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INTRODUCTION

Les thérapies régénératives font partie d’'un domaine méconnu mais prometteur de la
médecine qui fait appel aux cellules souches pour régénérer des lésions tissulaires. Certaines
études ont déja prouvé l'efficacité des cellules souches en médecine. La médecine
régénérative pose néanmoins des problématiques relatives aux effets secondaires et a
I’éthique de I'utilisation des cellules souches.

Les propriétés des cellules souches embryonnaires (CSE) qui présentent un intérét en
médecine régénérative sont I'autorenouvelement, qui est leur capacité de se reproduire a
I'infini, et la pluripotence, a savoirleur aptitude a se différencier en n’importe quelle lignée
cellulaire. Les étapes de prélevement et de développement des CSE sont cruciales pour leur
potentielle utilisation en thérapeutique. Une équipe de recherche a réussi a produire des
précurseurs neuraux dérivés de cellules souches embryonnaires chez le marmouset commun
(Callithrix jacchus), un petit primate non humain (Sasaki et al., 2005). La production de lignées
cellulaires nous permet d’imaginer leur utilisation pour le traitement de lésions considérées
aujourd’hui comme incurables, en particulier dans le domaine des affections neurologiques.

Compte tenu de I'augmentation du nombre d’accidents vasculaires cérébraux (AVC)
chez ’'Homme, des instituts comme I'Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
(INSERM) comprenant des unités de recherche telles que ToNIC (Toulouse Neurolmaging
Center, UMR 1214, Toulouse, France) travaillent pour élaborer des thérapies nouvelles.
L'unité ToNIC a développé un biomatériau non dégradable permettant de gérer le
développement de précurseurs neuraux obtenus a partir de CSE (Béduer et al., 2011 ; 2012).
Ce matériau, le PolyDiMethylsiloxane Substrate (PDMS), a été employé dans une étude chez
le rat et a permis I'amélioration de lésions cérébrales (Davoust et al., 2017). L'objectif de
I'INSERM est d’élaborer des thérapies régénératives permettant la récupération d’AVC ou
d’une autre lésion neurologique chez 'Homme.

Avant d’effectuer des essais sur 'Homme, il est nécessaire de passer par des modeles
animaux pour attester de I'efficacité et de I'innocuité des thérapies cellulaires expérimentales.
Le marmouset commun (Callithrix jacchus) est un petit primate non humain qui est intéressant
en tant que modeéle animal pour les expérimentations de neurosciences. |l présente en effet

des possibilités d’enregistrement physiologique, de surveillance comportementale et d’étude



du contrdéle moteur volontaire. De plus, certains dysfonctionnements neurologiques, comme
la maladie de Parkinson ou les AVC, sont modélisables chez le marmouset (Walker et al.,
2017).

L’équipe iDREAM (INSERM, Université Toulouse Il Paul Sabatier, Toulouse
Neurolmaging Center, UMR 1214, Toulouse, France, Dr. Isabelle Loubinoux) travaille sur un
projet consistant en l'implantation de CSE de marmouset commun, prédifférenciées en
précurseurs neuraux et associées au biomatériau PDMS, chez des individus de méme espéce
ayant subi des Iésions du cortex moteur, dans le but d’étudier le pouvoir thérapeutique des
CSE. Afin de suivre le devenir des CSE, I’équipe de recherche a besoin d’un outil de tracking
cellulaire.

Le tracking cellulaire peut se faire par des techniques in vivo (imagerie par résonance
magnétique, tomographie par émission de positons ou mono-photonique, fluorescence
optique, bioluminescence) ou post mortem (immunohistochimie, hybridation in situ). Ces
approches donnent des informations différentes et sont donc complémentaires. L’hybridation
par fluorescence in situ (FISH), dans le cadre du tracking cellulaire de cellules souches, est une
technique post mortem qui n’intervient pas lors du vivant des cellules a la différence des
techniques in vivo : c’est pourquoi la méthode FISH a été retenue. Les sondes que nous avons
élaborées dans notre étude sont dirigées vers les chromosomes sexuels (X et Y) : ce qui permet
de différencier les cellules males implantées des cellules de I'individu femelle receveur. La
présence/absence de chromosome Y suffit, a elle seule, pour distinguer les cellules implantées
des cellules de l'individu receveur, et évite de devoir modifier en amont les cellules

administrées.

Le but de notre étude est de fabriquer des sondes d’ADN marquées dirigées vers les
chromosomes X et Y du marmouset commun. Elles seront d’abord testées sur des lames
cytologiques contenant des cellules en métaphase, puis sur des lames histologiques. Ces
sondes pourront ensuite étre utilisées par I’'équipe iDREAM pour identifier, par FISH, des
précurseurs neuraux, obtenus a partir de cellules souches embryonnaires maéles, administrés
chez des individus femelles de la méme espéce. Ce travail a été réalisé sur la plateforme de
cytogénétique de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse, en collaboration avec M. Alain

Pinton et le Pr. Isabelle Raymond-Letron.
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1. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. CELLULES SOUCHES EMBRYONNAIRES ET MEDECINE REGENERATIVE

1.1.1. Définition d’une cellule souche embryonnaire

Le terme de « cellule souche » désigne une cellule indifférenciée capable a la fois de
générer des cellules spécialisées par différenciation cellulaire et de se proliférer indéfiniment
par mitoses. On distingue deux notions que sont la multipotence et I'autorenouvellement.

On différencie plusieurs types de cellules souches : elles peuvent étre totipotentes,
pluripotentes, multipotentes ou unipotentes. Les cellules souches totipotentes sont issues des
premieres divisions de |'ceuf fécondé (jusqu'au 4e jour) et sont capables de donner naissance
atouslestypes de cellules de I'organisme. Ce sont les seules qui permettent le développement
complet d'un individu. Les cellules souches pluripotentes sont issues d'un embryon de 5 a 7
jours ou obtenues artificiellement aprés transformation de cellules adultes et peuvent donner
naissance a plus de 200 types cellulaires, provenant des trois feuillets embryonnaires
(mésoderme, endoderme, ectoderme), représentatifs de tous les tissus de I'organisme. On
parle respectivement de cellules souches embryonnaires (CSE) et de cellules souches
pluripotentes induites (IPS). Les cellules souches multipotentes (cellules fcetales et adultes)
sont capables de donner naissance a plusieurs types cellulaires, de méme que les cellules
souches myéloides de la moelle osseuse. Il s’agit par exemple des cellules souches
mésenchymateuses (CSM). Les cellules souches unipotentes sont en mesure de ne fournir
qu'un seul type cellulaire (foie, peau, cerveau, ...).

Le terme de « cellules souche embryonnaire » a été utilisé pour la premiere fois en
1981, permettant la distinction entre les cellules souches pluripotentes obtenues a partir
d’embryons et les cellules souches pluripotentes dérivées de térato-carcinomes
embryonnaires (Evans, Kaufman, 1981 ; Martin, 1981). Les CSE sont définies par un certain
nombre de caractéristiques (Melton, Cowen, 2009) qui sont leur capacité
d’autorenouvellement, leur multipotence voire pluripotence in vitro et in vivo, leur
clonogénicité (capacité d’une cellule a proliférer sur un milieu donné), leur caryotype normal

pour I'espece et leur possibilité d’étre congelées et décongelées au besoin.
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1.1.2. Les cellules souches embryonnaires dans la recherche actuelle

Lorsque I'on se penche sur le nombre d’articles scientifiques publiés en rentrant
« embryonic stem cells » dans PubMed, on se retrouve avec un résultat de 51612 publications
aujourd’hui. On peut voir sur la Figure 1 que l'intérét en recherche pour les CSE a vraiment
augmenté depuis le début des années 2000. Depuis 2006, ce sont plus de 2000 publications
qui paraissent chaque année. Cela démontre I'intérét que porte I'univers de la recherche aux
cellules souches embryonnaires.

Depuis 2013, cet intérét a diminué. Cette année-la, 3840 articles scientifiques avaient
été publiés contre seulement 2264 publications en 2019. Cette baisse de publications peut
s’expliquer par l'augmentation du nombre d’essais cliniques mettant en jeu les cellules

souches embryonnaires.

Figure 1 : Nombre de publications scientifiques sur PubMed avec les mots clefs « embryonic

stem cells » par année (source : PubMed)
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D’apreés le site de I'INSERM, ['utilisation de CSE en thérapie cellulaire a déja donné lieu
a plusieurs essais cliniques. Cette approche consiste a obtenir des cellules spécialisées saines
et fonctionnelles a partir de CSE, puis a les injecter a un patient pour régénérer un organe ou
restaurer sa fonction. Nous pouvons citer la société de biotechnologie américaine Ocata
Therapeutics qui utilise des CSE humaines : différenciées en cellules de la rétine pour lutter
contre la dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA), et différenciées en cellules
épithéliales pigmentaires de la rétine pour lutter contre la dystrophie maculaire de Stargardt.
La sécurité et I'effet thérapeutique de ces approches sont évalués par des essais cliniques
actuellement en cours.

Une équipe de I’'hbpital européen Georges Pompidou (unité Inserm 970) a pratiqué en
octobre 2014 une greffe de cellules cardiaques dérivées de CSE humaines, selon un procédé
développé par des chercheurs de I’hopital Saint-Louis (unité Inserm 1160). Dix semaines apres
I'intervention, I'état de la patiente de 68 ans atteinte d’insuffisance cardiaque sévére s’était
nettement amélioré.

Le diabéte de type 1 est une autre maladie ciblée par cette approche. La société de
biotechnologie américaine ViaCyte prépare un essai clinique se fondant sur I'utilisation de
cellules de pancréas productrices d’insuline obtenues a partir de CSE. Ces cellules sont
encapsulées dans un disque sophistiqué puis greffées ce qui permettrait a l'insuline et au
glucose de diffuser tout en protégeant le greffon d’une réaction immune de I’hote. L'objectif
est de restaurer la production d’insuline a long terme chez les patients.

Aujourd’hui, aucun traitement de thérapie cellulaire n’est autorisé en routine. Dans
des pays comme le Mexique, le Panama ou encore I'Inde, des sociétés proposent des thérapies
cellulaires avec l'utilisation de CSE. Ces approches thérapeutiques ne sont pas encore validées
et n’offrent pas les garanties d’efficacité et de sécurité recommandées par les autorités de

santé.

A ce jour, 62 essais cliniques sur I'utilisation de CSE ont été terminés, sont en cours ou

sont en recrutement dans le monde d’apres le site www.clinicaltrials.gov. Ces essais sont

surtout répartis en Chine, en Europe et aux Etats-Unis comme le montre la Figure 2. Parmi ces

essais cliniques, 7 sont actuellement en cours.
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Il est important de noter la différence avec le nombre d’essais cliniques sur |'utilisation
de CSM (1017 essais aujourd’hui). Les questionnements du point de vue éthique sont

éventuellement a I'origine du frein a 'utilisation des CSE humaines.

Figure 2: Répartition géographique des essais cliniques sur les cellules souches

embryonnaires (d’aprés www.clinicaltrials.gov)

1.1.3. Cellules souches embryonnaires humaines, point de vue éthique

Les CSE humaines sont produites a partir de la masse cellulaire interne d’embryons
entre le cinquieme et le septieme jour suivant la fécondation (au stade de blastocyte). En
pratique, les cellules souches embryonnaires sont prélevées sur des embryons surnuméraires
obtenus par fécondation in vitro et qui ont été congelés en prévision d’un projet parental
finalement abandonné. Cela permet la création d’une lignée de CSE. Le fait que les cellules
soient pluripotentes et se multiplient a I'infini offre un réservoir inépuisable de cellules a partir
d’une seule lignée. Les lignées peuvent donc étre conservées et commercialisées par des
laboratoires. Pour étudier une pathologie en particulier, il est parfois nécessaire de créer une

nouvelle lignée a partir d'un embryon porteur de la maladie identifié par un diagnostic
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préimplantatoire. Dans tous les cas, les parents biologiques doivent signer un consentement
pour céder gratuitement 'embryon a la recherche.

Le probléme éthique qui se pose est le fait qu’il faille, pour récupérer les CSE humaines,
détruire un embryon donc une vie humaine potentielle. La « valeur » de I'embryon est
discutée par les différentes cultures et religions. Certains estiment que la vie débute dés la
fécondation de I'ovule, d’autres que la vie commence a un stade plus tardif, d’autres encore
abordent la question différemment en jugeant que le bénéfice pouvant découler de ces
recherches en termes de santé humaine justifierait ce sacrifice. En revanche, toutes les
cultures s’accordent pour dire que I'embryon ne peut étre instrumentalisé a des fins de
recherche et ne peut donc étre congu dans cette seule finalité.

Les recherches sur les CSE humaines en France sont autorisées mais trés encadrées.
L'article 155 de la loi 2016-41 indique que la recherche sur CSE humaines est autorisée si la
pertinence scientifique de la recherche est établie ; la recherche, fondamentale ou appliquée,
s'inscrit dans une finalité médicale ; en I'état des connaissances scientifiques, cette recherche
ne peut étre menée sans recourir a ces embryons ou ces cellules souches embryonnaires ; le
projet et les conditions de mise en ceuvre du protocole respectent les principes éthiques
relatifs a la recherche sur I'embryon et les cellules souches embryonnaires. L’Agence de la
biomédecine veille a faire respecter ces conditions.

Pour ce qui est des mammiféres, les animaux et les foetus et embryons dans le dernier
tiers de gestation sont soumis aux regles éthiques de la directive européenne 2010/63. Au
stade auquel les cellules souches embryonnaires sont récupérées, les embryons n’entrent pas

dans le champ de cette directive.

1.1.4. Cellules souches embryonnaires chez le marmouset commun (Callithrix

jacchus)

Callithrix jacchus ou ouistiti commun ou marmouset est une espéce primate de la
famille des Callitrichidae. Il s’agit d’'une espéce endémique du Brésil. La maturité sexuelle des
femelles est atteinte a I'age d’un an, mais il est généralement recommandé de ne pas les

mettre a la reproduction avant I’dge d’un an et demi. Les femelles mettent bas 143 a 144 jours
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apres fécondation. Elles donnent naissance a 3 a 4 petits par portée en moyenne (Tardif et al.,
2003).

Actuellement, il existe peu de lignées de CSE de marmouset. Elles sont produites
principalement au Japon par I'équipe d’Erika Sasaki. Les blastocytes sont prélevés sept a dix
jours apres l'ovulation par laparotomie et rincage des cornes utérines, puis le liquide de
ringage est collecté. La masse cellulaire interne est ensuite isolée a partir des blastocytes grace
a des techniques d’immuno-chirurgie (Solter, Knowles, 1975). L'équipe a pu démontrer la
pluripotence in vitro et in vivo des cellules obtenues. Les principaux types cellulaires observés
sont mésodermiques et ectodermiques (Sasaki et al., 2005).

Ces cellules ont ensuite pu été différenciées en cardiomyocytes (Chen et al., 2008), en
cellules germinales (Miller et al., 2009), en cellules neurales (Shimada et al., 2012) et en
cellules endodermiques (Diekmann et al., 2015).

L’équipe d’Hiroko Shimada a mis au point un protocole de différenciation des CSE de
marmouset en cellules neurales. Les cellules obtenues sont des neurones et des astrocytes,
ainsi que des oligodendrocytes en changeant quelques conditions du milieu de différenciation.
Ce protocole a ensuite été renouvelé in vivo (par implantation dans le cerveau de souris). Il a
abouti a une différenciation des CSE de marmouset en neurones, astrocytes et
oligodendrocytes, ce qui démontre que la différenciation est aussi effective in vivo (Shimada

etal. 2012).

1.2. ETAT DES CONNAISSANCES DU MECANISME D’ACTION DES CELLULES SOUCHES

EMBRYONNAIRES

Du fait de leurs propriétés biologiques, a savoir autorenouvellement et pluripotence,
les CSE présentent un intérét majeur en médecine régénérative ainsi qu’en recherche pour

I’étude de maladies génétiques et I’élaboration de traitements.
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1.2.1. Propriétés biologiques des cellules souches embryonnaires

1.2.1.1. Autorenouvellement

La propriété d’autorenouvellement de cellules souches embryonnaires permet de
maintenir une lignée de CSE indéfiniment, tout en gardant leur propriété de pluripotence. Afin
de générer des lignées de CSE et pour les utiliser, il faut connaitre le processus responsable de
cet autorenouvellement.

Les CSE se renouvelent en restant pluripotentes dans des conditions spécifiques de
culture. Par exemple, les CSE de souris sont maintenues sur une couche de fibroblastes
embryonnaires de souris inactivés pour la mitose (MEFs) dans un milieu auquel sont ajoutés
des cytokines, des facteurs de croissance, et des médicaments (Huang et al., 2015). Pour
cultiver les CSE de marmouset commun, Erika Sasaki a utilisé des MEFs et un milieu DMEM
(Gibco® DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium) avec 20% de Knockout Serum
Replacement (Invitrogen™), de la L-glutamine, des facteurs de croissance, des antibiotiques
(pénicilline, streptomycine) et un antimycotique (amphotéricine B) (Sasaki et al., 2005).

Dans l'organisme, il existe deux types de division cellulaire: symétrique et
asymétrique. L'intérét de la division symétrique est la prolifération et conduit donc a
I"'augmentation de la population cellulaire. La division symétrique conduit a deux cellules filles
identiques qui auront le méme développement. La division asymétrique est une propriété des
cellules souches qui donne deux cellules filles n"ayant pas le méme développement : une
cellule fille se différenciera en une lignée spécifique, I'autre aura la possibilité d’effectuer les
divisions symétrique ou asymétrique comme sa cellule meére. La capacité de la cellule a
effectuer la division asymétrique afin de conduire a deux types différents de cellules a un

intérét dans la diversité cellulaire des organismes pluricellulaires (Berika et al., 2014).
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Figure 3 : Schéma des deux types de division cellulaire : symétrique et asymétrigue (Berika et

al., 2014)
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Durant la division symétrique, 'orientation de I'axe de division et les facteurs
déterminants ne sont pas coordonnés. Les facteurs déterminants sont répartis également, ce
qui conduit a deux cellules souches identiques. Lors de la division asymétrique, I'orientation
de I'axe de division et les facteurs déterminants sont coordonnés, ce qui conduit a une cellule
souche identique a la cellule meére et une cellule qui va se différencier.

L'autorenouvellement des CSE est assuré par une activité importante de la télomérase,
une reverse-transcriptase capable d’allonger les téloméres. Les téloméres sont des répétitions
de séquences d'ADN au niveau des extrémités chromosomiques favorisant la stabilité des
chromosomes. A chaque division cellulaire, la longueur des télomeres diminue, impliquant le
vieillissement du matériel génétique. La télomérase permet de réduire ce phénomene de
raccourcissement. Au sein des CSE, la télomérase est activée et maintient la longueur
télomérique, engendrant I'immortalité de la lignée cellulaire. Lorsque les cellules sont

différenciées, I'activité de la télomérase est beaucoup plus faible. Les cellules souches non
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embryonnaires possédent aussi une activité moindre de la télomérase (Hiyama, Hiyama,

2007).

1.2.1.2. Pluripotence

La deuxieme propriété des cellules souches embryonnaires est sa capacité a se
différencier en n’importe quelle lignée cellulaire : la pluripotence. Les lignées cellulaires
proviennent des trois feuillets embryonnaires que sont I'endoderme, le mésoderme et
I'ectoderme. Cette propriété est attirante en recherche car elle pourrait permettre la
régénération d’'un tissu lésé grace a une greffe de CSE. Durant les premiers stades
embryonnaires, la propriété de pluripotence est conservée et n’est pas exploitée. Elle
n’intervient que plus tard au cours des divisions cellulaires pour donner toutes les lignées
cellulaires de I'organisme adulte.

Lors de la division asymétrique, une cellule fille différenciée est créée. Différents
mécanismes vont entrer en jeu pour déterminer son devenir. Au niveau moléculaire, la CSE
dépend de I'expression des trois facteurs de transcription que sont Oct4, Sox2 et Nanog (Boyer
etal., 2005).

Oct4 et Sox2 fonctionnent en association pour réguler la transcription d’un certain
nombre de genes impliqués dans la pluripotence (Loh et al., 2006). Oct4 est aussi utilisé pour
générer des cellules souches pluripotentes induites (Takahashi, Yamanaka, 2006).

Le facteur Sox2 permet la formation de la masse cellulaire interne, I'épiblaste, le tissu
neural et I'ectoderme extra-embryonnaire. L'équipe d’Ariel Avilion a démontré que les
embryons de souris dont le facteur Sox2 a été inactivé meurent dans les 7 a 8 jours post
fécondation (Avilion et al., 2003).

La pluripotence de la CSE est aussi gérée par le facteur Nanog. En effet, une étude a
montré que la surexpression de ce facteur dans un embryon permet de maintenir ses cellules
a un stade indifférencié et donc de garder une pluripotence. Les cellules d’'un embryon
déficient en ce facteur Nanog perdent leur pluripotence et ne peuvent se différencier qu’en

cellules de la lignée de I'endoderme (Mitsui et al., 2003).
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1.2.2. Modes d’administration des cellules souches embryonnaires

Les capacités uniques des CSE présentent un potentiel thérapeutique qui reste a
explorer. Il faut donc chercher et comprendre les modes d’administration avant d’envisager

des protocoles thérapeutiques.

1.2.2.1. Types d’administrations de cellules souches embryonnaires déja

étudiés

Il est tout d’abord a noter que la plupart des études ayant besoin d’administrer des
CSE utilisent des cellules souches embryonnaires différenciées (CSED) dans la lignée désirée.
Elles sont administrées par voie locale sur le site d’intérét. Les cellules souches proviennent
d’un autre individu de la méme espece.

Une étude a utilisé la voie générale pour transplanter des CSED chez la souris atteinte
de lésions cérébrales. Cette administration a permis la réduction de la taille des Iésions ainsi
gu’une accélération de I'angiogénése dans les 8 jours post-injection (Nagai et al., 2010)

Plusieurs études ont été menées chez la souris et le rat dans le cadre d’essais
thérapeutiques par voie locale. Ainsi, une étude a évalué I'intérét d’injections intra-thymiques
de CSED chez la souris dans un contexte d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale.
Les injections de cellules souches ont permis une amélioration de la régénération des
lymphocytes T, une rémission et une prévention de I'encéphalomyélite auto-immune (Su et
al., 2015). Lors d’un essai préclinique sur I'administration de CSED dans un contexte de Iésions
de la moelle épiniére, une étude a démontré la sécurité d’administration d’oligodendrocytes
dérivés de CSE directement dans la moelle spinale de rats avec une aiguille de 32 gauges
(Priest et al., 2015).

Chez ’homme, un essai clinique a été réalisé dans le but d’élaborer un traitement a la
dystrophie maculaire de Stargardt. Douze patients ont recu une transplantation subrétinienne
de cellules souches embryonnaires humaines (CSEH) différenciées en cellules de I'épithélium
pigmentaire rétinien (RPE) ainsi qu’un traitement immunosuppressif pendant 13 semaines. La
survie des CSED a pu étre objectivée mais aucune amélioration clinique n’a été démontrée

lors de cet essai clinique (Mehat et al., 2018)

20



1.2.2.2. Mise au point d’un support non biodégradable destiné a

I’administration intracranienne de cellules souches embryonnaires

Le projet du Docteur Isabelle Loubinoux et de I'équipe iDREAM (Université Toulouse I
Paul Sabatier, INSERM, Toulouse Neurolmaging Center, UMR 1214, Toulouse, France)
consistera en I'administration de cellules souches embryonnaires de marmouset (CSEM)
différenciées en précurseurs neuraux au niveau d’une Iésion cérébrale induite reproduisant
un accident vasculaire cérébral (AVC). Pour gérer le développement des précurseurs neuraux,
un biomatériau a été mis au point par I'équipe en 2011 (Béduer et al., 2011).

Cette étude a permis le développement d’un substrat en 2 dimensions non
biodégradable constitué de polydiméthylsiloxane (PDMS). Ce biomatériau est capable de
guider les neurites le long des rainures. La dimension la plus efficace pour allier densité
cellulaire, taux de différenciation et alignement des neurites est une largeur de 20 um (cf.
Figure 4). Effectivement, des rainures plus étroites augmentent la densité cellulaire mais
déforment les cellules. Ce biomatériau est recouvert de nanotubes de carbone, il a permis
d’obtenir des CSE adhérentes d’une densité de 104 cellules/cm? et un ratio de différenciation

de presque de 100% (Béduer et al., 2011).

Figure 4 : Aspect microscopique du biomatériau mis au point (Béduer et gl., 2011)

(a) Image en microscopie a balayage de la surface du biomatériau. (b) Image en fluorescence
du biomatériau. (c) Image en microscopie a balayage du biomatériau recouvert de nanotubes

de carbone

L'équipe iDREAM a ensuite testé son biomatériau in vivo chez le rat ayant subi une
Iésion du cortex moteur primaire induisant des déficits moteurs. Les rats ont soit regu une

implantation de CSEH prédifférenciées en cellules neurales associées au biomatériau, soit de
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CSEH prédifférenciées sans biomatériau, soit de biomatériau sans cellule, soit une
intervention factice constituant le groupe témoin. Les animaux ayant recu une implantation
de CSEH prédifférenciées associées au biomatériau ont montré une récupération motrice
significativement plus rapide et efficace que les individus ayant recu des CSEH prédifférenciées
seules, du biomatériau seul, ainsi que celle du groupe témoin L’administration d’implants
seuls a abouti des résultats similaires a I'absence d’implantation, démontrant I'innocuité du
PDMS, aucun signe d’inflammation ou de cytotoxicité n’a été observé aprés implantation du
biomatériau. Cette étude a de plus prouvé que I'administration de CSED seules au niveau
d’une lésion cérébrale n’est pas suffisante a induire un effet thérapeutique car le taux de
survie des CSED est extrémement bas dans les jours suivant leur implantation (Vaysse et al.,
2015).

Il a été démontré par la suite que la greffe de PDMS associé aux CSED humaines chez
le rat permet I'amélioration de la reconstruction tissulaire, la limitation de I'atrophie

hémisphérique et I’extension des cicatrices gliales (Davoust et al., 2017).

1.3. METHODES DE SUIVI DES CELLULES SOUCHES

La recherche concernant cellules souches implique le besoin de pouvoir suivre ces
cellules pour comprendre leur mécanisme de fonctionnement, leur distribution, leur
localisation finale et leur devenir. Il a donc fallu mettre au point des méthodes de suivi
(tracking cellulaire). La difficulté réside dans le fait de bien suivre une cellule souche implantée
et non une cellule quelconque préalablement présente. On distingue le marquage post
mortem, démontrant de grandes sensibilité et spécificité, du marquage en temps réel in vivo.

Ces deux types de marquage peuvent étre utilisés complémentairement au cours d’une étude.

1.3.1. Marquage in vivo

Le marquage in vivo permet d’obtenir un tracking cellulaire en temps réel et ne
nécessitant pas la mort du sujet. L’enjeu est de ne pas modifier le fonctionnement des cellules
a suivre pour ne pas risquer de fausser les résultats. Le marquage in vivo peut étre direct ou

indirect.
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Le marquage direct consiste a insérer un marqueur dans la cellule a suivre ou a sa
surface. Selon la nature du marqueur, il se trouvera dans le cytoplasme, dans le noyau, dans
les deux, ou au niveau de la membrane plasmique. La mise en place de ce marqueur se fait
avant I'administration de la cellule a suivre dans I'organisme receveur (Gu et al., 2012).

Le marquage indirect consiste a modifier la cellule génétiquement pour qu’elle
synthétise une protéine rapportrice qui pourra étre reconnue par une sonde ou un systéme
d’imagerie spécifiques. Les avantages sont que les cellules suivies sont des cellules vivantes,
puisque les cellules mortes ne sont pas capables de transcrire et traduire le géne rapporteur
conduisant au signal, et qu’il n’y a pas de perte d’intensité au cours des divisions cellulaires.
Le marquage indirect pose cependant un probléme de mutagénése puisque les cellules sont

génétiquement modifiées a I'aide de plasmides ou de vecteurs viraux (Cao et al., 2007).

Figsure 5 : Marquage direct et marquage indirect (Gu et al., 2012)
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A. Le marquage direct implique le marquage préalable des cellules souches par des molécules
spécifique. B. Le marquage indirect implique 'expression d’un géne rapporteur codant pour
une protéine rapportrice qui métabolise un substrat exogene et produit ainsi un signal

détectable.
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1.3.1.1. Marquage direct

Plusieurs techniques de marquage direct existent, nous en développerons les
principales : I'imagerie par résonance magnétique (IRM), la tomographie par émission de

positons (PET) ou mono-photonique (SPECT) et I'imagerie par fluorescence optique (FLI).

1.3.1.1.1. Marquage par des méthodes d’imagerie par résonance

magnétique (IRM)

Le principe de I'IRM consiste a réaliser des images grace aux nombreux atomes
d'hydrogene présents chez le sujet. Placés dans un puissant champ magnétique, tous les
atomes d'hydrogene s'orientent dans la méme direction. lls sont alors mis en résonance par
des ondes radio durant une trés courte période. A l'arrét de cette stimulation, les atomes
restituent I'énergie accumulée en produisant un signal qui est enregistré et traité sous forme
d'image par un systéme informatique. L’intensité du signal observé va dépendre de la
concentration en eau du tissu et du temps de relaxation des spins nucléaires. Les agents de
contraste en IRM ont pour but de diminuer le temps de relaxation afin d’augmenter I'intensité
des signaux.

Le premier agent de contraste historiquement utilisé a été le gadopentétate de
diméglumine. Il est de nos jours I'agent de contraste le plus utilisé en imagerie clinique, il
présente en effet une élimination rénale compléete et rapide. Il a été démontré qu’il était
efficace pour le suivi de CSE neurales (Rudelius et al., 2003). Cependant, la famille de cette
molécule présente une toxicité a long terme comme la fibrose systémique néphrogénique
(Thomsen, 2016). Cette famille d’agents de contraste est par conséquent peu utilisée pour des
trackings cellulaires en recherche. Cette technique permet de localiser les cellules marquées
avec une haute résolution mais n’est pas adaptée a la surveillance de la viabilité de la cellule
(Li et al., 2008).

Le manganese est lui aussi un agent de contraste, il pénétre dans les cellules a suivre
grace aux canaux calciques. Il est transporté le long des microtubules jusqu'aux synapses ou il
est libéré, puis capturé par les autres neurones. Ainsi, il peut rendre compte du transport
axonal. Son utilisation apporte donc des informations sur la connectivité fonctionnelle

cérébrale. Il présente cependant une toxicité lors de surdosage ou a long terme avec désordre
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progressif du systéeme extrapyramidal similaire a la maladie de Parkinson (Crossgrove et
Zheng, 2004).

Les oxydes de fer super-paramagnétiques (SPIO pour superparamagnetic iron oxide)
sont aussi utilisés en tant qu’agent de contraste. lls induisent un hyposignal en séquence T2*.
Le ferumoxide est le produit de contraste de qualité pharmaceutique utilisé en Europe
(Endorem ND) et aux Etats-Unis (Feridex ND) pour le tracking cellulaire en recherche (Bulte,

2009). Il a été rapporté la possibilité de marquer des CSE neurale humaines (Zhu et al., 2006).

1.3.1.1.2. Marquage par tomographie par émission de positons (PET)

et tomographie mono-photonique (SPECT)

La tomographie par émission de positons (PET pour positron emission tomography) est
une technique d’imagerie qui mesure I'activité métabolique ou moléculaire des tissus en trois
dimensions grace aux émissions produites par les positons issus de traceurs radioactifs
administrés au préalable. La PET est peu invasive et est largement utilisée en tracking
cellulaire.

La molécule la plus utilisée est le ¥F-fluorodesoxyglucose (*¥F-FDG), elle permet de
suivre le métabolisme du glucose. D’autres molécules sont utilisables pour suivre les CSE
comme le  3-N-(2-[*8F]fluoroethyl)spiperone  (*3F-FESP) et le  9-(4-[*®F]Fluoro-3-
hydroxymethylbutyl) guanine (®F-FHBG) selon une étude de 2014 (Nguyen et al., 2014). Il
existe également plusieurs de molécules radioactives utilisées cliniquement pour I'imagerie
par PET, dont les demi-vies varient de quelques minutes (*°0 et 3N) a 1 a 2 heures (‘8F et %8Ga)
jusqu’a presque 13 heures (°*Cu) (Bose, Mattrey, 2018).

La tomographie par émission mono-photonique (SPECT pour single positron emission
computed tomography) est similaire a la PET mais le traceur radioactif émet des rayons
gammas détectables par une caméra rotative adaptée.

Les traceurs radioactifs retrouvés principalement pour la SPECT sont |'oxynate
d’indium (**In) et le technicium-99m métastable (*>’mTc) (Bose, Mattrey, 2018). Leurs temps
de demi-vie sont de 2,8 jours pour le *!!In, et de 6 heures pour le *°mTc (Cen et al., 2016).

Plusieurs équipes de recherche ont utilisé des trackings cellulaires par PET ou SPECT.
En effet, une étude préclinique initiale a surveillé I'évolution de greffes intra-myocardiques de

CSE chez des souris grace au marqueur 8F-FDG suivi par PET (Lang et al., 2013). Une autre
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étude compare trois techniques de greffes cardiaques de CSE (injection dans le myocarde,
dans le ventricule gauche ou dans la veine cave caudale) a I'aide de PET et d’IRM avec des
cellules marquées au '8F-FDG et des cellules marquées au SPIO (Elhami et al., 2013). Des
chercheurs ont greffé des cellules souches autologues obtenues a partir de la moelle osseuse
marquées au 8F-FDG afin de déterminer la meilleure voie d’administration de cellules souches
chez des patients diabétiques (Sood et al., 2015). La SPECT a été utilisé dans une étude pour
suivre des CSM foetales de rat marquées au *°mTc greffées afin d’étudier leur fonction et la
perfusion cardiaque chez des sujets ayant subi une lésion du myocarde (Garikipati et al.,
2014). Des cellules souches neurales, suivies par SPECT dans une étude, conjuguées a du 1In
ont été greffées chez des souris atteintes de glioblastome (Cheng et al., 2016).

La PET est plus sensible que la SPECT et permet de détecter des signaux méme tres
faibles (Nguyen et al., 2014). Cependant, ces deux méthodes d’imagerie présentent certains
inconvénients. Il est par exemple nécessaire d’avoir des repéres anatomiques afin
d’interpréter les images obtenues. Des équipes de recherche ont développé une PET-CT et
une SPECT-CT, ou les appareils de PET ou SPECT sont associés a un appareil de
tomodensitométrie. Cela permet de combiner I’environnement anatomique de Ia
tomodensitométrie avec les images de PET ou SPECT (Rodriguez-Porcel et al., 2008). On note
une perte de signal au fur et a mesure des divisions cellulaires, ce qui empéche un tracking
cellulaire sur le long terme (Rodriguez-Porcel et al., 2008). Enfin, le tracking par PET ou SPECT
nécessite I'utilisation de produits radioactifs contrélés et dont la toxicité dépend de la nature

du produit et de son temps de demi-vie (Zanzonico et al., 2006).

1.3.1.1.3. Marquage par fluorescence optique (FLI)

L'imagerie par fluorescence (FLI) est une méthode d’imagerie optique par marquage
direct. Elle est souvent utilisée dans des études précliniques pour évaluer la localisation, la
distribution et la fonction des cellules souches. Les cellules suivies sont préalablement
marquées par des sondes d’ADN couplées a des molécules fluorescentes : des fluorophores.
La transmission de lumiere dans le tissu provoque I'excitation des fluorophores, I'émission
fluorescente peut alors étre récupérée et observée. La FLI a une grande sensibilité et permet

de suivre des cellules souches (Bose, Mattrey, 2018).
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Les cellules sont directement marquées avec des fluorophores ou bien modifiées
génétiquement pour exprimer une protéine fluorescente. Les fluorophores sont choisis in vivo
pour émettre des ondes dans le domaine de I'infrarouge afin que le signal soit détectable en
profondeur dans les tissus (Gavins, Smith, 2015). De nos jours, les nanoparticules
fluorescentes les plus courantes sont les nanoparticules de polystyréne, largement
commercialisées pour la recherche (Wang et al., 2013). Cette méthode de marquage par
fluorescence optique est tres utilisée en cancérologie pour étudier la formation de tumeurs
et leur sensibilité aux thérapies anti-cancéreuses. Des études ont employé la FLI pour
visualiser la migration de cellules cancéreuses dans les vaisseaux sanguins et ainsi suivre les
métastases (Yamauchi et al., 2005).

Cependant, I'utilisation de fluorophores a des limites. En plus de subir une dilution
verticale a force de division cellulaire, les fluorophores présentent une dilution horizontale
avec une perte de signal au long terme (Wang et al., 2013).

Les quantum dots (QDs) sont d’autres marqueurs pour la FLI: ce sont des
nanoparticules colloidales, cristallines et semiconductrices avec des longueurs d’onde
d’émission plus courtes. lls émettent généralement entre les ultraviolets et le visible. Les QDs
sont plus résistants que les fluorophores classiques, ce qui les rend utiles pour le tracking
cellulaire. Cependant, les QDs présentent un prix colteux (150 a 300 dollars la micromole),
une toxicité liée a la présence de métaux lourds comme le Cd%*, Pd?*, Se?*, ainsi que la
nécessité d’utiliser des doses importantes engendrant un bruit de fond et des marquages non

spécifiques (Wang et al., 2013).

1.3.1.2. Marguage indirect

Le marquage indirect peut par la suite étre mis en évidence avec plusieurs techniques

d’imagerie comme I'imagerie par bioluminescence (BLI), I'IRM, la PET ou la SPECT.

1.3.1.2.1. Imagerie par bioluminescence (BLI)

L'imagerie par bioluminescence permet d’obtenir un signal lumineux suite a la
métabolisation de la D-luciférine par I’enzyme Firefly luciferase (Fluc) codée par le géene luc

intégré préalablement au code génétique des cellules a suivre. La D-luciférine est apportée de
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maniere exogene, au moment ou I'on veut suivre les cellules, elle est oxydée par la Fluc en
utilisant du magnésium et I'adénosine triphosphate (ATP). Le gene luc est extrait de la luciole
nord-américaine (Photinus pyralis). Cette méthode a pour avantage de permettre un tracking
sur le long terme tant que la D-luciférine est administrée (Gu et al., 2012). La longueur d’onde
d’émission de la luciférase est dans le domaine du visible aux alentours de 560 nm. L’utilisation
de la luciférase est cependant limitée aux petits animaux puisque la pénétration tissulaire
maximale des signaux est de 3 centimeétres (Sutton et al., 2008).

La BLI a été utilisée pour le tracking de cellules souches hématopoiétiques greffées
chez des rongeurs (Cao et al., 2004 ; Wang et al., 2003). Une thérapie émergente du diabéte
de type 1 a été testée chez la souris et a nécessité un suivi cellulaire des Tlots pancréatiques
grace a la luciférase (Fowler et al., 2005 ; Lu et al., 2004). Chez 'Homme, cette méthode
présente une mauvaise résolution spatiale, elle nécessite de fortes doses et il existe un
potentiel d'immunogénicité de la luciférase (Rudin et al., 2005).

Al'image de la Fluc, la Renilla luciferase (Rluc) catalyse I'oxydation de la coelenterazine,
ce qui émet une lumiére de longueur d’'onde centrée sur 482 nm. La Rluc provient de la pensée
de mer (Renilla reniformis). La durée d’émission est plus courte qu’avec la Fluc (Lorenz et al.,
1991). Une étude a démontré que la Rluc peut étre utilisée en BLI pour le tracking cellulaire
chez la souris, le couplage Rluc-Fluc peut également étre employé (Bhaumik, Gambhir, 2002).
L'utilisation de la Rluc présente en revanche certaines limites : instabilité, faible perméabilité
de la coelenterazine et bruit de fond élevé causé par un phénomeéne d’auto-oxydation de la

coelenterazine (Luker, Luker, 2008).

1.3.1.2.2. Imagerie par résonance magnétique (IRM)

L’utilisation d’un géne rapporteur en IRM a commencé avec un gene codant pour une
créatine kinase qui permet d’accumuler de la phosphocréatine détectable par IRM (Koretsky
et al., 1990). Quatre catégories de genes rapporteurs ont été étudiées depuis : ceux induisant
une accumulation de fer endogéne (Genove et al., 2005 ; Liu et al., 2009), ceux permettant
I'exploitation d'interactions de surface cellulaire (Tannous et al., 2006), I'exploitation de
réactions enzymatiques (Bengtsson et al., 2010 ; Alfke et al., 2003) et ceux autorisant le

transfert de saturation par échange chimique (Gilad et al., 2007).
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Pour la premiere catégorie, le gene rapporteur code pour une métalloprotéine comme
la ferritine. Cette protéine capte une grande quantité du fer et induit son accumulation dans
la cellule. L'IRM permet de détecter le fer mais ce fer capté dans la cellule émet un signal a
long terme puisqu’il reste méme apres la mort de la cellule. La viabilité cellulaire n’est donc
pas évaluable avec cette méthode (Gu et al., 2012). Des études ont eu recours a cette méthode
pour le tracking de cellules souches cardiaques porcines greffées chez la souris (Campan et al.,
2011) ainsi que pour le suivi de CSE chez des souris transgéniques (Liu et al., 2009). Il a été
démontré par ailleurs grace a ces deux études que la capacité de différenciation et la viabilité
des cellules souches n’étaient pas atteintes.

L'utilisation des interactions a la surface cellulaire se fait grace a un géne rapporteur
codant pour un peptide biotine-accepteur, synthétisé grace la biotine ligase endogene,
exprimé a la surface cellulaire. Le signal est visualisé par IRM lorsque le peptide recoit des
sondes exogénes marquées par de la streptavidine (Tannous et al., 2006).

Les génes rapporteurs basés sur des réactions enzymatiques sont les génes codant
pour la B-galactosidase, qui clive le galactose a partir d'agents de contraste spécifiques, et
pour la tyrosinase humaine, qui augmente la production de mélanine liant les ions
métalliques. La B-galactosidase a été utilisée pour le tracking in vivo de cellules de la moelle
osseuse chez la souris (Bengtsson et al., 2010). Une étude a employé la tyrosinase humaine
pour le suivi de cellules cancéreuses dans le cadre du cancer du sein (Alfke et al., 2003).

L'utilisation des genes rapporteurs la plus prometteuse est celle reposant sur le
transfert de saturation par échange chimique (CEST). Les protons dans les polypeptides,
comme la poly-L-lysine, ont une fréquence de résonance magnétique nucléaire différente de
celle des protons solubles dans I’eau. Cette fréquence peut étre manipulée avec une impulsion
de radiofréquence pour perturber la distribution de Boltzmann. Cette perturbation est
transférée grace a un échange chimique vers les protons aqueux, qui sont en équilibre
chimique avec les protons échangeables de la protéine rapportrice CEST (Gilad et al., 2007).
Le CEST présente de nombreux avantages : le signal n’est détectable que lors de I'impulsion
de radiofréquence ; la protéine rapportrice est biodégradable donc posséde une innocuité
cellulaire ; on peut suivre plusieurs localisations anatomiques en utilisant différentes

fréguences d'excitation selon I'agent de contraste utilisé.
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Pour linstant, le CEST n’est pas employé couramment. Il a été utilisé pour suivre des
cellules de gliome de rat in vivo (Tannous et al., 2006). Cette technique n’a pas encore été

employée pour le tracking de cellules souches.

1.3.1.2.3. Tomographie par émission de positons (PET) ou mono-

photonique (SPECT)

Dans le cas du marquage indirect par PET ou SPECT, le géne rapporteur code pour soit
une enzyme, soit un transporteur, soit un récepteur cellulaire qui sont capables d’intégrer les
radiotraceurs substrats administrés de maniere exogéne. Ces radio-nucléotides sont ensuite
révélés par des appareils PET ou SPECT (Jiang et al., 2011).

Dans cette technique d’imagerie, I’'herpes simplex virus type 1 thymidine kinase gene
(HSV1-tk) est le gene rapporteur le plus utilisé. La thymidine kinase codée par ce géne
phosphoryle deux grands types de sondes exogénes : les dérivés de la pyrimidine comme la
FIAU  (2'-fluoro-2’-deoxy-B-D-arabinofuranosyl-5-iodouracil) et les  dérivés de
I'acycloguanosine comme la FHBG (9-(4-fluoro-3-hydroxy-methyl-butyl)guanine). La
phosphorylation permet de suivre les cellules viables mais marque aussi toutes les réactions
de la thymidine kinase avec de multiples substrats (Pomper et al., 2009 ; Gu et al., 2012).

Les sondes exogénes sont associées a des isotopes radioactifs comme I'iode 124 2%l ou
I'iode 125 12°| qui émettent des rayons gammas ou le fluor 18 F qui émet des rayons beta.
Une étude a suivi I’évolution de tératomes chez la souris ayant recu une greffe de CSEH grace
a I'imagerie par SPECT en utilisant le 2°I-FIAU comme traceur (Pomper et al., 2009). Un suivi
par PET employant du 8F-FHBG a permis d’observer la distribution et la survie de CSM
implantées dans le myocarde chez le porc (Gydngyosi et al., 2008), ainsi que pour effectuer
un tracking de CSM migrant vers le stroma tumoral (Hung et al., 2005).

Le sodium iodide symporter (NIS) code pour une protéine transmembranaire
absorbant l'iode des les cellules thyroidiennes. Il peut étre employé pour la PET et SPECT. En
effet, lorsqu'il est exprimé dans des cellules non thyroidiennes, par transfection, le NIS permet
une imagerie par PET avec I''?4| et une imagerie par SPECT avec I'*?3| ou le ®°mTc (Kim et al.,
2005 ; Gu et al., 2012). Ce gene rapporteur a été utilisé dans une étude in vivo pour suivre des

cellules cardiaques transplantées chez le rat (Terrovitis et al., 2008). Une autre étude a eu
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recours a ce gene pour effectuer un tracking de CSM vers le stroma tumoral dans le cadre de
la recherche d’une thérapie du cancer du sein (Dwyer et al., 2011).

Certains des avantages des genes couplés aux radionucléotides sont leur grande
sensibilité et leur capacité a détecter uniquement les cellules vivantes. Il est de plus possible
d’atténuer les risques d’oncogénicité en associant le ganciclovir au HSV1-tk (Cao et al., 2007).
Enfin, le NIS est utilisé en imagerie et est aussi un outil thérapeutique (Dwyer et al., 2011). Les
génes couplés aux radionucléotides présentent une fuite de radiotraceurs vers les tissus

normauy, il peut donc y avoir un signal non spécifique (Jiang et al., 2011).

1.3.2. Marquage post mortem

Une autre facon d’effectuer un tracking cellulaire est I'approche par le marquage post
mortem. Elle apporte des informations différentes de celles obtenues par le marquage in vivo,
et permet donc deux approches complémentaires. Le marquage post mortem s’effectue sur
des coupes histologiques. Les techniques principales sont I'immunohistochimie et

I’"hybridation in situ.

1.3.2.1. Immunohistochimie

L'immunohistochimie (IHC) a pour but de détecter des protéines cibles dans une coupe
histologique. Cela permet de localiser les protéines, et de connaitre leur quantité
approximative. Des anticorps spécifiques se lient a des antigénes particuliers présents sur la
protéine cible. Le complexe anticorps-antigene est ensuite révélé : soit I'anticorps est déja
couplé a un fluorophore, on parle d'immunohistochimie directe ; soit I'anticorps est ciblé par

un autre anticorps couplé a un fluorophore, on parle d'immunohistochimie indirecte.
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Figure 6 : Inmunohistochimie directe et indirecte (Ramos-Vara, 2005)

L'IHC est généralement utilisée sur des coupes histologiques congelées et non
paraffinées. Une étude de 2017 utilise I'lHC pour le tracking de cellules souches transplantées
dans des foies cirrhotiques humains en phase terminale par différentes techniques de
marquage dont I'immunohistochimie (Rogler et al., 2017).

L'IHC, comme toutes les techniques de tracking post mortem, ne modifie pas les
cellules de leur vivant. Elle propose aussi I'avantage d’étre rapide et peu onéreuse. La
sensibilité et la spécificité sont élevées. Cependant, cette technique n’offre qu’une
visualisation en deux dimensions d’une coupe histologique, et elle nécessite la mort d’un

animal.

1.3.2.2. Hybridation in situ

L’hybridation in situ est une méthode de tracking cellulaire post mortem permettant
de localiser, dans le noyau des cellules d’une coupe histologique, une séquence de nucléotides
connue, qu’il s’agisse d’ADN ou d’ARN. Une sonde d’hybridation est composée d’une
séquence de bases azotées complémentaire a celle de la séquence ciblée. La sonde est
marquée pour étre ensuite repérable : soit la sonde est liée a un fluorophore (ou est liée a une
molécule permettant indirectement de la fluorescence) et est révélée par microscopie a
fluorescence ; soit elle est couplée a un isotope radioactif et est révélée par autoradiographie ;

soit elle est associée a une enzyme et est révélée par la réaction avec le substrat.
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1.3.2.2.1. Principe de I’hybridation in situ

L’acide désoxyribonucléique (ADN) est une macromolécule formée par deux chaines
de nucléotides, appelés brins d’ADN. Ces brins sont complémentaires, paralleles et enroulés
formant ainsi une double hélice. Les nucléotides sont reliés entre elles par des liaisons
phosphodiester. Chaque nucléotide est composé d'un groupe phosphate, d’'un ose (le
désoxyribose pour ’ADN), et d’une base nucléique ou base azotée. Les quatre bases azotées
de I’ADN sont l'adénine (A), la cytosine (C), la guanine (G) et la thymine (T). Les associations
de nucléotides pour former la double hélice ne peuvent étre que les suivantes : Aavec T, et C
avec G. Les deux brins se complétent grace aux liaisons hydrogénes entre les nucléotides face

a face.

Figure 7 : Structure d’'une molécule d’ADN (source : wikipedia.org)

_ Colonne
~ sucre-phosphate

~ Paire de bases

Adenine

Base azotée

Thymine

Guanine

Cytosine

L’hybridation in situ repose sur le principe de complémentarité des brins d’ADN ainsi
que sur ses propriétés chimiques. A partir d’'une séquence cible isolée, une sonde d’ADN peut
étre synthétisée. Elle s’hybridera par la suite spécifiguement avec un brin d’ADN comprenant
la séquence strictement complémentaire qui sera présente dans les cellules cibles (cellules
souches qui seront implantées dans le cadre de notre étude). Avant I’hybridation de la sonde,

il faut d’abord dénaturer I’ADN pour briser les liaisons hydrogenes de la double hélice. Cela
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permet d’avoir un ADN simple brin, dit dénaturé, afin de rendre accessibles les bases azotées
ciblées. L’hybridation a ensuite lieu en ajoutant en grande quantité la sonde d’ADN dans le
milieu et en permettant la renaturation du brin d’ADN cible avec la sonde. Ce processus de
dénaturation-renaturation se met en ceuvre grace a une augmentation de la température du
milieu au-dela de 95°C (température ou toutes les liaisons hydrogéne sont rompues) suivie

d’un refroidissement rapide.

1.3.2.2.2. Application de I’hybridation in situ au marquage post

mortem des cellules souches

Pour effectuer un tracking cellulaire, apres hybridation des sondes, il faut les révéler.
Les sondes doivent donc étre associées a un marqueur. Il existe différents types de marquages.

Le marquage de la sonde peut étre réalisé grace a des isotopes radioactifs comme le
tritium 3H, le phosphore 32P ou 33P, ou le soufre 3°S. Ce type de sonde est révélé par
autoradiographie avec une émulsion de cristaux ou de grains d’halogénures d’argent, ou bien
avec un film photographique. Les rayonnements ionisants (particules béta ou rayonnements
gamma) des sondes radioactives réduisent par collision des cristaux ou des grains
d’halogénure d’argent en argent métallique, provoquant un noircissement visible par la suite.
Cette technique n’est pas la plus utilisée de nos jours.

Le marquage peut aussi se faire avec des marqueurs non radioactifs fluorescents
(technique de FISH directe) ou non-fluorescents avec la biotine, la digoxigénine (FISH
indirecte), ou encore des enzymes (comme la phosphatase alcaline par exemple). Pour les
techniques de FISH, la révélation se fait au microscope a fluorescence en cas de FISH, et avec
en plus de la streptavidine pour la biotine et des anticorps marqués par un enzyme et/ou avec
de I'or colloidal pour la digoxigénine, anticorps ou chromogeénes pour les enzymes.

L’hybridation in situ par fluorescence (FISH) est encore de nos jours utile en recherche,
en particulier dans le domaine des cellules souches. Une équipe a identifié la niche cellulaire
des cellules souches de la créte neurale en utilisant la FISH (Lignell et al., 2017). Une autre
étude a mis en évidence I'expression de facteurs spécifiques aux CSE (Nanog, Oct4 et Sox2)
chez 11 patients atteints de granulomes pyogéniques par IHC et HIS (Blackwell et al., 2016).
Des chercheurs ont de plus étudié la distribution de marqueurs spécifiques de CSM

intestinales dans des |ésions précancéreuses du rectum-colon chez I’lhumain grace a la HIS
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(Jangetal., 2016). Enfin, une étude a combiné un marquage ADN et ARN par FISH pour étudier
I'inactivation du chromosome X dans des CSE chez la souris (Barakat, Gribnau, 2014).
L’hybridation in situ propose une bonne sensibilité et une bonne spécificité. De plus,
elle ne présente pas les principaux inconvénients du marquage ante mortem : modification de
la viabilité cellulaire, modifications génétiques. L'HIS permet une haute résolution cellulaire.
De plus, le comptage des grains d'argent sur les autoradiographies lors de marquage par
isotopes radioactifs rend possible une étude semi-quantitative. L'HIS présente cependant
I'inconvénient de n’étre réalisable que sur des coupes histologiques qui n’offrent pas de
visualisation en trois dimensions d’un tissu. De plus, le temps nécessaire pour le protocole
expérimental est généralement assez long (quatre jours pour la FISH) et les manipulations sont
plus colteuses que pour I'IHC. Enfin, I'HIS ne permet de suivre que des cellules
xénotransplantées. En effet, s’il ne s’agissait pas d’une séquence génétique introuvable chez

le receveur, la révélation pourrait se faire dans toutes les cellules.

1.3.3. Bilan sur les technigues de marquage

Toutes les techniques de tracking cellulaire présentent des avantages et des
inconvénients, qu’il s’agisse de technique ante ou post mortem, direct ou indirect. Elles
peuvent étre utilisées complémentairement en fonction des besoins. Aucun consensus
n’existe a I'heure actuelle concernant le tracking de cellules souches. Les points positifs et

négatifs de chaque technique d’imagerie sont résumés dans le tableau suivant.
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Tableau 1 : Avantages et inconvénients des technigues de tracking cellulaire

Technique de Avantages Inconvénients

tracking

cellulaire

IRM - Résolution spatiale élevée - Sensibilité faible

Marqueurs : - Résolution temporelle assez - Coliteux

gadopentétate élevée - Quantification du signal difficile

de diméglumine,

- Résolution en profondeur

- Pas d’information sur la viabilité

Mn, SPIO élevée cellulaire
- Détail des tissus mous - Pas de suivi a long terme
- Visualisation morphologique et | - Dilution du signal au cours du
fonctionnelle temps
- Pas d’émission radioactive - Toxicité par accumulation de
certaines sondes
PET/SPECT - Résolution spatiale élevée - Tres colteux

Marqueurs : 18F,

111|’ gngC, 64Cu

- Résolution temporelle assez
élevée

- Résolution en profondeur
élevée

- Sensibilité élevée

- Quantification du signal difficile

- Pas d’information sur la viabilité
cellulaire

- Nécessité d’associer a d’autres
techniques pour avoir des repéeres
anatomiques

- Emissions radioactives

- Pas de suivi a long terme (selon la
demi-vie du marqueur)

- Dilution du signal au cours du

temps

Fluorescence

optique

- Résolution temporelle élevée
- Sensibilité tres élevée
- Faible colt

- Pas d’émission radioactive

- Résolution spatiale faible
- Résolution en profondeur tres
faible

- Quantification du signal difficile
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Marqueurs :

fluorophores,

QDs

- Pas d’information sur la viabilité
cellulaire

- Pas de suivi a long terme

- Dilution du signal au cours du
temps

- Bruit de fond important

- Cytotoxicité potentielle des QDs

Bioluminescence

- Sensibilité tres élevée

- Résolution spatiale faible

Marqueurs : Fluc, | - Faible colt - Résolution en profondeur tres
Rluc - Pas d’émission radioactive faible
- Discrimination cellule - Quantification du signal difficile
vivante/morte - Modifications génétiques
- Suivi a long terme possible nécessaires
- Pas de dilution du signal au
cours du temps
IRM - Résolution spatiale élevée - Sensibilité faible
Marqueurs : - Résolution temporelle assez - Coliteux

ferritine, génes

élevée

- Quantification du signal difficile

rapporteurs - Résolution en profondeur - Modifications génétiques de la
élevée cellule nécessaires
- Détail des tissus mous - Toxicité par accumulation de
- Visualisation fonctionnelle et certaines sondes
morphologique
- Pas d’émission radioactive
- Discrimination cellule
vivante/morte
- Pas de dilution du signal au
cours du temps

PET/SPECT - Résolution spatiale élevée - Tres colteux

- Résolution temporelle assez

élevée

- Quantification du signal difficile
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Marqueurs :

(HSV1-tk,8F, 124),

- Résolution en profondeur

élevée

- Nécessité d’associer a d’autres

techniques pour avoir des reperes

fluorophores,
anticorps

spécifiques

- Faible colt
- Rapidité
- Pas de modification de la cellule

de son vivant

123)) - Sensibilité élevée anatomiques
- Discrimination cellule - Emissions radioactives
vivante/morte - Modifications génétiques de la
- Pas de dilution du signal au cellule nécessaires
cours du temps
Immuno- - Sensibilité élevée - Visualisation en deux dimensions
histochimie - Spécificité élevée d’une petite partie d’'une coupe
Margueurs : - Résolution cellulaire élevée histologique

- Pas d’information structurelle
- Xénotransplantation nécessaire

- Sacrifice d’animaux nécessaire

Hybridation in
situ

Marqueurs : 3H,
32p 33p 355
biotine,
digoxigénine,
enzymes

spécifiques

- Sensibilité élevée

- Spécificité élevée

- Résolution cellulaire élevée

- Quantification du signal possible
(grains d’argent)

- Pas de modification de la cellule

de son vivant

- Colteux

- Long a mettre en ceuvre

- Visualisation en 2D d’une petite
partie d’une coupe histologique
- Pas d’information structurelle

- Xénotransplantation nécessaire

- Sacrifice d’animaux nécessaire

Tracking cellulaire in vivo direct

Tracking cellulaire in vivo indirect

Tracking cellulaire post mortem

La résolution spatiale permet de déterminer la dimension du plus petit élément visible

sur I'image. Plus la résolution est élevée, plus I'image rendue est nette. La résolution spatiale

38



correspond a la taille d’'un voxel (pixel en trois dimensions) et est exprimée en mm?3. La
résolution temporelle correspond au nombre d’images par seconde pouvant étre prises par la

technique d’imagerie.

1.4. INTERET DES SONDES DIRIGEES VERS LES CHROMOSOMES SEXUELS

En marquage post mortem, aucun marqueur ne permet de suivre des cellules souches
provenant d’'une autogreffe sans que des modifications cellulaires n"aient été préalablement
effectuées, qu’elles soient génétiques, fonctionnelles ou structurelles.

L’hybritdation in situ offre la possibilité de suivre une séquence génétique particuliére.
Il est donc possible de cibler une séquence génétique présente chez I'individu donneur de
cellules souches et pas chez le receveur. C'est pourquoi il est intéressant d’administrer des
cellules males a un individu femelle. En effet, il sera possible de suivre les cellules greffées
parce qu’elles possédent un chromosome Y alors que I'individu receveur n’en posséde pas. Il
suffira de cibler la sonde d’ADN vers une séquence génétique propre au chromosome Y.

Ce type de sondes d’HIS a déja été produit chez plusieurs espéces dont I’'Homme.
Certains laboratoires en commercialisent pour le modeéle murin, le plus utilisé en recherche.
Des sondes commerciales chez le chien ont été utilisées dans une étude de 2013. Ces sondes
marquent une partie des chromosomes sexuels et non le chromosome en entier. Cette sonde
a été utilisée pour sexer le sperme de chien par méthode FISH (Ol et al., 2013). La FISH a aussi
été utilisée pour le sexage du sperme chez les bovins (Habermann et al., 2005), et chez le porc
(Kawarasaki et al., 2000).

Une étude a utilisé une sonde anti-Y de souris pour détecter des CSM males
transplantées dans un tissu pulmonaire chez une souris femelle par hybridation in situ et
marguage par immunohistochimie (Trotman et al., 2004). Une étude clinique a également été
menée a bien chez quatre femmes atteintes d’hépatite alcoolique a qui des CSM males ont
été implantées. Des biopsies hépatiques ont ensuite été réalisées puis analysées par FISH,
montrant que les CSM participent a la fibrose hépatique (Dalakas et al., 2010).

La FISH utilisant une sonde spécifique du chromosome Y n’impose pas de modifications
génétiques. Cela permet de plus, puisqu’étant un marquage post mortem, de ne pas les

cellules de leur vivant, que ce soit fonctionnellement ou structurellement. En revanche, le
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tracking du chromosome Y impose un cadre d’étude en ayant recours a une xénogreffe d’un

donneur male a un receveur femelle (Cen et al., 2016)

1.5. LE MARMOUSET COMMUN EN TANT QUE MODELE ANIMAL

De nombreuses especes animales sont utilisées pour les expérimentations a but
scientifique. Le modele animal le plus utilisé est le modéle murin : la souris. Ce modeéle est
connu par tous les scientifiques et est bien documenté : le génome murin a été entiérement
séquencé en 2002 (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002). Les laboratoires
fabriquent en quantité des outils pour utiliser ce modéle comme des sondes d’ADN et de I’ADN
compétiteur par exemple. De plus, pour des études données, les centres de recherche
peuvent se procurer des souris présentant certaines caractéristiques particulieres : des souris
« nude » (dont le thymus est absent ou détérioré), des souris albinos (dont la production de
mélanine a été bloquée), des « oncosouris » (génétiquement modifiées pour développer plus
de tumeurs que la moyenne), des souris « knock out » (dont certains génes sont inactivés, les
prédisposant par exemple a I'obésité ou les rendant tolérantes au froid), et beaucoup d’autres
souris permettant de répondre a des problématiques variées. Enfin, le co(t et les contraintes
d’élevage des rongeurs sont faibles. Le monde de la recherche, dont la recherche en médecine
régénérative utilisant les cellules souches, travaille donc préférentiellement avec le modéle
murin.

Cependant, en médecine régénérative, la transition du modéle murin a I’'Homme est
trop radicale et souvent les résultats des recherches faites chez la souris ne se retrouvent pas
chez I'humain. Une étude de 2013 a proposé d’autres modeéles animaux plus adaptés a la
médecine régénérative : les lapins, les chiens, les cochons, les moutons, les chévres, les
chevaux et les primates non humains. Selon cette étude, chacune de ces espéces a un intérét
particulier en fonction du domaine étudié : chats, chiens et cochons pour les maladies
oculaires ; chiens, cochons et chevaux pour I'étude des affections musculo-squelettiques ;
chiens, cochons et moutons pour les maladies cardio-vasculaires ; primates non humains pour
les atteintes neuronales. Ces animaux présentent I'avantage d’avoir une durée de vie longue,
permettant ainsi d’étendre les études thérapeutiques a long terme. En outre, leurs propriétés
physiologiques et le fonctionnement de leur systéme immunitaire sont plus proches de ceux

de 'Homme que la souris (Harding et al., 2013).
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Le marmouset commun (Callithrix jacchus) est un petit primate non humain qui est
intéressant en tant que modéle animal pour les expérimentations de neurosciences. Ceci est,
en partie, d0 a I'existence de marmousets transgéniques qui permettent de combiner des
manipulations génétiques avec un enregistrement physiologique et une surveillance
comportementale, afin d’étudier les systemes neuronaux. Il est ainsi possible d’étudier le
controle moteur volontaire. Certains dysfonctionnements neurologiques, comme la maladie
de Parkinson ou les AVC, sont modélisables chez le marmouset. C’est pourquoi ce modeéle est
fortement utilisé pour des essais de thérapies régénératives d’affections neuronales (Walker
etal., 2017).

Chez le marmouset commun, la production de cellules souches est en plein essor
depuis quelques années. Certaines équipes ont réussi a créer des lignées de cellules souches
embryonnaires de marmouset (CSEM) avec succes (Thomson et al., 1996 ; Sasaki et al., 2005).

Les modeles murins utilisent souvent des animaux immunodéprimés comme la souris
nude qui permettent la transplantation et I'étude in vivo de cellules humaines. L’identification
des cellules humaines dans les tissus murins est aisée car elle requiert des marqueurs
spécifiques d’espéce. En revanche, chez le marmouset qui est un modele immunocompétent,
on ne peut transplanter que des cellules souches de méme espece. Il faut donc réaliser des

outils pour réussir a suivre les cellules souches administrées.
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2. ETUDE EXPERIMENTALE

L'équipe iDREAM (INSERM, Université Toulouse Il Paul Sabatier, Toulouse
Neurolmaging Center, UMR 1214, Toulouse, France, Dr. Isabelle Loubinoux) avait contacté
I"'unité de recherche GenPhySE (Université de Toulouse, INRA, ENVT, Toulouse, France) par
I'intermédiaire du Pr. Isabelle Raymond-Letron. Le but était d’élaborer un outil de recherche
permettant d’identifier des précurseurs neuraux issus de cellules souches de marmouset
commun (Callithrix jacchus) implantés chez un sujet de cette méme espéce.

Cet outil de tracking cellulaire a été réalisé en 2019-2020 sous la supervision de M.
Alain Pinton a I'ENVT (unité de recherche GenPhySE). Ainsi, sur la plateforme de
cytogénétique de 'ENVT, des sondes chromosomiques ont été créées grace a I'utilisation de
BACs (bacterial artificial chromosome) et testées par hybridation in situ en fluorescence

(FISH).

2.1. OBJECTIFS DE L'ETUDE

2.1.1. Contexte

L’accident vasculaire cérébral (AVC) est un déficit neurologique soudain, d'origine
vasculaire, causé par un infarctus ou une hémorragie au niveau du cerveau. L'accident
vasculaire cérébral est la seconde cause de mortalité au niveau mondial (la premiére dans les
pays en voie de développement, la seconde dans les pays développés) et la sixieme cause en
termes d'années de handicap. En France, les AVC sont la troisieme cause de décés (aprés
I'infarctus du myocarde et les cancers), ils sont responsables d'un déces par an pour 1 000
habitants. Chaque année, ils touchent 150 000 individus, dont 25 % agés de moins de 65 ans,
et font environ 30 000 décés. L'accident vasculaire cérébral est la premiére cause de handicap
acquis et la seconde cause de démence. 25 % des individus actifs frappés d'un AVC pourront
un jour travailler a nouveau.

L’AVC est dans 80% des cas d’origine ischémique chez ’'THomme : une artere cérébrale
est obstruée, soit par une plaque d’athérosclérose, soit par un caillot sanguin. Dans 20% des

cas, il est d’origine hémorragique, par rupture d’un vaisseau sanguin.
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Dans le cadre d’un AVC ischémique, un traitement aigu peut étre envisagé idéalement
dans les 90 minutes et au grand maximum moins de 4h30 aprés les premiers symptémes. Les
médicaments sont des thrombolytiques (altéplase, urokinase, streptokinase). lls permettent
la dissolution d'un caillot par thrombolyse ou fibrinolyse par voie intraveineuse. La
thrombectomie, lorsqu'elle est possible (si un thrombus dans un vaisseau a destinée cérébrale
est visualisé) est une alternative aux médicaments ou bien les complete. Le délai avant
thrombectomie a pu étre augmenté sur certains patients jusqu'a 24 heures aprées I'AVC
(Nogueira et al., 2017).

Jusqu’a aujourd’hui, peu de transferts a ’'Homme de thérapies étudiées chez les
animaux ont été concluants malgré de bons résultats chez I'animal. Le modéle le plus souvent
employé est le modele murin. Cependant, il existe une trop grande différence phylogénétique
entre la souris et 'humain. Il est donc suggéré d’utiliser des primates non humains, plus
proches de I’'Homme. Le recours aux grands primates comme les chimpanzés, les macaques
ou les babouins est possible mais pose des problémes éthiques et des limites pratiques (acces
a ces especes, conditions de détention, difficultés de manipulation). Ainsi, les petits primates
non humains, comme le marmouset, se trouvent étre des modeles facilement utilisables en
recherche.

L’équipe iDREAM a démontré qu’une greffe in vivo de cellules souches neurales chez
le rat, associées a des protheéses micro-structurées de PDMS décrites dans le paragraphe
1.2.2.2., a permis la récupération fonctionnelle aprés une lésion cérébrale (Vaysse et al.,
2015). L’équipe iDREAM a pour objectif de reproduire cette expérience chez le marmouset,
une espece parmi les petits primates non humains, dans le but de devenir une piste de
thérapie des AVC chez I’'Homme.

Une lésion focale ciblant le cortex moteur primaire (responsable de I'exécution des
mouvements volontaires) est réalisée chirurgicalement chez des sujets adultes en bonne
santé de I'espéce Callithrix jacchus. Cette Iésion mime une atteinte ischémique similaire au
type principal de lésions lors d’AVC. Ensuite, certains des marmousets qui ont subi la Iésion
recevront une greffe d'implant en PDMS associé aux précurseurs neuronaux obtenus a partir
de cellules souches. La lésion cérébrale en elle-méme sera constamment évaluée, de méme
pour les déficits moteurs et les récupérations spontanées. Des parametres particuliers seront
mesurés, tels que la force de préhension. Un suivi par IRM sera effectué afin de visualiser la

Iésion, la thérapie testée pouvant ainsi étre évaluée.
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Il se révele intéressant de coupler ce suivi du vivant de I'animal a une étude post
mortem du devenir des implants. Il faut pour cela procéder a un tracking des cellules souches
de marmouset différenciées en précurseurs neuraux sur coupes histologiques de cerveaux.

Notre exercice de thése s’inscrit dans cette démarche.

2.1.2. Buts de I'étude

Pour suivre notre implant de cellules males, nous devons élaborer une sonde
spécifique du chromosome Y du marmouset commun Callithrix jacchus. Afin d’y parvenir, des
sondes ont été fabriquées a partir de chromosomes artificiels bactériens (BACs) sélectionnés
au préalable. Ensuite, plusieurs étapes ont eu lieu: culture bactérienne, extraction et
purification de I’ADN bactérien, ensuite marquage des sondes pour FISH.

En administrant des cellules males a un individu femelle, il sera possible de suivre les
cellules greffées parce qu’elles possédent un chromosome Y alors que I'individu receveur n’en
possede pas. Il suffit de cibler la sonde d’ADN vers une séquence génétique propre au
chromosome Y. Nous avons de plus fabriqué une sonde spécifique du chromosome X témoin,
puisqu’elle permettra de démontrer que I'absence de signal Y n’est pas due a un probléme
d’hybridation de la sonde.

Plusieurs études similaires ont eu lieu par le passé. Une étude chez le chien avait été
réalisée dans la méme plateforme de I'ENVT sous la direction de M. Alain Pinton par le Dr.
Charlotte Bonnemaison, dans le cadre de sa thése d’exercice vétérinaire (Bonnemaison,
2017). Une étude chez le marmouset a été menée par le Dr. Julie Rigal en 2019 (Rigal, 2019),
dans le méme cadre de travail, mais en élaborant des sondes grace a la technique de
microdissection des chromosomes. De nombreuses étapes de notre protocole expérimental

s’inspirent de leurs travaux.

2.1.3. Rappel du principe de réalisation des sondes

L’hybridation in situ est une technique qui permet de localiser une séquence connue
d’ARN ou d’ADN dans des cellules, gu’elles soient seules ou en tissu. La complémentarité de

la sonde avec la séquence de nucléotides recherchée permet, grace a un marquage préalable
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de la sonde, de visualiser le site d’intérét. Le principe de la FISH (hybridation in situ en

fluorescence) est schématisé dans la Figure 8.

Figure 8 : Hybridation in situ en fluorescence (source : http://www.wikipedia.org)
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2.2. MATERIELS ET METHODES

2.2.1. Culture cellulaire a partir d’'une biopsie cutanée

Pour travailler par la suite sur des chromosomes de marmouset, il a fallu
préalablement mettre en culture des cellules, et les fixer en métaphase afin de visualiser les
chromosomes isolés. Cette culture cellulaire a été effectuée a partir de tissu cutané. Il aurait
été possible d’effectuer des cultures cellulaires de marmouset a partir de prélevements
sanguins (culture de leucocytes) mais, d’aprés M. Alain Pinton, le nombre de cellules en

métaphase aurait été moindre et les cultures plus fastidieuses.
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2.2.1.1. Prélevement et mise en culture

La biopsie cutanée a été réalisée dans les locaux de I'INSERM a Toulouse par les Dr.
Isabelle Loubinoux et Alice Le Friec. Un morceau de peau de 1 cm de diametre a été prélevé a
I'aide d’un punch a biopsie, sous anesthésie générale, chez un marmouset male. Les biopsies
ont été faites et stockées en toute stérilité afin d’éviter une quelconque contamination des
cellules. Certaines de ces biopsies cutanées ont été congelées dans 'azote liquide a — 200°C,
ce sont ces échantillons qui ont été utilisés pour démarrer les cultures. Les manipulations par
la suite ont été réalisées sous un poste de sécurité microbiologique (PSM).

Des boites de culture (CORNING® Flask 25 cm?) sont d’abord préparées avec un fond
d’environ 1 mL de milieu de culture (Gibco® DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium F-12
Nutriment Mixture (Ham) + 10% de sérum de veau foetal + 1% d’antibiotiques et
antimycotiques). Le milieu de culture est réparti sur le fond de la boite puis I'excédent est
retiré par aspiration a la pipette Pasteur, dans le but de seulement tapisser le fond de la boite.

La biopsie cutanée est découpée en plusieurs explants, des morceaux de diamétre de
1 mm maximum. Une dizaine d’explants sont déposés au fond de la boite de culture. Les boites
sont d’abord laissées verticalement pendant 10 minutes pour assurer que les explants
adhérent bien au fond de la boite. Ensuite, un millilitre de milieu est ajouté dans chaque boite.
Les boites sont doucement rabattues horizontalement puis placées dans une étuve a 37°C
pendant au moins 2 jours.

Apres ces deux jours, I'intégrité des cultures et I'absence de contaminations sont
vérifiées dans les boites de culture. En cas de contamination, des changements
macroscopiques auraient lieu, tels l'apparition d’un film de moisissures ou bien un
changement de couleur du milieu. Une observation au microscope permet de visualiser la
croissance de fibroblastes a partir des explants. Ensuite, le milieu est renouvelé apres
récupération grace a une pipette Pasteur puis en ajoutant 1 mL de milieu de culture neuf avec
une nouvelle pipette. Les boites sont replacées horizontalement a I'étuve a 37°C pendant a
nouveau 2 jours minimum.

Le milieu de culture est renouvelé deux fois par semaine, en contrélant a chaque fois

les cultures cellulaires.
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Apres 8 jours environ, un grand nombre de fibroblastes (cellules fusiformes) sont
visibles autour des explants (plus de 10 par champ) ainsi que des cellules épithéliales (cellules
cubiques).

Apres 3 semaines, les cultures sont trés riches et les explants sont retirés des milieux
de cultures. Les explants sont doucement décollés du fond de la boite par aspiration avec une
pipette Pasteur et sont mis dans des tubes Eppendorf. Ces tubes sont remplis avec 1 ml d’une
solution de DMSO dillué (1 mL de DMSO (diméthylsulfoxyde) + 9 ml de sérum de veau feetal),
puis placés au congélateur a -80°C avant d’étre remis dans 'azote liquide a -200°C un jour plus
tard. Ensuite, les milieux de cultures des boites sont enlevés, le tapis cellulaire est rincé avec
du PBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline®) et on ajoute 2 mL d’Accutase® par boite,
laissée alors 5 a 10 minutes sous contréle au microscope. Aprés ce délai, les boites sont tapées
4 a 5 fois dans la paume de la main afin de décoller les cellules ; le mélange d’Accutase® et de
cellules est récupéré dans un tube Falcon® de 15 mL. Le tube est centrifugé a 500 g pendant
5 minutes et le surnageant est retiré par aspiration a la pipette. Le culot contenant les cellules
est remis en suspension avec 1 ml de milieu de culture par boite. Le milieu est réparti en
plusieurs boites, ou est déposé 1 mL de milieu contenant les cellules et 4 mL de milieu de

culture neuf. Les boites sont placées horizontalement a I'étuve a 37°C.

2.2.1.2. Division et récupération des cellules en division

Lorsque les fonds des boites sont uniformément tapissés de fibroblastes, les
populations de cellules sont divisées. Les boites subissent le méme protocole que celui qui
vient d’étre décrit. A la fin du protocole, les cellules sont réparties dans deux fois plus de
boites. Ces divisions de boites sont effectuées deux fois par semaine, I'aprés-midi.

Le lendemain matin, un grand nombre de cellules se retrouvent synchronisées en
métaphase et sont alors récupérées. Etant depuis peu de temps dans leur nouveau milieu, les
cellules ne sont pas toutes adhérentes au fond de la boite, I'ajout d’Accutase® n’est donc pas
nécessaire. Les boites sont tapées dans la paume de la main, le milieu de culture est récupéré
dans des tubes Falcon® de 15 mL et 5 mL de milieu de culture neuf est ajouté aux boites qui
retournent a I'étuve a 37°C. Les tubes sont centrifugés a 500 g pendant 5 minutes et le
surnageant est retiré par aspiration. Un choc hypotonique est ensuite réalisé par 'ajout de 15

mL d’une solution de sérum de veau foetal dilué a 1/6éme par tube. Cette solution de choc est
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préalablement chauffée a 37°C. Les tubes sont placés par la suite a 37°C au bain-marie

pendant 20 minutes.

2.2.1.3. Fixation des cellules

La solution de fixation a préalablement été préparée a partir de 75% d’éthanol absolu
et 25% d’acide acétique. Une préfixation est faite par I'ajout de quelques gouttes de fixateur
dans chaque tube. Les tubes sont a nouveau centrifugés a 500 g pendant 5 minutes et le
surnageant est enlevé par aspiration. La solution fixatrice est ajoutée aux culots cellulaires a
raison de 15 mL minimum par tube, tout en décollant les cellules grace a un vortex. Les tubes

se conservent au réfrigérateur a 4°C.

2.2.1.4. Etalement sur lames

Des lames de verre rectangulaires ont été préalablement placées dans un bocal d’eau
distillée a 4°C. Cette conservation particuliere permet d’éliminer les bulles d’air entre les
lames et peut nécessiter une durée de stockage de plusieurs semaines.

Apres avoir été fixées en métaphase, les cellules sont étalées sur des lames afin d’étre
observées. Les tubes Falcon® contenant les cellules fixées conservés au réfrigérateur a 4°C
sont centrifugés a 500 g pendant 5 minutes, le surnageant est retiré par aspiration et le culot
est remis en suspension avec une pipette Pasteur.

Une lame conservée dans de I'’eau distillée a 4°C est doucement extraite du bocal avec
une pince, et I’eau a sa surface est enlevée par capillarité sur un papier absorbant. La lame est
penchée a 45° et une goutte du culot est déposée sur le tiers supérieur de la lame. Cette goutte
est étalée en soufflant [égérement vers le bas. La lame est mise a sécher sur un portoir.

La qualité des lames est jugée a I'aide d’'un microscope a contraste de phases. La
richesse en métaphases de la lame et I'étalement des métaphases (espacement des
chromosomes d’une méme métaphase) sont des criteres recherchés ; les lames contenant

une grande quantité d’éléments non désirés sont retirées de I'étude.
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2.2.2. Culture et extraction des BACs

2.2.2.1. Sélection des BACs

Afin de cibler des séquences de nucléotides particuliéres des chromosomes Y et X, il a
d’abord fallu se renseigner sur le génome du marmouset commun Callithrix jacchus. Ce
dernier a été étudié et enregistré dans des bases de données. Des genes spécifiques des
chromosomes Y et X ont été identifiés : TSPY et RBMY pour Y, XIST et DMD pour X. Les génes

TSPY et XIST ont été retenus pour la suite de I’étude. Le site https://genome.ucsc.edu/ offre

une cartographie du génome des espéeces qui ont été étudiées ; il recense de plus les BACs
disponibles en recherche et permet de comparer leur taille et les régions qu’ils couvrent. Ainsi
plusieurs BACs ont été retenus pour notre étude : CH259-95C4, CH259-376N23 et CH259-
387M22 pour le géne TSPY du chromosome Y de marmouset ; CH259-113N17, CH259-506H03
et CH259-135B11 pour le géne XIST du chromosome X de marmouset. lls ont été choisis pour
leur grande taille (supérieure a 130 kilobases) et pour leur répartition, le but étant de couvrir
le géne d’intérét au maximum en limitant les superpositions entre eux. Les BACs ont ensuite

été commandés sur le site https://bacpacresources.org/, qui opere depuis le Children's

Hospital Oakland Research Institute.

2.2.2.2. Culture préliminaire des colonies de bactéries

Avant de pouvoir extraire I’ADN des BACs dans le but de créer nos sondes, il nous a
fallu préalablement mettre en culture nos bactéries. Cela nous a permis d’avoir une quantité
plus importante de matériel génétique, et aussi de former un glycérol stock conservable pour
réitérer I'expérience.

Les colonies bactériennes regues ont été placées par le commergant dans de I'agar a
I'intérieur de tubes Eppendorf.

Pour les étapes suivant les cultures bactériennes, on utilise le Kit NucleoBond® Xtra

Midi de Macherey-Nagel™.

49


https://genome.ucsc.edu/
https://bacpacresources.org/

2.2.2.2.1. Préculture bactérienne

Un milieu de culture des bactéries est tout d’abord préparé avec du milieu de culture
LB dans lequel sont ajoutés 34 mg/ml de chloramphénicol. Cet antibiotique a pour but d’éviter
de possibles contaminations des cultures, nos bactéries étant résistantes au chloramphénicol.

Grace a une tigette plastique stérile, on récupere dans I'agar les colonies de bactéries
pour une culture donnée, sans mélanger les BACs. Cette tigette est ensuite remuée dans 3mL
de milieu LB avec du chloramphénicol dans un tube Falcon® de 15 mL. Le tube n’est pas
refermé completement. La préculture est placée a agiter a 37°C dans un incubateur pendant

toute une nuit. L'opération est répétée pour chaque BACs.

2.2.2.2.2. Création d’un glycérol stock

La création d’un glycérol stock consiste en une sauvegarde des précultures
bactériennes. Pour cela, on mélange 750 pL de glycérol a 30% (dilué dans de I'eau) et 750 pL
de notre préculture pour chaque BAC dans un cryotube. Les stocks sont conservés par la suite

a -80°C, dans l'idée d’étre réutilisables si besoin.

2.2.2.2.3. Culture bactérienne

Pour chacun des 6 BACs, on ensemence 4 tubes Falcon® de 50 mL contenant chacun
20 mL de milieu culture avec 200 pL de préculture. Les tubes ne sont pas completement
fermés. Pour chaque BAC, nous avons donc 4 tubes, soit 24 tubes au total, qui sont laissés a
incuber a 37°C sous agitation continue pendant au minimum toute une nuit. La progression
de la culture est évaluée en fonction de la turbidité du liquide : il nous a fallu dans notre étude

attendre deux jours entiers.

2.2.2.3. Extraction des ADN

Pour préparer I'extraction, la solution Buffer ELU est mise a chauffer a 50°C au bain

marie, et une centrifugeuse est allumée pour abaisser sa température a 4°C. On vérifie la
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solution Buffer LYS : si un précipité blanc est visible, on fait chauffer le tampon a 30-40°C
jusqu’a dissolution compléte.

Les cultures bactériennes sont rassemblées deux par deux : on fait un pool de 2 fois 20
mL. On obtient donc 2 tubes de 40 mL par BAC soit 12 tubes. Ces tubes sont mis a centrifuger
a 4500 g pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant est éliminé en étant versé doucement dans
un bidon poubelle (a destination des déchets présentant un danger biologique) puis
délicatement a I'aide d’une pipette. Pour chaque BAC, les deux culots de bactéries sont remis
en suspension par aspiration et refoulement avec 4 mL de Resuspension Buffer RES + RNAse
A. Les deux culots sont ensuite rassemblés en un pool de 8 mL. On ajoute 8 mL de Lysis Buffer
LYS et on agite par inversions répétées du tube jusqu’a que la suspension devienne bleue. On
laisse incuber 5 minutes a température ambiante. On ajoute enfin 8 mL de Neutralization
Buffer NEU et on agite par inversions répétées jusqu’a décoloration compléte de Ia

suspension.

2.2.2.4. Purification de ’ADN de BACs

Des colonnes d’élution sont posées sur un portoir Macherey-Nagel™ 3 raison d’une
colonne par BAC. Chaque colonne est équilibrée avec 12 mL d’Equilibration Buffer EQU, il ne
faut pas laisser les colonnes sécher. Nos suspensions de bactéries sont homogénéisées par
inversions répétées des tubes. On dépose ensuite entierement sur chaque colonne une
suspension qui migre par gravité. La colonne est lavée avec 5 mL de tampon Buffer EQU. Le
filtre est retiré de la colonne. On lave ensuite la colonne avec 8 mL de tampon Buffer WASH.
Enfin, la colonne est placée sur de nouveaux tubes Falcon® de 50 mL et I’ADN est élué avec 5
mL de tampon Buffer ELU chauffé a 50°C. Ainsi, dans chaque tube, on obtient de I'ADN

bactérien purifié correspondant a chaque BAC.

2.2.2.5. Précipitation de I’ADN de BACs

L'ADN est ensuite précipité afin de pouvoir étre dosé par la suite par

spectrophotométrie, et pour sa conservation a -20°C.
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Pour chaque tube obtenu apres I'étape de purification, I’éluat est transféré dans un

tube Falcon® de 15 mL. Sous hotte, on ajoute 3,5 mL d’Isopropanol (0,7 vol) et le tube est

mélangé au vortex. Les tubes sont laissés reposer toute une nuit au réfrigérateur.

Chaque tube est centrifugé 15 minutes a 4500 g, le surnageant est éliminé a la pipette.

On lave le culot avec 2 mL d’éthanol a 70%. On effectue a nouveau une centrifugation a 4500

g pendant 15 minutes et on élimine le surnageant a I'aide d’une pipette. Les culots sont mis a

sécher ensuite pendant au moins une heure sous une hotte ; puis ils sont remis en suspension

dans 30 pL de Tris HCI-EDTA (TE) et laissés a incuber sur paillasse toute la nuit.

2.2.2.6. Dosage par spectrophotométrie

Il est nécessaire pour la suite de connaitre la concentration en ADN et la pureté des

échantillons. L'ADN est dosé a l'aide du spectrophotométre GeneQuant® Pro RNA/DNA

Calculator de Biotech™.

Tableau 2 : Concentration des ADN extraits a partir des BACs

Concentration ADN 230 | 260 280 320
Nom du BAC 260/230|260/208
(ng/ul) (A) | (A) | (A) | (A)
135B11 151,4 0,743| 1,542 | 0,848 | 0,028 | 2,117 1,846
506H3 42,2 0,244| 0,43 | 0,242 | 0,008 | 1,788 1,803
113N17 144,4 0,871| 1,525 | 0,965 | 0,081 | 1,828 1,633
387M22 24,4 0,155/ 0,256 | 0,15 | 0,012 | 1,706 1,768
95C4 18,5 0,135/ 0,196 | 0,116 | 0,011 | 1,492 1,762
376N23 140,1 0,671 1,422 | 0,816 | 0,021 | 2,155 1,762
BAC sélectionné pour la sonde anti-X
BAC sélectionné pour la sonde anti-Y

La pureté des échantillons est évaluée en mesurant I'absorbance a 280 nm et 230 nm.

Le ratio 260/280 permet de détecter une contamination des acides nucléiques par des
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protéines. Sa valeur varie entre 1,8 et 2,0 pour de I’ADN et entre 2,0 et 2,2 pour de I’ARN. Le
ratio 260/230 doit se situer entre 2,0 et 2,2. Lorsqu’il est plus faible, cela indique la présence
de contaminants comme le phénol, I'EDTA, guanidine, HCL, etc. Dans notre étude, nos

échantillons sont |égerement impurs.

2.2.3. Préparation d’ADN compétiteur (kit Nucléobond® Buffer Set IV de MACHEREY-
NAGEL™)

L’ADN compétiteur a pour but de s’hybrider sur les régions non spécifiques constituées
de séquences d’ADN répétées. |l permet d’éliminer les hybridations non spécifiques en FISH,
qui provoqueraient un « bruit de fond » lors de I'observation au microscope.

Dans le cadre de I'étude, les deux ADNs compétiteurs utilisés sont des ADNs de
marmouset et humain. ADN humain est un ADN compétiteur du commerce et I’ADN de
marmouset a été récupéré des travaux menés par le Dr J. Rigal (Rigal, 2019). Le protocole de

préparation d’ADN compétiteur est cependant rappelé ci-dessous.

2.2.3.1. Matériel nécessaire

L’ADN compétiteur de marmouset a été extrait a partir de deux foies et deux rates
entiers de marmouset. Ces organes avaient été récupérés sur deux animaux euthanasiés pour
les besoins d’une autre étude. Ces tissus étaient conservés congelés dans des tubes.

L’extraction d’ADN compétiteur a été effectuée avec le kit Nucléobond® Buffer Set IV
de MACHEREY-NAGEL™. Le protocole ci-dessous s’inspire donc de la notice d’instruction du

kit.

2.2.3.2. Préparation des solutions

Tout d’abord, 1 mL de Buffer G2 est ajouté a 'ampoule de RNase A. La solution est
mélangée au vortex puis versée dans la bouteille de Buffer G2. La bouteille est ensuite
homogénéisée par légeres secousses. Le mélange peut étre stocké a 4°C pendant au moins 6

mois.

53



Ensuite, 2,5 mL de Proteinase Buffer PB sont ajoutés a la fiole de protéinase K
lyophilisée pour créer la solution de Proteinase K. Cette préparation peut étre conservée a -

20°C pendant au moins 6 mois.

2.2.3.3. Lyse des tissus

Il faut d’abord découper les tissus en morceaux de 400 mg chacun. Chaque échantillon
est mis dans un tube avec 10 mL de solution de Buffer G2. Les échantillons sont pilés au
mortier afin de faciliter la lyse des tissus.

Chaque homogénat est transféré dans un tube Falcon® de 50 mL dans lequel sont
ajoutés 450 pL de Proteinase K solution (a 20 mg/mL). Le tube est mélangé au vortex pendant
30 secondes pour aboutir a un mélange homogéne. Les échantillons sont ensuite incubés a

50°C pendant 3 a 4 heures avec une homogénéisation toutes les heures a I'aide d’un mortier.

2.2.3.4. Migration et élution sur colonnes

D’abord, les colonnes sont équilibrées en faisant migrer 5 mL de Buffer N2 dans chaque
colonne vide. Ensuite, 10 mL de Buffer N2 sont ajoutés aux échantillons. Chaque tube est
mélangé au vortex a vitesse maximale pendant 15 secondes. L'homogénat est ensuite versé
dans les colonnes a raison d’un tube par colonne. Il migre ensuite a travers la résine par
gravité.

Les colonnes sont par la suite lavées 3 fois chacune avec 8 mL de Buffer N3. Une fois
les lavages passés par gravité, des tubes sont placés sous les colonnes et I’ADN est élué avec
8 mL de Buffer N5.

Enfin, I’éluat récupéré est précipité grace a I'ajout de 5,6 mL d’isopropanol. Chaque
tube est incubé 60 minutes a température ambiante. Les échantillons sont ensuite mis a
centrifuger a la vitesse de 15 000 rotations par minute pendant 25 minutes. Le surnageant est
retiré completement, d’abord par retournement puis précisément a la micropipette.

Les culots d’ADN obtenus sont séchés dans une cloche a vide pendant au moins 30
minutes. Dés que les culots sont secs, ils sont remis en suspension dans 15 puL de TE (Tris HCI-

EDTA) a pH = 8 et les échantillons sont rassemblés dans un tube.
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2.2.3.5. Sonication et dosage par spectrophotométrie

L’ADN obtenu doit étre découpé en petits morceaux afin d’étre le moins spécifique
d’une séquence précise. Il subit donc un procédé de sonication, qui consiste en une agitation
des particules par ultrasons. La taille des fragments est vérifiée par électrophorese. Le résultat
obtenu doit étre sous forme de smear (trainée colorée continue).

Une fois la qualité de la fragmentation vérifiée, il est nécessaire de connaitre la
concentration en ADN et la pureté des échantillons. L’ADN est dosé par spectrophotométrie

a I'aide du spectrophotométre GeneQuant® Pro RNA/DNA Calculator de Biotech™.

2.2.4. Réalisation des sondes (méthode de FISH)

2.2.4.1. Marguage ADN (kit BioPrime® de INVITROGEN™)

Le marquage de I’ADN a été réalisé en utilisant le kit BioPrime® DNA Labelling System
de INVITROGEN™,

Le kit prévoit une concentration d’ADN a marquer d’environ 50 ng/uL. Or nos 6
échantillons ne possedent pas tous la méme concentration en ADN (cf Tableau 2). Il faut
adapter la quantité d’ADN ajoutée dans le protocole.

A notre quantité d’ADN, il faut ajouter de ’'H20 B Braun. Le but étant d’obtenir, a la fin
du protocole de marguage, un volume total de 55 pL pour chacun de nos 6 tubes, la quantité
d’eau ajoutée est a ajuster en fonction de la quantité d’ADN, et le volume cumulé de I’ADN et
de I'’eau doit donc étre de 20,5 pL.

A ces 20,5 plL sont ajoutés 20 uL de Primers 2,5X. Le mélange est homogénéisé par
tapotement. Le tube est ensuite rapidement centrifugé afin que toute la solution se retrouve
au fond du tube sans gouttelettes adhérentes a la paroi du tube. Ceci permet d’éviter les
pertes au vu du faible volume sur lequel nous travaillons.

Le tube est placé dans de I'eau a 100°C pendant 5 minutes pour |'étape de
dénaturation. Les tubes sont équipés d’un bouchon anti-pression pour éviter leur ouverture a
cette température. L'étape de dénaturation est ensuite interrompue en placant les tubes dans

de la glace.
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Ensuite, 5 uL de dNTP 10X (adénine, guanine, cytosine et quelques bases thymine) ainsi
que 3,5 uL d’UTP marqué sont ajoutés aux tubes. L'UTP est marqué a la biotine pour les sondes
anti-Y et a la digoxigénine pour les sondes anti-X. L'enzyme Klenow est enfin ajoutée dans
chaque tube a raison d’1 uL par tube. Les échantillons sont a nouveau mélangés par
tapotement du fond du tube puis centrifugés rapidement.

Les échantillons sont placés a incuber a 37°C au bain marie pendant 2 a 4 heures. A
leur sortie du bain marie, il leur est ajouté 5 uL de Stop Buffer par tube pour un volume total
de 55 plL chacun.

L’étape suivante est celle de la précipitation des sondes. Cette étape voit intervenir
I’ADN compétiteur. Ainsi, puisque nous voulions tester des sondes avec de ’ADN compétiteur
de marmouset et de I’ADN compétiteur humain, I’étape de marquage a été effectuée sur le
double de tubes pour chacun des BACs. Cela permettra de tester les deux ADNs compétiteurs

pour chaque BAC.

2.2.4.2. Précipitation des sondes

Apres I'étape de marquage, les tubes sont a nouveau centrifugés rapidement. Il est
ajouté 15 pL de sperme de saumon (facilitant la précipitation) par tube, 15 uL d’ADN
compétiteur (de marmouset ou humain), 3,54 pL de NaCl et 1 mL d’éthanol absolu. Les
échantillons sont mélangés par retournements successifs. Une fois I'éthanol ajouté, il se crée
un précipité blanc qui n’est autre que la sonde d’ADN précipitée. Les tubes sont ensuite mis a

-20°C pendant au moins 12h ou a -80°C pendant 3 heures.

2.2.4.3. Préparation des sondes

Les tubes obtenus apres I'étape de précipitation des sondes sont centrifugés a 13 000
rotations par minute a 4°C pendant 30 minutes.

Le surnageant est éliminé par retournement et 1 mL d’éthanol 70% a -20°C est ajouté.
Le culot est décollé grace a un vortex et par tapotement.

Les tubes sont ensuite centrifugés a 13 000 rotations par minute a 4°C pendant 10
minutes. Le surnageant est éliminé par retournement et 1 mL d’éthanol 70% a -20°C est

ajouté. Cette étape est effectuée une fois de plus.
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Afin de retirer le plus d’éthanol possible des tubes, une micropipette P20 est utilisée
et les culots sont mis a sécher au moins 30 minutes sous une cloche a vide.

Les culots sont ensuite remis en suspension avec 15 puL d’une solution d’hybridation
(solution a 50% de formaldéhyde). lls sont laissés a 37°C au bain marie pendant au moins 4
heures, avec des mélanges réguliers toutes les heures a I'aide d’un vortex. Les tubes sont

ensuite conservés au congélateur a -20°C.

2.2.5. Hybridation in situ sur lames cytologiques

Cette étape d’hybridation in situ sur lames cytologiques nous a permis de sélectionner
les sondes pour la suite de I'’étude, notamment concernant I'étape de FISH sur lames
histologiques. Les sélections sont faites selon le BAC et I’ADN compétiteur utilisés. Les sondes

montrant des résultats insatisfaisants seront écartées.

2.2.5.1. Préparation des lames cytologiques

Les lames cytologiques sont préparées comme indiqué dans le paragraphe 2.2.1.4.

avec des cellules de marmouset commun en métaphase obtenues aprés culture décrite au

paragraphe 2.2.1. Chaque lame est vérifiée au microscope a contraste de phases, afin de

repérer les endroits les plus riches en métaphase, qui seront les sites d’hybridation.

2.2.5.2. Hybridation : protocole a I’Hybridizer® DAKO™

Chaque sonde (anti-X ou anti-Y, avec I’ADN compétiteur de marmouset ou humain) est
déposée sur une lame cytologique a raison de 10 pL par site d’hybridation, chaque lame
pouvant accueillir jusqu’a deux sites d’hybridation. Une lamelle carrée de 22 x 22 mm est
ensuite délicatement posée sur chaque goutte. Puis les lamelles sont collées a la lame avec de
la colle EImer’s Rubber Cement® pour empécher une éventuelle évaporation lors du processus
d’hybridation.

Deux bandes imbibées d’une solution saline sont insérées initialement dans
I’Hybridizer® DAKO™ pour éviter de dessécher les lames. Les lames sont ensuite placées dans

la machine et traitées selon un programme prédéfini : 8 minutes a 75°C puis 24 heures a 37°C.
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2.2.5.3. Lavages stringents

Une fois le protocole d’hybridation terminé, la colle est retirée des lames grace a un
scalpel.

Chaque lame est ensuite plongée dans une solution SSC 2X (sodium citrate deux fois
concentré) a température ambiante. Cela a pour but de stabiliser la sonde, ’ADN étant chargé
négativement et la solution positivement. Un deuxieme lavage s’ensuit dans une solution de
SSC 0,4X a 72°C au bain marie pendant 4 minutes. Enfin, la lame est mise a température
ambiante dans du PBT, solution composée de 500 mL de PBS (Dulbecco's Phosphate Buffered

Saline®), de 500 pL de Tween et de 0,75g de BSA (albumin bovine serum).

2.2.5.4. Préparation des anticorps

Pour la révélation, les anticorps sont préparés a une concentration de 1%. Pour la
sonde anti-Y, le mélange est constitué d’1 pL de streptavidine Alexa Fluor® 594 (SAF 594, signal
fluorescent rouge) dans 100 pL de PBT; et pour la sonde anti-X d’1 pL d’anticorps anti-
digoxigénine marqués a la fluorescéine (FITC, signal fluorescent vert) dans 100 uL de PBT. Les

mélanges sont ensuite homogénéisés au vortex puis centrifugés brievement.

2.2.5.5. Révélation

La lame préalablement laissée dans le PBT en est retirée et le liquide restant a sa
surface est enlevé par capillarité sur un papier absorbant. Ensuite, 70 uL du mélange
anticorps-PBT sont déposés sur la lame et une lamelle rectangulaire de 24 x 60 mm est posée.

La lame est ensuite placée a 37°C pendant 1 heure dans une boite fermée contenant
un tissu humidifié. Apres ce délai, la lame est sortie et la lamelle retirée. Puis trois lavages de
la lame ont lieu dans du PBS + Tween (2 uL/mL) pendant trois fois 6 minutes sous agitation
permanente, a I’abri de la lumiére.

Enfin, une goutte de Vectashield + DAPI® est appliquée sur la lame. Le Vectashield
permet de protéger la fluorescence, et le DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) est un agent

intercalant de I’ADN qui donne une coloration fluorescente bleue a I’ADN. Une lamelle
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rectangulaire de 24 x 60 mm est posée sur la lame. Les lames ainsi préparées peuvent étre

observées et sont conservées a I'abri de la lumiére au réfrigérateur a 4°C.

2.2.5.6. Observation des lames

Les lames sont observées avec un microscope a épifluorescence ImagerZ2® associé a
un systeme d’analyse d’image Cytovision® développé par LEICA™.

Le microscope émet de la lumiére qui permet d’isoler les fluorescences rouge, verte et
bleue mais aussi de les réunir sur la méme image. Les chromosomes Y ont été ciblés par une
sonde marquée a la biotine donnant une fluorescence rouge, et les chromosomes X par une
sonde marquée a la digoxigénine donnant une fluorescence verte. Le reste de I’ADN est

marqué au DAPI aboutissant a une fluorescence bleue.

2.2.6. Hybridation in situ sur coupes histologiques

2.2.6.1. Préparation des lames

2.2.6.1.1. Réalisation des lames

Les tissus préalablement conservés dans du formol 10% sont d’abord paraffinés en
blocs. Des coupes d’un tissu sont réalisées grace a un microtome par le service d’anatomie
pathologie de 'ENVT. L’épaisseur des coupes est réglée a 4 um. Ces coupes sont déposées sur
des lames de verre et placées a I'étuve a 40°C.

Les tissus qui ont été sélectionnés dans le cadre de cette étude sont le poumon, le tube
digestif et le testicule du marmouset commun Callithrix Jacchus. Les testicules de marmouset

qui ont permis les coupes avaient été congelés pour leur conservation.

2.2.6.1.2. Déparaffinage et réhydratation

Avant de réaliser la procédure de digestion des tissus, les lames doivent étre
déparaffinées puis réhydratées. Tout résidu de paraffine provoquerait une augmentation de

la coloration non spécifique. Ce processus s’effectue a température ambiante (20 a 25 °C).
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Chaque lame est plongée dans un bain de xylene pendant 5 minutes, deux fois
consécutives, puis dans de I’éthanol 96% pendant 2 minutes, deux fois, puis dans de I’éthanol
70% pendant deux minutes, deux fois. Enfin, la lame est plongée pendant 2 minutes dans du
SSC 2X. Elle est ensuite stockée dans de I'eau pour éviter une déshydratation. Cette étape a

été réalisée par le service d’anatomie pathologique de 'ENVT.

2.2.6.1.3. Etapes de prétraitement et de digestion

L’étape de prétraitement des lames se fait a I'aide du Histology FISH Accessory Kit®
K5799 de DAKO™,

Les lames sont d’abord mises dans un bain de Pre-Treatment Solution a 95°C pendant
10 minutes. La cuve de lames est sortie du bain marie et laissée a refroidir a température
ambiante pendant 15 minutes. Puis les lames sont plongées dans du Wash Buffer pendant 3
minutes a température ambiante. Le tampon Wash Buffer est ensuite renouvelé et les lames
y sont laissées a nouveau 3 minutes.

Apres cette étape de prétraitement vient celle de digestion des tissus. Les lames sont
déposées sur I'Hybridizer® DAKO™ et on rajoute sur chacune d’entre elle 5 & 8 gouttes de
pepsine froide (stockée au réfrigérateur a 4°C) en veillant a bien recouvrir I'intégralité de
I’échantillon. La lame est incubée a 37°C pendant un temps allant de 2 a 15 minutes en
fonction de la nature du tissu, de sa fixation et de I’épaisseur de la coupe. Pour chaque tissu,
plusieurs temps de digestion ont été testés et la qualité de digestion a été évaluée au
microscope a contraste de phases.

Les lames sont ensuite lavées dans deux bains consécutifs de Wash Buffer pendant 3
minutes chacun. Puis elles sont plongées dans des cuves d’alcool de plus en plus concentré.
Chaque bain dure 2 minutes, d’abord dans de I’éthanol 70%, puis éthanol 90% et enfin éthanol

absolu. Les lames sechent enfin a 'air libre sur la paillasse.

2.2.6.2. Hybridation a I’Hybridizer® DAKO™

L’hybridation est réalisée comme décrite dans le paragraphe 2.2.5.2.

Pour rappel, chaque sonde (anti-X ou anti-Y, avec ’ADN compétiteur de marmouset ou

humain) est déposée sur une lame cytologique a raison de 10 pL par site d’hybridation, chaque
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lame pouvant accueillir jusqu’a deux sites d’hybridation. Une lamelle carrée de 22 x 22 mm
est ensuite délicatement posée sur chaque goutte. Puis les lamelles sont collées a la lame avec
de la colle ElImer’s Rubber Cement® pour empécher une éventuelle évaporation lors du
processus d’hybridation.

Deux bandes imbibées d’une solution saline sont insérées initialement dans
I’'Hybridizer® DAKO™ pour éviter de dessécher les lames. Les lames sont ensuite placées dans

la machine et traitées selon un programme prédéfini : 8 minutes a 75°C puis 24 heures a 37°C.

2.2.6.3. Lavages

Les lavages sont réalisés comme décrits dans le paragraphe 2.2.5.3.

Une fois le protocole d’hybridation terminé, la colle est retirée des lames grace a un
scalpel.

Chaque lame est ensuite plongée dans une solution SSC 2X (sodium citrate deux fois
concentré) a température ambiante. Cela a pour but de stabiliser la sonde, I’ADN étant chargé
négativement et la solution positivement. Un deuxiéme lavage s’ensuit dans une solution de
SSC 0,4X a 72°C au bain marie pendant 4 minutes. Enfin, la lame est mise a température
ambiante dans du PBT, solution composée de 500 mL de PBS (Dulbecco's Phosphate Buffered
Saline®), de 500 uL de Tween et de 0,75g de BSA (albumin bovine serum).

2.2.6.4. Préparation des anticorps et révélation

Ces étapes de préparation des anticorps et de révélation sont réalisées comme décrites

dans les paragraphes 2.2.5.4. et 2.2.5.5.

Pour la révélation, les anticorps sont préparés a une concentration de 1%. Pour la
sonde anti-Y, le mélange est constitué d’1 uL de streptavidine Alexa Fluor® 594 (SAF 594, signal
fluorescent rouge) dans 100 pL de PBT; et pour la sonde anti-X d’1 pL d’anticorps anti-
digoxigénine marqués a la fluorescéine (FITC, signal fluorescent vert) dans 100 uL de PBT. Les

mélanges sont ensuite homogénéisés au vortex puis centrifugés brievement.
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La lame préalablement laissée dans le PBT en est retirée et le liquide restant a sa
surface est enlevé par capillarité sur un papier absorbant. Ensuite, 70 pL du mélange
anticorps-PBT sont déposés sur la lame et une lamelle rectangulaire de 24 x 60 mm est posée.

La lame est ensuite placée a 37°C pendant 1 heure dans une boite fermée contenant
un tissu humidifié. Apres ce délai, la lame est sortie et la lamelle retirée. Puis trois lavages de
la lame ont lieu dans du PBS + Tween (2 pL/mL) pendant trois fois 6 minutes sous agitation
permanente, a I’abri de la lumiére.

Enfin, une goutte de Vectashield + DAPI® est appliquée sur la lame. Le Vectashield
permet de protéger la fluorescence, et le DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) est un agent
intercalant de 'ADN qui donne une coloration fluorescente bleue a I’ADN. Une lamelle
rectangulaire de 24 x 60 mm est posée sur la lame. Les lames ainsi préparées peuvent étre

observées et sont conservées a I’abri de la lumiére au réfrigérateur a 4°C.

2.3. RESULTATS

2.3.1. Cultures cellulaires

Les cultures cellulaires réalisées a partir des explants de peau de marmouset commun
ont été fructueuses et ont permis de récupérer un nombre important de cellules en
métaphase qui ont alors été fixées. Cette fixation en métaphase est importante afin de
pouvoir distinguer les chromosomes, de les reconnaitre grace a un caryotype (Figure 9) et de

vérifier la spécificité de I’hybridation in situ.
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Figsure 9 : Caryotype d’un individu male de I’espéce Callithrix jacchus en coloration en bandes

G (grossissement x1000) (source : banque de données Unité GenPhyse)
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Des sondes des chromosomes Y et X de marmouset commun ont été créées comme

expliqué dans le paragraphe 2.2.4. Elles ont été ensuite hybridées sur lames cytologiques ou

histologique puis révélées selon les protocoles décrits aux paragraphes 2.2.5. et 2.2.6. Le

principe de I’hybridation in situ en fluorescence est illustré par la Figure 8 (paragraphe 2.1.3.).

2.3.2.2. Test des sondes sur lames cytologiques

2.3.2.2.1. Premiers résultats

Pour chaque chromosome, des sondes ont été réalisées a partir de 3 BACs : CH259-

95C4, CH259-376N23 et CH259-387M22 pour le gene TSPY du chromosome Y de marmouset ;
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CH259-113N17, CH259-506H03 et CH259-135B11 pour le géne XIST du chromosome X de
marmouset.

De plus, lors de la création des sondes, deux ADN compétiteurs ont été utilisés (ADN
humain et ADN de marmouset) pour évaluer I'efficacité de chacun d’entre eux. Ainsi, plusieurs
essais sur lames cytologiques ont été effectués afin de déterminer a partir de quel BAC est
issue la sonde la plus efficace.

Dans le cadre de ces essais sur lames cytologiques, les sondes utilisées ont été
marquées a la biotine, puis révélées a la streptavidine donnant une fluorescence rouge au
microscope a épifluorescence. Pour rappel, lorsqu’il n’est pas marqué par une sonde, ’ADN

est marqué en bleu grace au DAPI.

2.3.2.2.1.1. Sonde du chromosome Y

2.3.2.2.1.1.1. CH259-95C4

Figure 10: Métaphase de cellule de marmouset maéle aprés hybridation de sonde du

chromosome Y obtenue a partir du BAC CH259-95C4 et avec de I’ADN compétiteur de

marmouset (grossissement x1000)
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Fisure 11: Métaphase de cellule de marmouset male aprés hybridation de sonde du

chromosome Y obtenue a partir du BAC CH259-95C4 et avec de ’ADN compétiteur humain

(grossissement x1000)

2.3.2.2.1.1.2. CH259-376N23

Figure 12 : Métaphase de cellule de marmouset male aprés hybridation de sonde du

chromosome Y obtenue a partir du BAC CH259-376N23 et avec de ’ADN compétiteur de

marmouset (grossissement x1000)
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Figsure 13 : Métaphase de cellule de marmouset male aprés hybridation de sonde du

chromosome Y obtenue a partir du BAC CH259-376N23 et avec de ’ADN compétiteur humain

(grossissement x1000)

2.3.2.2.1.1.3. CH259-387M22

Figsure 14 : Métaphase de cellule de marmouset male apres hybridation de sonde du

chromosome Y obtenue a partir du BAC CH259-387M22 et avec de I’ADN compétiteur de

marmouset (grossissement x1000)
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Figure 15: Métaphase de cellule de marmouset male aprés hybridation de sonde du

chromosome Y obtenue a partir du BAC CH259-387M22 et avec de ’ADN compétiteur humain

(grossissement x1000)

2.3.2.2.1.1.4. Sondes retenues

Au vu des résultats de qualité pour toutes les sondes testées, quel que soit le BAC dont
la sonde a pu étre issue ou quel que soit I’ADN compétiteur utilisé, toutes les sondes ont été

retenues pour passer a |'étape de I’hybridation sur tissu.
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2.3.2.2.1.2. Sonde du chromosome X

2.3.2.2.1.2.1. CH259-113N17

Figure 16 : Métaphase de cellule de marmouset male aprés hybridation de sonde du

chromosome X obtenue a partir du BAC CH259-113N17 et avec de ’ADN compétiteur de

marmouset (grossissement x1000)

Figure 17 : Métaphase de cellule de marmouset male apres hybridation de sonde du

chromosome X obtenue a partir du BAC CH259-113N17 et avec de ’ADN compétiteur humain

(grossissement x1000)
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2.3.2.2.1.2.2. CH259-135B11

Figure 18 : Métaphase de cellule de marmouset male aprés hybridation de sonde du

chromosome X obtenue a partir du BAC CH259-135B11 et avec de ’ADN compétiteur de

marmouset (grossissement x1000)

Figure 19 : Métaphase de cellule de marmouset male aprés hybridation de sonde du

chromosome X obtenue a partir du BAC CH259-135B11 et avec de I’ADN compétiteur humain

(grossissement x1000)

69



2.3.2.2.1.2.3. CH259-506H3

Figure 20 : Métaphase et interphase de cellule de marmouset méle aprés hybridation de

sonde du chromosome X obtenue a partir du BAC CH259-506H3 et avec de I’ADN compétiteur

de marmouset (grossissement x1000)

Figure 21: Métaphase de cellule de marmouset male apres hybridation de sonde du

chromosome X obtenue a partir du BAC CH259-506H3 et avec de I’ADN compétiteur humain

(grossissement x1000)
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2.3.2.2.1.2.4. Sondes retenues

Les sondes obtenues a partir des BACs CH259-135B11 et CH259-506H3 présentent des
hybridations non spécifiques, ces sondes ont donc été écartées de la suite de I’étude. La sonde
obtenue a partir du BAC CH259-113N17 montre de bons résultats quel que soit ’ADN

compétiteur utilisé, cette sonde est donc retenue pour la suite de I'étude.

2.3.2.2.2. Hybridation des sondes X et Y

Afin de tester nos sondes sur lames cytologiques, les sondes ciblées sur le chromosome
Y ont été mises en commun dans un méme tube (CH259-95C4, CH259-376N23, CH259-
387M22 ; ADN compétiteur de marmouset et humain) et seront regroupées sous le nom de
« sondes anti-Y ». Les sondes ciblées sur le chromosome X (CH259-113N17 ; ADN compétiteur
de marmouset et humain) ont aussi été mises en commun et seront rassemblées sous le nom
de « sondes anti-X ». Cette fois-ci, les sondes anti-X ont été marquées a la digoxigénine et sont
révélées a la fluorescéine (FITC) qui donne un signal fluorescent vert. Les sondes anti-Y sont
toujours marquées a la biotine et révélées a la streptavidine donnant un signal fluorescent
rouge. Ont ensuite été effectué des hybridations des deux ensembles de sondes sur des

mémes lames.
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Figsure 22 : Métaphase de cellule de marmouset male aprés hybridation des sondes des

chromosomes X et Y (grossissement x1000)

Le signal vert étant jugé un peu faible, une amplification du signal grace a des anticorps

anti-fluorescéine a été réalisée.

Figure 23 : Métaphase de cellule de marmouset male aprés hybridation des sondes des

chromosomes X et Y avec amplification du signal vert (grossissement x1000)
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La nouvelle hybridation et la manipulation des lames ont engendré une perte du signal

témoin bleu. Une nouvelle application de DAPI a alors été faite.

Figure 24 : Métaphases de cellule de marmouset maéle aprés hybridation des sondes des

chromosomes X et Y avec amplification du signal vert et rajout de DAPI (grossissement x1000)

Cette étape a provoqué l'apparition de bruit de fond a certains endroits (points verts

faibles sur I'image de gauche) et disparition du signal a d’autres (image de droite). Nous avons
donc décidé d’éviter d’amplifier les signaux lors des hybridations sur coupes histologiques,

malgré la légére faiblesse du signal vert.

2.3.2.3. Test des sondes sur coupes histologiques

Pour I'étape de FISH sur tissus, les sondes utilisées seront les sondes anti-Y et anti-X,

les mémes que pour I'hybridation sur lames cytologiques, comme expliqué au paragraphe

2.3.2.2.2.
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2.3.2.3.1. Test des sondes sur coupes histologiques d’intestin gréle

Pour l'intestin gréle, le temps de digestion retenu apres vérification au microscope a

contraste de phases est de 13 minutes.

Figure 25 : Noyaux de cellules de la sous-muqueuse de I'intestin gréle de marmouset male

apres hybridation de sondes anti-X et anti-Y (grossissement x400)
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Figsure 26 : Noyau d’une cellule isolée de la sous-mugueuse de I'intestin gréle de marmouset

male aprés hybridation de sondes anti-X et anti-Y (grossissement x400)

Sur des cellules isolées, par exemple la Figure 25, les sondes marquent correctement,
méme si un signal rouge plus faible est visible a coté d’un signal rouge fort. Cela peut étre da
a un artefact de coloration, une hybridation non spécifique ou une superposition de deux
chromosomes Y de deux noyaux différents.

Sur un ensemble de cellules proches, on observe un signal rouge sur un certain nombre
d’entre elles, ce qui montre que la sonde anti-Y s’hybride. En revanche, le signal vert est faible
voire absent selon les cellules, et un bruit de fond vert est présent par endroits. Nous avons
donc décidé d’amplifier le signal vert.

L'absence de signaux sur certaines des cellules peut s’expliquer par le fait que la coupe
ne passe pas par les chromosomes d’intérét, par un défaut d’hybridation ou une digestion a

la pepsine insuffisante.
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Figsure 27 : Noyaux de cellules de la sous-muqueuse de l'intestin gréle de marmouset male

aprés hybridation de sondes anti-X et anti-Y avec amplification (grossissement x400)

Apres amplification, il y a un bruit de fond important. Nous avons essayé de modifier

les parametres du logiciel CytoVision® pour diminuer la sensibilité aux signaux verts, et

sélectionner ainsi les signaux les plus forts.
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Figsure 28 : Noyaux de cellules de la sous-muqueuse de l'intestin gréle de marmouset male

aprés hybridation de sondes anti-X et anti-Y avec amplification et réglages du logiciel

(grossissement x400)

Les réglages imposés au logiciel nous permettent d’avoir des signaux nets et puissants.

Cependant, on perd un grand nombre de signaux sur I'image.

2.3.2.3.2. Test des sondes sur coupes histologiques de poumon

Pour le poumon, le temps de digestion retenu aprés vérification au microscope a

contraste de phases est de 7 minutes.

77



Figsure 29 : Noyaux de cellules de la muqueuse de poumon de marmouset male apres

hybridation de sondes anti-X et anti-Y (grossissement x400)

Le bruit de fond est important mais des signaux sont discernables. Le signal rouge anti-
Y est net et puissant, sur la quasi-totalité des noyaux. Le signal vert anti-X est faible, parfois

discernable du bruit de fond sur certaines cellules.

2.3.2.3.3. Test des sondes sur coupes histologiques de testicule

En théorie, les images sur coupes de testicules nous auraient permis de visualiser les
différentes étapes de la méiose avec, entre autres, des spermatozoides présentant soit un
signal rouge, soit un signal vert. Cependant, la qualité des coupes apres digestion ne nous a
pas permis d’obtenir des images de qualité. Il est possible que ce défaut soit dii a la

congélation pour la conservation du tissu.

2.4. DISCUSSION

Notre étude avait pour objectif de créer une sonde d’ADN dirigée vers le chromosome
Y du marmouset commun Callithrix jacchus, afin d’obtenir des images au microscope
électronique a épifluorescence apres marquage par FISH. Il aurait été possible de localiser des
cellules souches males de marmouset, préalablement implantées chez un individu receveur
femelle par greffe grace a des prothéses micro-structurées de PDMS, sur des coupes
histologiques d’encéphale.
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Dans ce but, plusieurs étapes pratiques ont été effectuées. Cette partie de discussion

revient sur les difficultés rencontrées et certaines solutions proposées.

2.4.1. Obtention des BACs

Les BACs ont été commandés sur le site https://bacpacresources.org/, qui opére

depuis le Children's Hospital Oakland Research Institute. Le délai d’obtention des BACs fut de
deux mois et demi, retardant les manipulations expérimentales. En effet, les bactéries
contenant les BACs ont d’abord nécessité une préculture par le laboratoire expéditeur, pour
en faire des colonies dans de I'agar. De plus, des renseignements d’adresse et de facturation
manquaient a I'expéditeur pour envoyer le colis. Enfin, des incidents météorologiques ont eu
lieu en Californie, retardant encore plus I’envoi.

Une fois recus, les BACs ont de suite pu étre utilisés. Apres la préculture bactérienne
effectuée par nos soins, un glycérol stock a été réalisé. Il a permis d’obtenir une population
bactérienne sauvegardée, destinée a étre utilisée par la suite de I'étude pour réaliser des

sondes ADN a plus grande échelle.

2.4.2. Intensité du signal de la sonde anti-X

Sur lame histologique, et de maniere moindre sur lame cytologique, la sonde anti-X
donne un signal faible. Nous avons décidé dans notre étude d’amplifier le signal pour mieux
le visualiser. Il est envisageable que cette faiblesse de signal résulte d’'un manque
d’hybridation de la sonde par rapport a la sonde anti-Y. En effet, la sonde anti-Y s’hybride
plusieurs fois sur le méme chromosome Y car sa cible TSPY est une région répétée. En
revanche, la sonde anti-X ne s’hybride qu’une seule fois car sa cible est le gene XIST qui n’est
présent qu’une fois sur le chromosome X. Ces ratios d’hybridations par chromosome résultent
en une différence d’intensité avec le signal Y beaucoup plus fort que le signal X. Il est donc
parfois difficile de visualiser le signal de la sonde anti-X.

Plusieurs essais pourraient étre effectués pour obtenir un signal X fort avec, par
exemple, un mélange des sondes issues des BACs pour le chromosome Y et des sondes
obtenues par microdissection (Rigal, 2019) pour le chromosome X. De plus, pour continuer a

utiliser les chromosomes bactériens, une région répétée uniguement sur le chromosome X du
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marmouset commun pourrait étre recherchée. Cela permettrait d’obtenir une quantité
d’hybridations importante sur le chromosome X, résultant en un signal fort comme

actuellement pour le signal Y.

2.4.3. Hybridation sur lames histologiques

2.4.3.1. Prétraitement des lames histologiques

Plusieurs durées de digestions a la pepsine ont été essayées au moment du
prétraitement des lames histologiques. Les lames ont été incubées a 37°C pendant un temps
allant de 2 a 15 minutes. La qualité de digestion a été évaluée au microscope a contraste de
phases.

Malgré ces vérifications post-digestion, les résultats aprés FISH sont peu concluants.
Lors de I'observation au microscope électronique a épifluorescence, certaines lames ne
présentaient aucun signal témoignant d’une digestion trop faible des tissus, et certaines
présentaient des signaux orangés sur une grande partie des tissus, imputables a une digestion
trop importante. De plus, sur les images retenues, il y a parfois des cellules qui ne présentent
aucun signal, ou qu’un seul signal sur les deux. Cela peut étre di a une digestion trop faible et
non maitrisée des tissus.

I nous faut donc mettre au point cette étape de prétraitement des lames
histologiques. Cela peut se faire par exemple en utilisant une autre molécule pour la digestion
des tissus. De plus, nous avons vérifié la digestion des tissus a I'aide d’un microscope a
contraste de phases, avant |'étape d’hybridation. Il nous a donc été impossible de juger
réellement du temps de digestion adapté a la FISH pour chaque tissu. Or, en raison de la faible
guantité de sondes produites, nous avons décidé de ne pas hybrider sur toutes les lames, ce

qui a conduit a une mauvaise précision au niveau de la digestion des tissus.

2.4.3.2. Hybridation sur lames d’encéphale de marmouset commun

Pour répondre a I'objectif de notre étude, il est finalement important de savoir si I'outil
et les protocoles que nous avons mis au point sont utilisables sur des lames histologiques

d’encéphale de marmouset commun.
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Nos sondes peuvent étre utilisées pour hybridation sur lames cytologiques et sur lames
histologiques, malgré un besoin d’adaptation du protocole de prétraitement des lames
histologiques. Notre protocole sur coupes de tissus a été travaillé pour une épaisseur de 4 um.

Cependant, il nous a été impossible d’accéder a des coupes d’encéphales de
marmouset de 4 um d’épaisseur. En effet, les coupes pouvant étre fournies par I'équipe
iDREAM font 30 um d’épais. Le service d’anatomie pathologique de I'ENVT ne possédait que
des blocs paraffinés d’encéphales d’individus femelles qui avaient été congelés, la congélation
n’étant pas un moyen de conservation adapté a I’hybridation in situ.

Pour pallier ce probleme, il peut étre envisagé de recouper les coupes de 30 um en
coupes de 4 um le plus délicatement possible pour ne pas altérer I'organisation tissulaire,
d’élaborer un protocole de digestion pour une épaisseur de coupe de 30 um, d’augmenter la

guantité de sondes par lame.
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CONCLUSION

Les thérapies régénératives sont de plus en plus étudiées et constituent I'avenir de la
médecine. Les cellules souches mésenchymateuses sont les plus utilisées en recherche, du fait
de leur facilité de prélévement et d’administration, ainsi que de leur innocuité démontrée. Les
cellules souches embryonnaires, moins utilisées, éveille néanmoins un intérét grandissant de
la part des chercheurs. En effet, I'espoir de pouvoir régénérer un tissu |ésé et traiter des
affections chroniques incurables a ce jour est motivant. Plusieurs études précliniques utilisant
les CSE sont actuellement menées a travers le monde pour avancer sur le sujet. Avant
d’effectuer des essais sur I’'Homme, il est nécessaire, pour objectiver |'efficacité et I'innocuité
des thérapies cellulaires expérimentales, de passer par des modeles animaux, dont le
marmouset commun Callithrix jacchus qui est un excellent modele en neurosciences. Dans
cette optique, il faut pouvoir suivre les CSE implantées pour juger de leur viabilité, leur
distribution et leur devenir. |l faut donc mettre au point des techniques de tracking cellulaire.

Le tracking cellulaire peut se faire par différentes approches, que ce soit in vivo (IRM,
PECT, SPECT, fluorescence optique, bioluminescence) ou post mortem (immunohistochimie,
hybridation in situ), qui donnent des informations différentes et qui sont complémentaires.
L'intérét de la FISH pour le tracking cellulaire de cellules souches est que cette méthode
n’intervient pas lors du vivant des cellules : 'absence de modification des cellules n’influe pas
sur le comportement des CSE telles qu’elles seront lors de thérapies.

L’équipe iDREAM (INSERM, Université Toulouse Il Paul Sabatier, Toulouse
Neurolmaging Center, UMR 1214, Toulouse, France, Dr. Isabelle Loubinoux) a besoin d’un outil
de tracking cellulaire dans le cadre d’un travail sur une thérapie régénérative d’AVC grace a
des CSE. C’est pourquoi nous avons fabriqué des sondes d’ADN marquées dirigées vers les
chromosomes X et Y du marmouset commun afin d’identifier par FISH des précurseurs
neuraux, obtenus a partir de cellules souches embryonnaires males, administrés chez des
individus femelles de la méme espece. Ce travail, effectué au sein de la plateforme de
cytogénétique de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse sous la direction de M. Alain
Pinton et du Pr. Isabelle Raymond-Letron, participe a la recherche menée par I'équipe

iDREAM, sachant que des ajustements de protocoles seront nécessaires.
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Marquage histologique du chromosome Y chez le marmouset
commun (Callithrix jacchus), petit primate non humain. Mise au
point d’une sonde d’hybridation in situ en fluorescence pour le
suivi tissulaire de greffes de cellules a potentiel neurogénique.

RESUME :

Notre travail s’inscrit dans un projet d’étude de médecine régénérative dans le cadre d’atteintes cérébrales,
tel que I'accident vasculaire cérébral. Ce projet a besoin d’un essai sur le modéle animal qu’est le marmouset
commun (Callithrix jacchus). Dans une premiére partie, nous présentons d’abord les différents types de
cellules souches existantes ainsi que leurs applications en médecine régénérative. Nous exposons ensuite les
capacités des cellules souches embryonnaires qui seront utilisées dans le projet. Puis nous développons les
différentes méthodes de suivi cellulaire utilisables et expliquons le choix de I’hybridation in situ en
fluorescence. Pour finir cette premiére partie, nous expliquons I'intérét du modéle marmouset en recherche
dans le cadre de ce projet, ainsi que le choix du suivi des chromosomes sexuels. Dans une deuxieme partie,
nous décrivons d’abord les protocoles expérimentaux permettant la création des sondes chromosomiques
spécifiques aux chromosomes X et Y. Ces sondes sont ensuite testées sur des cellules en métaphase isolées
puis sur des coupes de tissus. Ces sondes, apres quelques modifications du protocole expérimental,
permettront de différencier une cellule male d’une cellule femelle sur une lame histologique. Il sera donc
possible de suivre un implant de cellules males chez un individu receveur femelle grace a une méthode de
suivi par FISH.

MOTS CLEFS :
FISH, hybridation in situ, sonde d’ADN, sonde chromosomique, suivi cellulaire, tracking cellulaire, médecine
régénérative, cellules souches, cellules souches embryonnaires, marmouset commun, Callithrix jacchus

Histological tracking of the Y chromosome in the common
marmoset (Callithrix jacchus), a small non-human primate.
Development of a fluorescence in situ hybridization probe for
tissue tracking cell with neurogenic potential transplants.

ABSTRACT :

Our work is part of a project to study regenerative medicine in the context of brain disorders, such as strokes.
This project needs a test on the animal model that is the common marmoset (Callithrix jacchus). In the first
part, we present the different types of existing stem cells and their applications in regenerative medicine.
Then we expose the capacities of embryonic stem cells that will be used in the project. Then we develop the
different cell tracking methods that can be used and we explain the choice of in situ fluorescence
hybridization. To end this first part, we explain the interest of the marmoset model in research for this project,
as well as the choice of sexual chromosome tracking. In a second part, we first describe the experimental
protocols allowing the creation of chromosomal probes specific to X and Y chromosomes. These probes are
then tested on isolated metaphase cells and then on tissue sections. These probes, after some modifications
of the experimental protocol, will allow to differentiate a male cell from a female cell on a histological section.
It will therefore be possible to track an implant of male cells in a female recipient individual using a FISH
monitoring method.

KEYWORDS :
FISH, in situ hybridization, DNA probe, chromosomal probe, cell tracking, regenerative medicine, stem cells,
embryonic stem cells, common marmoset, Callithrix jacchus




