisation des milieux de culture en boite de Pétri), I'effet
d'une perfusion en continu du milieu de culture sur la viabilité des schistosomes a été
évalué. Ainsi, on a comparé la survie des parasites lorsqu'’ils sont cultivés en plague 6
puits « classique », dans la puce microfluidique ramifiée (puce 3D N°4) ou en puce
microfluidique monocanal (puce N°5) pendant une période de 25 jours (Figure 89).
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Figure 89 : Modéles de puces microfluidiques hébergeant des vers S. mansoni adultes; Puce 3D
N°4 : Puce microfluidique constituée d'un réseau de canaux imitant la vascularisation des veines
mésentériques ; Puce N°5 : Puce microfluidique monocanal de diamétre équivalent a celui d'une boite
de Pétri (34,6 mm de diamétre (9,6 cm?), 200 um de hauteur) et avec 5 piliers (p) ; Toutes les puces
possédent des ports d'entrée et de sortie pour le milieu de culture et un port d'entrée pour les vers. B :
Couples et vers séparés circulants dans la puce microfluidique 3D N°4 C1. C : Zoom sur les vers appariés.

Les résultats obtenus apres 25 jours de culfure (Figure 90) montfrent que le pourcentage
de survie des parasites reste supérieur a 90 %, quel que soit le systeme utilisé (90.00 %
t 1.76 dans la puce ramifiee (Vascular Circuit), 98.33 % + 0.96 dans la puce
monocanale et de 94.16 % £ 1.46 en boite de Pétri).
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Figure 90 : Taux de survie des schistosomes en fonction du temps pour différents modéles de culture :
puce vascularisée, puce monocanal et boite de Pétri; Survie = NST-EO » 100 ; NST: nombre de

schistosome total dans le systéme de culture ; E0 : Nombre de schistosome mort (Pour plus de détail sur
les calculs, voir I'annexe «9.2.2.1 Principe du programme N°2 »).

Cependant, lorsque I'on observe spécifiquement le faux des parasites en bonne santé
(Figure 91), c’est-a-dire, montrant une bonne capacité d'adhésion avec les
ventouses, des mouvements actifs, des déplacements et une intégrité du tégument
intact, on constate une différence notable entre les parasites maintenus dans circuits
microfluidiques et ceux en boite de Pétri. En effet, dans les circuits microfluidiques, le
pourcentage de parasite en bonne santé reste stable et élevé (83.75% + 1.57 en puce
ramifié et 93.33 % + 1.92 en puce monocanal), tandis qu'en boite de Pétri, cette valeur
diminue a partir du 15¢me jour pour atteindre un taux de 49.17 % + 8.08 en fin
d’expérience. Ceci démontre que la mise en place d'un flux circulant améne un
avantage trés significatif par rapport a la culture en boite de Pétri (Figure 90 et Figure
21).
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Figure 91 : Taux de schistosomes en état normal (bonne santé) en fonction du temps pour différents
modéles de culture : puce vascularisée, puce monocanal et boite de Pétri ; Bonne santé = NE—SZT x 100 ;
NST : nombre de schistosome total dans le systéme de culture ; E2 : Nombre de schistosome en bonne
santé (Capacité d’'adhésion des ventouses, plus mouvement actif du parasite, plus déplacement du
parasite, plus intégrité du tégument conservé) (Pour plus de détail sur les calculs, voir I'annexe
«9.2.2.1 Principe du programme N°2 p).
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De maniére surprenante, nous avons observé que le taux de parasite en bonne santé
diminue en boite de Pétri entre le jour 3 et le jour 5 (85.22 % + 4.11) avant de revenir
un niveau comparable a celui que I'on observe en puces microfluidiques (~100 %). Ici,
cette observation intervient soit suite a un stress lié au passage des parasites d'un
environnement au flux circulant (hdte vertébré) & un environnement au flux non
circulant, soit suite un stress lié a la méthode de transfert des schistosomes dans les
puits (utilisation d'une pince pour introduire les schistosomes dans les puits). D'ailleurs,
si on se focalise sur I'évolution du nombre de couple (Figure 92) pour cette méme
expérience, on constate également un effet juste apres I'infroduction des parasites.
Celui-ci se caractérise, pour les trois systémes de culture, par une chute du taux de
vers appareillés au jour 3, puis par une remontée de ce chiffre apres le jour 5 (80 %).
Ceci confirme qu'un stress intervient au moment de l'introduction des vers dans le
systéeme de culture (Figure 91et Figure 92).
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Figure 92 : Taux de schistosomes en couple en fonction du temps pour différents modéles de culture :
puce multicanaux, puce monocanal et boite de Pétri.

Au 10éme jour de culture (Figure 92), le nombre de vers appariés dans les trois systemes
de culture reste au-dessus des 80 % avec un meilleur résultat pour la puce monocanal
(83.33 % *+ 2.58 en boite de Péftri, 85.00 % + 3.27 en puce multicanal et 96.66 % = 1.94
en puce monocanal). En fin d’expérience, le nombre de couples en boite de Pétri
atteint 50 % * 4.18 contre 57.50 % * 3.47 en puce multicanal et 80 % * 3.33 en puce
monocanal. La diminution du nombre de couple dans la boite de Pétri semble étfre
corrélée avec la baisse de leur état de santé (Figure 91). En effet, ces vers se
désapparient a partir du jour 16 (Figure 92) avant d’'étre repérés comme étant en
moins bonne santé les jours 19 et 22 (Figure 91). Toutefois, cette observation n’est pas
la méme dans la puce multicanal (Figure 91 et Figure 92). Ici, le nombre de couples
diminue également & partir du jour 15 (Figure 92), mais I'état de santé de ces parasites
reste stable (Figure 91). Ce phénomene s'explique ici suite d la séparation naturelle
des couples, comme observé dans la Figure 81 (Partie 5.2.1 Développement des
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puces microfluidiques dédiées a la culture des parasites) et par le blocage des
femelles dans la chambre collectrice d’'ceufs, suite d leur régression et a leur passage
a travers les canaux de 50 um de large (Zone A’ de la puce 3D N°4) (Figure 93).
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Figure 93 : Blocage des schistosomes femelles dans la chambre collectrice d'ceufs suite a leur régression
en taille et leur passage a travers les canaux de 50 um de large. Image prise & I'aide du banc de mesure
C.

Enfin, avec cette expérience, nous nous sommes rendu compte qu'avec le temps, les
schistosomes avaient tendance & se retrouver dans la partie finale des puces
multicanaux 3D N°4 apres plus de 15 jours de culture. Ce constat nous a amenés a
émettre trois questions :

e Est-ce que les parasites se dégradent avec le temps dans nos dispositifs
microfluidiques bien que I'on y observe un bon taux de survie ¢

e Est-ce que les parasites ont tendance a glisser sur le verre et/ou le PDMS 2

e Est-ce que les parasites se fatiguent en essayant d’adhérer sur le verre et/ou le
PDMS ¢

Pour tenter de répondre & ces questions, nous avons décidé de mettre au point une
étude de I'adhésion des parasites sur différentes surfaces.
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é Chapitre 6 : Etude de I'adhésion des schistosomes sur différents revétement

de surfaces

Suite d notre étude de viabilité en puce microfluidique, nous nous sommes rendu
compte gu'avec le temps, les schistosomes avaient tendances a se retrouver dans la
partie finale des puces multicanaux 3D N°4 apres 15 jours de cultures. Bien que les
parasites maintenus dans ces dispositifs aient été évalués comme en tres bon état
pendant 25 jours, nous avons cherché a identifier la cause de ce phénomene. Trois
hypotheses ont été émises :

e Est-ce que les parasites glissent sur le verre et/ou le PDMS ¢

e Est-ce que les parasites se fatiguent en essayant d’adhérer sur le verre et/ou le
PDMS 2

e Est-ce qgu'un surfacage des puces microfluidiques est nécessaire pour
permettre aux schistosomes d’'adhérer dans les dispositifs et si oui, quel est le
revétement le plus approprié 2

Pour tenter de répondre a ces questions, nous avons décidé de réaliser une éfude
d'adhésion des parasites sur différentes surfaces en puce monocanal et pour
différents débits.

6.1 Matériel et méthodes

6.1.1 Puce microfluidique monocanal et circuit de perfusion

Pour cette expérience, une puce monocanal a été élaborée pour étudier I'adhésion
des parasites apres différents traitements de surface lorsqu’ils sont exposés a différents
débits (Figure 94).

58000 um

5000 um

Q

Cf Q

10000 ym

9y, %,
2

8000 um

Port d'entrée du milieu et des parasites Port de sortie du milieu et des parasites

Figure 94 : Géométrie de la puce microfluidique N°6 monocanal. Cefte puce d’une hauteur de 400 um
de hauteur a été réalisée sur un moule gravé par une fraiseuse a contrdle numérique. Elle est réversible
en flux et mesure 58 mm de long pour 10 mm de large. Elle est munie de deux arrondis de 10 mm de
diametre sur les extrémités gauche et droite. A une des exirémités, on frouve un port d’entrée qui permet
d’introduire les vers et du milieu de culture (Port d’entrée du milieu et des parasites). A I'autre exirémité,
on tfrouve un port de sortie des vers et du milieu de culture (Port de sortie du milieu et des parasites). Enfin,
pour maintenir la structure en PDMS, 7 piliers de 1 mm de diamétre ont été placés tous les 8 mm dans le
circuit.
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Cette puce a été étudiée afin de quantifier le nombre de vers qui se détachent de la
surface et pour mesurer la durée de leur séjour dans le microsysteme avant qu'ils ne
soient évacués par le flux (par le port de sortie du milieu de culture et des parasites).
C’est pourquoi, contfrairement aux autres puces étudiées précédemment, celle-ci ne
dispose pas de grille anti-évasion (afin d’éviter le colmatage d'une grille suite au
décrochage de parasites).

Pour perfuser le milieu de culture dans cette puce, le circuit de perfusion a 2 ports ci-
dessous a été concu a cet effet avec une technique d'introduction dynamique des
parasites.

I Pompe péristaltique |

| Tube pompe péristaltiaue | [ silicon tubing | [ttm] [ LLF |

e

l I = o 0o 0 o q_u'ﬁ":\o

| Puce microfluidique |

Tube PTFE

Figure 95 : Circuit de perfusion a 2 ports. On trouve un réservoir pour stocker le milieu de culture (tube
Falcon 15 mL) muni d’'un couvercle (CAP). Dans I'un des deux ports disponibles, on introduit 7.5 cm d'un
tube en PTFE de 45 cm de long (IT) que I'on fixe avec un FA. On trouve dans la suite du circuit en suivant
le sens du flux un FA, une valve et un port d'intfroduction des vers (Stock de vers) qui est connecté a
I'entrée de la puce (Port d’'entrée du milieu et des parasites) a I'aide d'un tube en silicone. On trouve
apres la sortie de la puce (Port de sortie du milieu et des parasites) un FS, un FA, un tube en PFTE de 40
cm, un FA, un FU et un FB. Sur le FB, on vient connecter le tube flexible de la pompe péristaltique (1.6 ID).
Enfin, le circuit se termine par un FB, un FU, un FA et un tube OT en PTFE de 50 cm muni d’un FA. Comme
cefte puce ne posséde pas de grille anti-échappement et qu'il ne faut pas réintroduire les parasites dans
le circuit, 10 cm du tube OT est introduit dans le CAP afin que la sortie en milieu de culture et en parasite
soit plus basse que le tube IT qui sert & l'introduction du milieu dans la puce.

Stock de vers

Pour fabriquer le moule des puces N°5 en PDMS, une plague d'aluminium a été
gravée avec une fraiseuse a commande numérique (Computer Numerical Control :
CNC) (MECANUMERIC, Charlyrobot DMC300, Marssac-sur-Tarn, France) sur une
profondeur de 400 um, avec un foret de 1 mm et un pas de gravure de 25 um. Pour
graver les motifs les plus fins, le foret de 1 mm a été changé par un foret de 0.2 mm et
on a gravé la zone centrale du moule sur une profondeur de 400 um avec un pas de
gravure de 10 um (Figure 96).

Une fois le moule gravé, celui-ci a été nettoyé en salle blanche dans un bécher d'IPA
et soumis aux ultrasons pendant 5 minutes avant d’'étre séché au pistolet & azote.

Pour réduire les défauts de surface et pour favoriser le détachement du PDMS lors des
étapes de démoulage, un dépdt de 2 um de Paryléne type C (SCS, 28804-46-8, USA)
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(biocompatible) (1.5 g de Parylene) a été réalisé sur tout le moule avec un
évaporateur (SCS LABCOTER, Indianapolis, PDS 2010, USA) [222]. Le moule a ensuite
été nettoyé en salle blanche avec de I'eau DI puis séché au pistolet a azote avant
d’étre stocké dans une boite de Pétri jusqu’a servir de moule pour le PDMS.

Figure 96 : Photographie d'un moule en aluminium réalisé par CNC et ayant subi un dépdt de Paryléne
type C.

6.1.3 Méthode de mesure de I'effet du surfacage des puces microfluidiques

sur 'adhésion des schistosomes

Pour chaque expérience d'adhésion, quatre surfacages de puces microfluidiques N°6
ont été réalisés : i) sans surfacage (Verre et PDMS), ii) avec des cellules adhérentes, iii)
avec du collagene de type I-A, iv) avec des cellules adhérentes et du collagéene de
type I-A.

1 d 2 semaines avant la réception de parasites frais, des cellules adhérentes de type
Madin-Darby Canine Kidney (ATCC, USA, p11, 2008) (MDCK) ont été mise en culture
avec 10 mL de milieu DMEM supplémenté de 10% de sérum bovin foetal, des acides
aminés non essentiels (Gibco, 11140-050, USA), de la biotine (Sigma, B4639, USA) et 1X
de ZellScheild® (ZellScheild®,13-0150, Germany) (milieu MDCK) [223]. Une fois que les
cellules sont en confluence (9/10¢me de la surface des plagques occupé par les cellules)
une dilution au dixieme a été effectuée. Tout le milieu de culture a été retiré des
plaques, 2 mL de trypsine y ont été ajoutées et les plaques ont été placées 10 a 20
minutes dans un incubateur sans CO2 (37°C, atmosphere humide) afin de digérer la
matrice extracellulaire (resuspension des cellules dans le milieu de culture). Une fois les
cellules suspendues, 8 mL ont été ajoutés dans les plaques de culture avant de
procéder a une dilution au dixieme dans de nouvelles plagues.

48 heures avant la réception de parasites et sous PSM, 2 puces ont été surfacées avec
du collagene. 250 yg/mL de collagene type I-A (FUJIFILM, Cellmatrix Type I-A, 631-
00651, Neuss, Germany) a été solubilisé dans une solution d'acide acétique 0.02 M,
avant d'étre injecté dans les puces a I'aide d'une seringue de 1 mL. Apres 3 heures
d’incubation d température ambiante, ces puces ont été rincées par 2 fois avec 3 mL
d'eau.
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Ensuite, toutes les puces ont été branchées a des circuits de perfusion a 2 ports afin
d’étre remplis en milieu de culture. Un des circuits avec une puce non surfacée et un
circuit avec une puce surfacée au collagene ont été remplis avec 10 mL de milieu
MDCK a un débit de 1 mL/min. Les deux autres circuits ont été remplis avec 10 mL de
RPMI/Horse.

Apres cela, les circuits ayant été remplis avec du milieu RPMI/Horse ont été branchés
a une pompe péristaltique a I'arrét dans un incubateur & CO2 (37°C, atmosphere
humide, 5% COz), tandis que les deux autres circuits ont été utilisés pour un surfacage
avec des cellules MDCK.

Pour procéder au surfacage avec les cellules MDCK, la circulation dans les deux
puces restantes a été arrétée, les valves ont été fermées, les circuits ont été ouverts &
I'entrée des puces et 10.000 cellules/ puces ont été introduites au moyen d’'une
seringue de 1 mL. Juste aprés l'injection et pour laisser le temps & la majorité des
cellules d’adhérer a leur nouvelle surface (Verre et PDMS ou Collagene), les circuits
ont été refermés puis déplacés pour éfre branchés pendant 3 heures a la pompe
péristaltique a I'arrét présent dans I'incubateur a CO2 (37°C, atmosphere humide, 5%
CO2). Enfin, toutes les valves des circuits ont été ouvertes et les puces ont été perfusées
avec un débit de 35 ulL/min jusqu’a la réception des schistosomes.

Le jour de I'acquisition des vers, 30 couples ont été introduits dans chacune des puces.
Elles ont été ensuite placées pendant 30 d 45 minutes dans I'incubateur a CO2 (37°C,
atmosphéere humide, 5% CO-) G un débit de 75 puL/min (Figure 97).

| Pompe péristaltique
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Figure 97 : Photographie du processus d'intfroduction des parasites dans les puces microfluidiques
monocanal. La pompe péristaltique vient aspirer le milieu de culture présent dans les réservoirs afin de
I'entrainer en direction des valves des puces microfluidique et permettre I'intfroduction des vers dans la
puce microfluidique. Ensuite, le milieu de culture passe & travers la pompe péristaltique avant de faire
son retour dans les réservoirs.
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Pour éviter que les vers ne se bloguent durant I'introduction et pour favoriser une
répartition homogene des vers a l'enfrée des puces, celles-ci ont été placées
verticalement pour laisser les couples entrer par gravité (« Stock de vers » et « Port de
sortie des vers et du milieu » placées en haut et « Port d’entrée des parasites et du
milieuy placée en bas) comme présenté sur la Figure 98.
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Figure 98 : Verlicalisation des puces microfluidiques durant l'infroduction des parasites. Ici, les vers
contenus dans le « Stock de vers » sont entrainés dans le « Port d’entrée des parasites et du milieu » de la
puce par décantation et par le débit. De plus, le « Port de sortie des vers et du milieu » étant placée plus
haut que le « Port d’entrée des parasites et du milieu », les parasites intfroduits aux seins de la puce ont
tendance a rester au plus prés de I'entrée durant cette étape de 30 & 45 minutes.

Apres I'introduction des parasites dans chacune des puces, celles-ci ont été placées
les unes aprés les autres sous le banc de mesure C afin de procéder au test d'adhésion
(Figure 99).

Figure 99 : Photographie du banc de mesure C lors de I'expérience d'adhésion des schistosomes sur
différents types de surfaces (voir la Figure 79 pour accéder au schéma de principe du montage).
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L'enregistrement vidéo du macroscope a permis de suivre en temps réel le
comportement des vers dans le canal microfluidique afin de quantifier le nombre de
vers qui se détachent de leur surface et pour mesurer la durée de leur séjour dans le
microsysteme avant qu'ils ne soient évacués par le flux. Pour moduler les conditions
d'écoulement, la pompe péristaltique a été programmée pour aspirer le milieu de
culture a différents débits : 1) 50 yL/min & 300 uL/min avec un pas de 50 yL/min chaque
minute ; 2) 300 uL/min a 1 mL/min avec un pas de 100 yL/min toutes les 2 minutes ; 3)
1 mL/min & 3,4 mL/min avec un pas de 200 yL/min toutes les 3 minutes.

Apres cette expérience, les vidéos ont été observées pour noter les temps de sortie
de chaque parasite, puis le logiciel de statistique RStudio a été utilisé pour normaliser
les données entre chaque puce en pourcentage, pour calculer les valeurs moyennes,
pour calculer les écarts types et pour tracer les graphiques (Voir I'annexe : 9.2.3
RStudio pour I'étude d’adhésion des parasites).

La capacité des couples de parasites & adhérer aux parois du systeme microfluidique
dépend de la géométrie du systéme microfluidique et du débit ainsi que de la nature
physico-chimique des parois constituant le canal de perfusion. En effet, in vivo, les vers
adultes se fixent majoritairement sur la paroi endothéliale des veines mésentériques a
l'aide de leurs ventouses orales et ventrales couplées d une action péristaltigue du
tégument [145]. Toutefois, dans les puces microfluidiques 3D N°4 dépourvues de
cellules, nous avons suspecté que les parasites glissent sur le verre et le PDMS ou qu'ils
se fatiguent en essayant d’adhérer & ces deux mémes surfaces. Cela nous a conduit
a examiner l'influence de différents revétements de surface sur la résistance des vers
face au flux en mesurant le temps de séjour des parasites dans un monocanal.

Afin de générer une puce avec un flux dynamique qui oblige les vers a se fixer aux
parois, NoOUs avons choisi une géomeétrie simple basée sur un canal pouvant héberger
un nombre suffisant de parasites (30 & 40 couples) pour améliorer la significativité
statistique de l'analyse. La puce devait étre suffisamment petite pour permetire
I'observation & la caméra. Ainsi, nous avons concu la puce microfluidique N°6 avec
un canal unique de 1 cm x 5,8 cm soutenu par 7 piliers pour éviter tout affaissement
de la puce (Figure 100.a).
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Figure 100 : Modéle de la puce microfluidique N°é utilisée lors de I'expérience d’adhésion. a) Rappel de
la géométrie de la puce microfluidique N°6 ; b) Simulation numérique (COMSOL) des contraintes de
cisaillement (WWS) représentées par le gradient de couleur (Pa.s) ; c) Couples de schistosomes, dans
une puce dontles surfaces internes sont recouvertes de collagéne, subissant un flux de (1 mL.min-1). Zoom
sur un couple de schistosomes dans cette méme puce : Mdles (3) et femelles (?) attachés a la surface
de la puce a l'aide de leurs ventouses orales (OS) et ventrales (VS).

Pour faciliter I'élimination des vers par le flux circulant, nous avons choisi une hauteur
de 400 ym pour le canal. Cette conception de puce a également permis une
intfroduction rapide, sire et facile des couples des parasites, tout en réduisant le plus
possible les manipulations successives, et donc le risque d'endommagement des
parasites.

Les débits générés dans notre systeme ont été simulés en utilisant une densité de 1007
kg/m3 et une viscosité dynamique de 0,958 mPa.s du milieu de culture [224]. Ici, le
(Tableau 12) donne les valeurs de la contrainte de cisaillement de paroi (WSS) (Pa),
de vitesse maximale d'écoulement (m.s!), du nombre de Reynolds et du gradient de
pression (Pa/m) obtenues pour différents débits.

Flow rate (ml/min) 0.05 0.30 1.00 3.40.
Wall shear stress (Pa) 0,002857 0,017179 0,058039 0,206380
Mean velocity (m/s) 0,000312 0,001871 0,006233 0,021129

Reynolds number 0,13 0,79 2,62 8,88

Pressure gradient 159375 957083 3193750  1089,7917
(Pa/m)

Tableau 12 : Propriétés d'écoulement calculées dans la puce microfluidique N°é a partir de simulations
COMSOL pour différents débits.
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Les simulations montrent que I'écoulement est laminaire (faible nombre de Reynolds).
La plage du WSS s’étend entre 0, 003 et 0, 206 Pa (Figure 100.b et Figure 101 a, b et c).
Ainsi, la gamme de débits utilisée dans notfre systeme reproduit les conditions du WSS
rencontrées par les vers dans le systéme sanguin humain et en particulier dans les
veines et les veinules mésentériques.

- O O
C e—
220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240
c)
[ >
T 10 (/5)
3 3,5 4 4,5 5 55 6

Figure 101 : Coupes transversales XY du dispositif microfluidique N°é montrant les résultats des simulations
COMSOL pour un débit de 1,00 ml/min ; a) Lignes de courant ; b) Pression mécanique (Pa) ; c) Vitesse
d’'écoulement du milieu de culture (m/s).

Enfin, nous avons montré que dans des conditions dynamiques, les vers obtenus post-
perfusion des hamsters se fixent fermement aux parois, avec une forte préférence pour
la surface vitrée (zone basse du dispositif), et résistent activement au flux (Figure 100.c).

La figure ci-dessous (Figure 102. a) représente le nombre de couples de schistosomes
présents dans la puce en fonction du débit pour les différents revétements utilisés
(verre brut, collagene, cellules MDCK ou cellules MDCK sur collagene).
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Figure 102 : Evolution du nombre de couples de vers en fonction des débits (mL/min) pour les différents
revétements dans les puces N°6, détermination des deux segments linéaires et régression linéaire du
premier segment ; a) Evolution du nombre de vers en couple dans les puces N°6 en fonction du débit
pour les différents revétements; verre brut et PDMS (Glass) ; collagéne (Collagen) ; cellules
MDCK (MDCK); cellules MDCK sur collagéne (MDCK + Collagen) ; b) Pourcentage de couple de vers
attachés en fonction des débits (mL/min) pour les différents revétements dans le dispositif microfluidique
aprés détermination de 2 segments linéaires basés sur les paramétres du Tableau 13 ; ¢) Pourcentage de
couples de vers attachés dans la puce microfluidique en fonction du débit pour différents revétements
de l'appareil microfluidique. Les lignes colorées correspondent a la régression linéaire obtenue sur les
premiers segments de données selon les parameétres du Tableau 14.

Lors de cette expérience, les résultats ont montré que la réponse des vers face au flux
est biphasique. En effet, une premiére réponse linéaire avec une pente négative a
été immédiatement observée pour les puces revétues de verre, verre + MDCK et
collagene + MDCK, avec une valeur de fransition sur les pentes se produisant a
environs 1,6 mL.min-! (Figure 102. b et c), (Tableau 13) et (Tableau 14).
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2 segments | Coll+MDCK Coll Glass+MDCK| Glass 1st segment

Y1 100.6 106.2 100.1 103.9 yO0 101.8} 116.1 101.8} 105.7
SEY1 0.8 1.3 1.3 1.4 Slope -22.1 -37.7, -56.3 -57.8
Y2 66.7 41.9 18.0 19.5 n sampling 16} 10 16} 16
SEY2 46.7 4.7 2.5 2.7 n-2 14 3 14 14
T1 1.6 2.2 1.4 1.4 SE Slope 0.9 2.3 2.1 2.4
SET1 2.2 0.2 0.1 0.1 t/sqr(n-2) 1.76 1.86 1.76 1.76
slope -21.2 -29.4 -57.2 -58.6 95%Conf 1.66 4.27, 3.69 4.18

Tableau 13 : Calcul des valeurs de transition (T1) Tableau 14 Détermination de la pente du

sur la base de la réponse biphasique observée
pour I'adhésion des vers sur du verre recouvert de
collagéne, des cellules MDCK ou les deux. Les
données ont été traitées a I'aide d'un ajustement
« Piecewise - linéaire a 2 segments » pour obtenir

détachement des parasites, en utilisant une
régression linéaire sur les données du premier
segment (Y1; T1) sur du verre recouvert de
collagéne, de cellules MDCK ou des deux, les
pentes de détachement des vers (en gras) ont été

les paramétres des premier et deuxiéme calculées a l'aide de SigmaPlot.

segments (Y1, Y2 ; T1). Ensuite, les paramétres de
urégression linéairen correspondants et la pente
ont été calculés. Les deux ajustements ont été
effectués a l'aide de SigmaPlot.

En revanche, la puce recouverte de collagene a été caractérisée par 100% de
résistance des couples de vers entre les valeurs 0 a 0,4 mL.min!. Ensuite, celle-ci est
caractérisée par une réponse linéaire de pente négative. Pour le revétement en verre
et en verre + MDCK, le nombre de couples de parasite expulsés (56 et 57 % de perte
par mL.min') est beaucoup plus important que pour les puces surfacées aux
collagéne et collagene + MDCK (38 et 22 % de perte par mL.min-').

Sur notre graphique (Figure 102. a, b, c), le plateau initial des puces collagenisées
suggere une adhésion initiale plus facile pour les schistosomes au démarrage de la
pompe péristaltique et lorsque le flux augmente. Suite a cela, nous avons essayé de
comprendre pourquoi une telle différence existe dans I'adhésion des parasites entre
les puces non surfacées et les puces surfacées par ce revétement. Un examen attentif
des puces au microscope a révélé que les vers agrippaient fermement la couche
cellulaire (MDCK et Collagéne + MDCK). Cependant, apres le démarrage de
I'écoulement sur les puces non recouvertes de collagene, cette couche cellulaire
"s'est décollée" sous la traction des ventouses et les vers n'ont pas pu se rattacher. De
maniere surprenante, ce phénomene de détachement cellulaire, lors d'une telle
traction par ventouse, a également été observé sur les puces revétues de collagene
+ MDCK, rendant la couche cellulaire hétérogene et expliquant probablement I'écart
type plus élevé dans les données par rapport aux simples puces surfacées uniquement
de collagene. Par conséquent et confre-intuitivement, ces données montrent qu'un
simple revétement de collagéne sur une surface de verre est suffisant pour favoriser
une adhésion robuste des schistosomes par leurs ventouses, alors qu'un revétement
cellulaire ne favorise pas une adhésion robuste et ajoute plutdt de la complexité sans
qu’il n'y ait d'avantage significatif.

Pour la suite des études, nous avons retenu un surffagage en collagene car plus simple
a mettre en oceuvre et permettant une adhésion de vers robuste et reproductible a un
débit de 1 mL.min-1. En effet, ce débit a permis une rétention de vers supérieure a 80
% et a permis I'élimination des vers faibles en quelgues minutes, tout en forcant les vers
en bonne condition & avoir une adhésion forte par les ventouses.
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7 Chapitre 7 : Etude de drogue anti-schistosome par le biais d’'un systéme

microfluidique monocanal

Chez I'hbte définitif, les couples de schistosomes adultes subissent en permanence
des confraintes fluidiques pouvant aller jusqu’a 1 L/min dans la veine porte hépatique
[173], [175]-[177]. Ce renouvellement perpétuel des fluides sanguins autour des
parasites lors de criblage de drogue in vivo provoque chez les parasites une
exposition homogeéne a la drogue (Figure 103.a). Or, lors de criblage en boite de Pétri,
le renouvellement proximal du milieu de culture contenant la drogue s'effectue
uniguement par les mouvements des vers et/ou par le manipulateur lorsque celui-ci
manipule les plaques de culture. Cette accumulation de déchets autour des vers
(acide lactique ou les sous-produits de I'néme non consommés comme le fer par
exemple) [204], [206], [207], limite la diffusion de la drogue, diminuant ainsi la quantité
absorbée, ce qui n'est pas de cas in vitro.

De plus, les études de criblages de drogues in vitro effectuées en boite de Pétri sont
le plus souvent réalisées sur 10 couples de vers maximum et observées par un
expérimentateur a I'aide d'un « score de gravité » a 3, 4 ou 5 niveaux [102]-[106] et
d'un banc de mesure de type A ou C (Figure 103.b). Cependant, ces analyses sont
sujettes aux échantillons de parasites sélectionnés au départ (difficile de déterminer si
des vers sélectionnés en début d’expérience sont mourants ou faibles). De plus,
I'analyse de I'état de santé des parasites est subjective, semi-quantitative, prend du
temps et les résultats peuvent varier considérablement d'un analyste a lI'autre et d’un
laboratoire & un autre [72], [108], [109].
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Figure 103 : Localisation physiologique des schistosomes chez leurs hbtes vertébrés et comparaison des
études de caractérisation de drogue en statique