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LISTE DES ABBREVIATIONS

CSM = MSC = Cellule souche mésenchymateuse (Mesenchymal Stem Cells)

IPS = Cellule souche pluripotente induite

Inserm = Institut national de la santé et de la recherche médicale

ASC = Cellules souches mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux (Adipose Stem
Cells)

ISCT = International Society for Cellular Therapy

IFATS = International Federation for Adipose Therapeutics and Science

SVF = Fraction Stromale Vasculaire

ISCT = International Society for Cellular Therapy

VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor = Facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire

HGF = Hepatocyte Growth Factor = Facteur de croissance des hépatocytes

TGF-B2 = Transforming Growth Factor 3 2 = facteur de croissance transformant 3 2
FGF-2 = Fibroblast Growth Factor = Facteur de croissance des fibroblastes 2
GM-CSF = Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating Factor = Facteur de
stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages

IL-6 = Interleukine 6

TNF-o = Tumor Necrosis Factor = Facteur de nécrose tumorale

IGF1 = Insulin-like Growth Factor = Facteur de croissance 1 ressemblant a I’insuline
BDNF = Brain-Derived Neurotrophic Factor = Facteur neurotrophique issu du cerveau
IL-10 = Interleukine 10

IRM = Imagerie par Résonnance Magnétique

PET = Positon Emission Tomography = Tomographie par émission de positons
SPECT = Single photon emission computed tomography = Tomographie par émission
mono-photonique

QDs = quantum dots = boites quantiques (nanoparticules multifonctionnelles,
inorganiques, fluorescentes et semi-conductrices)

BLI = Imagerie bioluminescente



INTRODUCTION

La médecine régénérative offre des thérapies de plus en plus innovantes de nos jours. Les
cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont tres étudiées car en plus du fait qu’elles sont
accessibles au prélévement, elles ont un potentiel de différentiation intéressant et des propriétés
de régulation des réactions immunitaires. Elles ont été décrites pour la premiere fois par
Alexander Friedenstein en 1968 comme des cellules mésodermiques dérivées de la moelle
osseuse non hématopoiétique (Friedenstein et al. 1968). Le terme «cellule souche
mésenchymateuse » a été introduit pour la premiére fois par Caplan en 1991 (Caplan 1991).

Certains effets thérapeutiques des cellules souches mésenchymateuses ont été démontrés sans
réellement connaitre leur mécanisme d’action. Or pour pouvoir mettre un produit thérapeutique
a base de CSM sur le marché du médicament, il est nécessaire de prouver au préalable son
efficacité, sa sécuriteé, sa biodistribution ainsi que sa pharmacodynamique.

Les études scientifiques et les essais précliniques s’orientent donc actuellement sur ces
différents aspects. Cependant, pour étudier ces cellules souches il faut parvenir a les suivre in-
situ (dans les tissus) et donc a les tracer sans altérer leur nature ou leur fonctionnement.

De nombreux marqueurs ont jusque-la été utilisés afin de suivre les cellules souches : des
techniques classiques (CSM avec gene rapporteur codant une protéine fluorescente en vert ou
un marqueur intégré pendant la culture des CSM et révélé avec un anticorps spécifique), des
techniques de suivi in-vivo avec des traceurs radioactifs ou encore I’incorporation de
nanoparticules de fer radioactif dans les cellules souches avec révélation par des techniques
d’imagerie (Sensebé, Fleury-Cappellesso 2013). Ces différents marqueurs sont tous des
marqueurs extrinseques : ils sont rajoutés a la cellule souche et peuvent par conséquent modifier
sa nature ou son fonctionnement.

Certains marqueurs intrinseques a la cellule humaine ont été étudiés, comme par exemple la
séquence « Alu » chez I’Homme. 11 s’agit d’une séquence tres répétée et spécifique d’espéce.
Elle peut facilement étre quantifiée par PCR quantitative ou visualisée en histologie apres
’utilisation d’anticorps spécifiques. Par conséquent c’est le marqueur de choix actuel pour
détecter la présence de cellules souches humaines xénotransplantées dans les tissus des modeles
animaux immunocompromis (notamment murin). Par contre, il n’existe actuellement pas de
marqueur intrinseque permettant de suivre une cellule souche de I’espéce lorsqu’elle est
administrée dans cette méme espece.

Le chromosome est un element intrinseque a toute cellule nucléée. 1l se trouve donc étre un bon

¢lément a tracer car il pourrait étre révélé a n’importe quel moment ex-vivo sans altérer
préalablement la fonction ou la nature des cellules souches.

Dans les projets de I’unité de recherche (STROMALab) et pour notre étude, le modéle canin
représente un deuxieme modele mis en ceuvre apres des premieres validations dans le modéle
murin afin de renforcer les premiers résultats. Il est également utilisé dans le but de développer
des thérapeutiques innovantes pour des applications directes en médecine vétérinaire.



1. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE :
1.1. Les cellules souches mésenchymateuses — intérét en médecine régénérative
1.1.1. Définition d’une cellule souche mésenchymateuse

Les cellules souches sont des cellules qui ont la capacité de s’auto-renouveler indéfiniment en
générant des cellules filles identiques pour maintenir le pool de cellules souches. Elles peuvent
également donner naissance a plusieurs types de cellules différenciées. On parle alors de
différenciation asymetrique puisque apres chaque division, une cellule se renouvelle tandis que
I’autre se différencie et acquiert les caractéristiques du tissu concerné.

Il existe deux types de cellules souches : les cellules souches pluripotentes et les cellules
souches multipotentes. Les cellules souches pluripotentes peuvent donner tous les types de
cellules de 1’organisme appartenant aux trois feuillets (ectoderme, endoderme et mésoderme).
11 s’agit des cellules souches embryonnaires ou des cellules souches pluripotentes induites
(IPS).

D’apres I’Inserm (Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale), les cellules
souches mesenchymateuses sont des cellules multipotentes, c'est-a-dire qu’elles peuvent se
différencier en un nombre limité de types cellulaires (appartenant au mésoderme). Ces CSM
sont présentes dans tout I’organisme au sein du tissu adipeux, de la moelle osseuse, des tissus
de soutien des organes, mais aussi au sein des 0s, des cartilages, des muscles, etc...

Elles sont particulierement faciles a prélever, comme par exemple dans le tissu adipeux (ex :
ASC : Adipose Derived Stem Cells). Lorsque les conditions sont réunies, elles peuvent donner
naissance a des cellules cartilagineuses, osseuses, graisseuses, des fibres musculaires, des
cardiomyocytes, etc...

Ces cellules sécrétent un certain nombre de facteurs dont des facteurs de croissance qui sont
alors utilisés par les cellules environnantes. Elles produisent également des facteurs anti-
inflammatoires, entrainant une immunosuppression locale et favorisant la fonction des cellules
régulatrices de I'immunité. Ces propriétés auraient un rdle de protection contre le rejet de greffe.

Dans un souci d’harmonisation, 1’International Society for Cellular Therapy (ISCT) a décidé
en 2006 de dénommer ces cellules sous le terme de « Multipotent Mesenchymal Stromal Cells »
et de déterminer des critéres minimums pour les définir (Casteilla 2011) :

e [’adhérence au plastique sous des conditions de culture standard,

e la présence d’antigéne spécifique a leur surface a plus de 90% : CD73, CD90, CD105;
et au moins 98% d’entre elles n’expriment pas les marqueurs hématopoiétique suivants
: CD45, CD34, CD14, CD19, CD11a et HLA-DR,

e la capacité in-vitro de donner naissance a des lignées cellulaires dérivées du
mésenchyme telles que les adipocytes, les ostéoblastes et les chondrocytes.



1.1.2. Etendue de la recherche actuelle sur les CSM

La recherche sur les CSM est en pleine expansion ces dernieres années. Sur le site de
publications scientifiques PubMed (www.pubmed.com), le terme « mesenchymal stem cells »
abouti sur 43559 resultats en 2016 contre 5368 en 2006. On note aussi 10708 en entrant le terme
« pluripotent induced stem cells » en 2016. Cela témoigne de I’importance accordée aux CSM
dans la recherche en médecine régénérative.

D’aprés le site clinicaltrial.gov, 655 essais cliniques utilisant des cellules souches
mésenchymateuses (tout type confondu) sont actuellement en cours dont 140 en Europe avec
une forte participation de 1’Espagne et de la France (Eigure 1). Cependant, ce nombre d’étude
clinique en cours sur les CSM est légerement sous-estimé. En effet, si on regarde plus
particulierement les cellules souches dérivées du tissu adipeux (ASC) en entrant les termes
« adipose derived stromal cells », il y a 77 études supplémentaires en cours.

Colors indicate the number of studies with locations in that region

Least S o

Labels give the exact number of studies

Figure 1 : Répartition du nombre d'essai clinigue sur les CSM en Europe (www.clinical.gov)




Toutes ces études concernent des maladies trés différentes. Par exemple dans les 20 premiéres,
les ASC sont utilisées pour traiter :

e des escarres, e des infarctus du myocarde,

e des ischémies, e la maladie d’Alzheimer,

e des avortements, e [autisme,

e des problémes de I’érection, e la dégénérescence maculaire liée a
e de I’arthrose, I’age (DMLA),

e du diabete de type Il, ¢ la maladie de Parkinson,

e des lésions cérébrales, e la bronchite chronique,

e de lasclérose en plaque, e ladiscopathie dégénérative

e de I’insuffisance rénale, e ct I’alopécie androgénique.

e des accidents vasculaires cérébraux,

Ceci traduit le fort potentiel des CSM pour traiter un grand nombre de maladie d’origine trés
variées.

1.1.3. Les cellules souches mésenchymateuses d’origine adipeuse

L’étude des ASC a débuté en 2001. Une équipe de chercheur a montré la présence de cellules
de type fibroblastiques, dans la graisse prélevée par liposuccion chez I’ Homme, capables de se
différencier en cellules de la lignée mésodermique (Zuk et al. 2001).

Depuis leur découverte, des milliers d’articles ont été publiés utilisant plusieurs terminologies,
telles que les « adipose-derived stem cells » (ADSCs), « adipose-derived adult stem cells »
(ADAS), «adipose-derived mesenchymal stem cells » (AD-MSCs), «adipose MSCs »
(AMSCs) et «adipose stromal/stem cells » (ASC). Dans le but d’éviter toute confusion,
I’TFATS (International Federation for Adipose Therapeutics and Science) a défini le
terme ASC pour « Adipose-derived Stem Cells » qui référe ainsi a des cellules stromales
multipotentes adhérentes au plastique, isolées a partir de la fraction stromale vasculaire ou SVF
(Zuk 2013).

La liposuccion permet de récupérer entre 100mL et plusieurs litres de graisse. Il a de plus été
montré qu’a partir de 300mL de graisses issues de liposuccion, 10 a 100 millions de cellules
souches pouvaient étre obtenues dont 90% seraient viables (Locke, Windsor, Dunbar 2009). Le
tissu adipeux apparait alors comme une source idéale d’ASC puisqu’il permet d’obtenir prét de
500 fois plus de cellules souches que dans la moelle osseuse pour un méme volume et ne
nécessite qu’une anesthésie locale pour le prélévement (Maumus et al. 2011).



In-vitro, les cellules du tissu adipeux blanc peuvent étre séparées par digestion enzymatique en
deux populations : les adipocytes matures et la fraction stromale vasculaire (SVF). La SVF est
composée de plusieurs types cellulaires :

e des pré-adipocytes : ils sont relativement immatures et se différencient en adipocytes,

e des précurseurs vasculaires et cellules endothéliales : ils participent a la vascularisation
du tissu adipeux et permettent ainsi son développement,

e des péricytes : ils se situent dans la lame basale de 1’endothélium des capillaires,

e des cellules d’origine hématopoiétique : macrophages, lymphocytes, cellules souches
hématopoiétiques,

e des cellules nerveuses: innervation principalement sympathique dont le
neurotransmetteur est la noradrénaline régulant, entre autre, la lipolyse,

e des fibroblastes,

e des cellules souches mésenchymateuses.

La culture de la SVF sous certaines conditions permet d’éliminer la plupart des cellules. De
plus en utilisant la capacité des ASC a adhérer au plastique, il est possible de les isoler
facilement et de les cultiver in-vitro afin de les faire se multiplier. Leur identité de surface est
ensuite vérifiée par cytométrie de flux.

Les ASC et la SVF ont le potentiel d’étre utilisées en thérapie cellulaire. La SVF a quelques
avantages par rapport aux ASC dans le traitement de certaines maladies grace a la présence de
cellules endothéliales circulantes couplées aux ASC. L’inconvénient principal est que le
nombre de cellules qui doit étre utilisé pour le traitement est limité a ce qui peut étre extrait du
patient. Inversement, 1’utilisation des ASC purifiées permet d’obtenir une quantité plus
importante de cellules souches apres une phrase d’amplification par culture cellulaire (environ
10-15 jours). Ainsi, elles donnent un avantage thérapeutique certain (Locke, Feisst, Meidinger
2015).

Ces cellules souches présentent également de nombreux antigenes de surface. Seulement, une
caractérisation claire de la population des ASC avec le meilleur potentiel thérapeutique demeure
incertaine d’apres les différentes études menées. C’est pourquoi, les autorités de I’'IFATS et de
I’ISCT (International Society for Cellular Therapy) ont établi des criteres minimums pour
définir des ASC non cultivées présentes dans la SVF et des ASC cultivées par adhérence au
plastique (Bourin et al. 2013). Comme toutes les CSM, les ASC de la SVF ou les ASC purifiées
expriment les marqueurs CD73, le CD90 et CD105 (Dominici et al. 2006).

e Dans la SVF, les ASC sont caractérisées en plus par I’expression des marqueurs CD34
et la non expression des marqueurs CD235a et CD31.

e Les ASC purifiées expriment en plus le marqueur CD44 et n’expriment pas CD45 et
CD31. L’expression de CD34 est donc perdue aprés la culture par adhérence au
plastique.

Les ASC peuvent étre différenciées des CSM derivées de la moelle osseuse par leur positivité
pour CD36 et leur négativité pour CD106. La différentiation en adipocyte, chondroblaste et
ostéoblaste permet de compléter leur identification (Bourin et al. 2013; Baer 2014).

10



1.2. Mécanisme d’action des ASC : données actuelles
1.2.1. Propriété de régénération des ASC

Plusieurs mécanismes peuvent étre responsables du potentiel de régénération des ASC (Bajek
et al. 2016). Quelques études suggérent que les ASC agissent en se différenciant vers un type
de cellule spécifique, remplacant ainsi les populations défectueuses in-vivo. Toutefois, les
études menées sur les modéles animaux, qui permettent de suivre les ASC in-vivo n’ont pas
confirmé cette hypothése (Gimble, Bunnell, Guilak 2012). A part pour le phénotype
mésenchymateux « classique » (c'est-a-dire qui se différencie en adipocytes, ostéoblastes et
chondrocytes), aucune étude ne confirme la différentiation totale et fonctionnelle des cellules
souches de type mésenchymateuses. En effet, le phénotype des cellules différenciées est
essentiellement mis en évidence par I’expression de marqueurs spécifiques de phénotype
« cellule différenciée » et non par la démonstration de la fonctionnalité de ces cellules (Casteilla
2011).

Plusieurs études suggerent que la différenciation des CSM peut conduire a des cellules
intermédiaires ayant deux phénotypes et qui co-expriment a la fois des marqueurs spécifiques
de la cellules et des marqueurs de cellule souche sans obtenir de fonction spécifique a
proprement parler (Rose et al. 2008). Dans ce cas, les CSM subissant une différenciation
spécifique ne feraient qu’exprimer les marqueurs de « vraies cellules différenciées » sans
apporter la preuve de leurs fonctionnalités. Un autre probléme non résolu est de savoir si la
trans-différenciation des cellules est bien le résultat de leur fusion, considérée comme le
principal mécanisme de formation de nouvelles cellules fonctionnelles (Utsunomiya et al.
2010). Une étude a montré qu’aucune fusion n’était détectée entre les ASC différenciées en
hépatocytes et les hépatocytes de I’hdte (Aurich et al. 2009), laissant toujours cette question en
suspens.

Un autre mécanisme d’action des ASC proposé est la modulation des niches de cellules souches
de I’hote en stimulant le recrutement des cellules souches endogenes vers la zone 1ésée et leur
engagement vers une lignée cellulaire spécifique. Les ASC peuvent aussi étre une source
d’antioxydants, de piégeurs de radicaux libres et de proteines chaperonnes de choc thermique
au niveau du site du tissu lésé (Friedenstein et al. 1968). Actuellement, plusieurs chercheurs
pensent que les ASC entrainent la régénération cellulaire des tissus et organes, principalement
en sécrétant des cytokines et facteurs de croissance (Gimble, Bunnell, Guilak 2012).

1.2.2. Propriétés paracrines et immuno-modulatrices des ASC

Les ASC entrainent la régénération d’un tissu en sécrétant des cytokines et des facteurs de
croissance, qui stimulent la restauration des fonctions normales du tissu ou en réduisent les
dégats (Bajek et al. 2016). Ces molécules ont des effets positifs sur le systéme nerveux central,
le systéme immunitaire, le coeur, les muscles et aussi la vitalité générale des cellules.

Ces cellules ont des propriétes angiogéniques impressionnantes dont la capacité d’induire une
néo-vascularisation dans un tissu par 1’expression des VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor), TGF-B2 (Transforming Growth Factor ), FGF-2
(Fibroblast Growth Factor), et GM-CSF (Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating Factor)
(Gir et al. 2012; Sterodimas et al. 2010). De plus en réponse a un stimulus inflammatoire,
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I’expression des facteurs angiogéniques (VEGF, HGF, IGF-1) et des facteurs hématopoiétiques
/ inflammatoires (G-CSF, M-CSF, IL-6, TNF-a) augmente chez les ASC (Kilroy et al. 2007).

Elles ont également des propriétés anti-apoptotiques. Parmi les facteurs sécrétés, I’IGF-1
(Insulin-like Growth Factor) participe a la protection des cardiomyocytes vis-a-vis de
I’apoptose (Sadat et al. 2007). Ces cellules souches favorisent aussi la régénération des cellules
du systeme nerveux central. Elles montrent une activité neuroprotectrice en sécrétant le facteur
neurotrophique dérive du cerveau (bdnf), le facteur neurotrophique dérivé des cellules gliales,
le facteur de croissance nerveuse et des IGF (Salgado et al. 2010). Les facteurs de croissance
sécretes stimulent aussi la croissance des fibroblastes et kératinocytes (Hong et al. 2013).

De plus, elles sont également immuno-privilégiées grace a 1’absence d’expression du HLA-DR
(récepteur appartenant au complexe majeur d’histocompatibilité de classe II) et a I’inhibition
de la prolifération des lymphocytes activés allogéniques (Aust et al. 2004; Gonzalez-Rey et al.
2010; Mitchell et al. 2006). Les ASC inhibent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires,
stimulent la production des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et induisent la formation des
lymphocytes T régulateurs spécifiques d’antigénes (Gonzalez-Rey et al. 2010). Les propriétés
immunosuppressives des ASC résultent aussi de la production de prostaglandines E2 et 2,3
dioxygénase indole (Gimble et al. 2011) qui agissent sur les lymphocytes T. Elles protegent
aussi de la réaction de greffon contre 1’hdte aprés une transplantation de cellules souches
allogéniques (Yafiez et al. 2006). Les propriétés immuno-modulatrices ont été confirmées a la
fois in-vitro et in-vivo (Baer 2014; Le Blanc et al. 2003; Mizuno-Kamiya 2013; Patel et al.
2008; Bajek et al. 2016).

Ainsi les ASC possedent un large éventail de propriétés. Toutefois il est également
indispensable de connaitre leur biodistribution dans 1’organisme afin s’assurer que les ASC
agissent au lieu d’intérét (ex : tissu 1ésé).

1.2.3. Administration et biodistribution des ASC
1.2.3.1. Les différentes voies d’administration

Il existe différentes voies potentielles d’administration des ASC :

La voie d’administration systémique :

Les ASC sont délivrées par injection intraveineuse (IV), intra-péritonéale (IP), intra-artérielle
(1A) ou intracardiaque (IC). Elles sont ensuite « autoguidées » vers le site 1ésé. En effet, les
CSM (et donc les ASC) expriment des récepteurs aux cytokines et chimiokines a leur surface.
Ces récepteurs leur permettent de migrer au site lésionnel grace a des gradients chimiotactiques
sécrétés par le tissu inflammatoire (phénomene appelé « homing ») (Locke, Feisst, Meidinger
2015).

Cependant, le nombre de cellules qui migrent vers le tissu 1ésé demeure encore incertain par
cette voie d’administration. Il a notamment ét¢é montré qu’une grande partie des cellules
injectées en IV s’accumulaient en grande partie dans les poumons mais aussi dans le foie, le
ceeur et le cerveau. Le risque d’embolie pulmonaire ou d’infarctus ne peut donc pas étre négligé,
tout comme la perturbation du flux sanguin (Prockop, Olson 2007).
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Les ASC ont été utilisées en injection intraveineuse pour traiter, entre autres, des dysfonctions
de la vessie (Zhang et al. 2012), des troubles de 1’érection (Fandel et al. 2012), des insuffisances
rénales chroniques (Quimby et al. 2016). Des ASC ont été implantées dans les artéres rénales
pour empécher le rejet aprés une transplantation rénale (Kato et al. 2014). Il a également été
montré que 1’obstruction d’artéres cérébrales pouvait étre ameliorée par injection d’ASC par
I’artére carotide (Du et al. 2014).

La voie d’administration locale :

Les ASC sont délivrées par injection in-situ ou par application topique au niveau du tissu lésé.
Cette voie d’administration s’affranchie de la nécessité de guidage des ASC par gradient
chimiotactique vers le site 1ésé car les cellules sont directement en contact avec la zone cible.
Un autre avantage est qu’elle s’affranchie aussi des risques décrits pour la voie systémique
(embolie, infarctus, perturbation du flux sanguin). Cependant, cette voie d’administration
présente aussi des risques. En effet, ¢’est une méthode qui peut s’avérer étre plus invasive et les
cellules sont directement injectées dans un microenvironnement potentiellement incompatible
(Muschler, Nakamoto, Griffith 2004).

Les ASC ont été utilisées, entre autre, pour traiter des dysfonctions de la vessie par injection
locale d’ASC dans la paroi vésicale (Zhang et al. 2012), pour traiter des troubles de 1’érection
par injection intracaverneuse (Fandel et al. 2012) ou encore pour traiter 1’incontinence urinaire
de stress par injection urétrale (Yamamoto et al. 2012).

La voie d’administration doit donc étre étudiée et choisie prudemment avant toute application
clinique pour une efficacité thérapeutique optimale avec un minimum de risque.

1.2.3.2.  Le «homing » ou guidage des ASC vers le tissu lése

La moelle osseuse joue un rdle essentiel en guidant (« homing ») et supportant les cellules
souches mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse (BMSC), qui sont le prototype de
toute cellule souche mésenchymateuse, incluant les ASC. Il est difficile de déterminer si les
ASC sont arrétées dans les vaisseaux ou si elles subissent une migration trans-endothéliale
immédiatement aprés perfusion. En effet, il manque des données décrivant I’exacte position des
ASC juste apres injection (Karp, Leng Teo 2009).

Une étude récente a recensé ce qui était décrit sur le « homing » des ASC et a essayé d’en faire
une synthese (Zhao, Zhang 2016). Un schéma bilan a été réalisé dans cette étude afin de
représenter le mécanisme de « homing » des ASC supposé a I’heure actuelle (Figure 2). Ce
mécanisme ressemble au mécanisme de migration des leucocytes vers les sites inflammatoires.
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Figure 2 : Illustration du "homing" des ASC (Zhao, Zhang 2016)

1% étape : le « rolling » :

Des récepteurs aux chimiokines et leurs ligands sont essentiels pour la migration des leucocytes
vers le site inflammatoire. Récemment des composants similaires ont été trouvés pour les CSM.
Les cellules de I’endothélium des vaisseaux sinusoides de la moelle osseuse expriment les
sélectines E et P. Toutefois les ligands aux sélectines E et P présents sur les leucocytes n’ont
pas été retrouvés sur les CSM. Cependant, des études ont montré que des ligands glycosylés,
présents sur les CSM, interagissaient avec les sélectines E et P (Yang et al. 1999; Katayama
2003). Une étude de cytométrie de flux a suggéré que le CD24, une molécule capable de
supporter le « rolling » des monocytes, neutrophiles et cellules cancéreuses métastatiques, était
un potentiel ligand aux sélectines P (Bailey et al. 2009).

2°me étape : I’adhésion aux cellules endothéliales :

Tout comme les cellules souches hématopoiétiques, les CSM expriment plusieurs types de
molécules d’adhésion, notamment des intégrines (Potocnik, Brakebusch, Fassler 2000) et des
isoformes du CD44 (Lapidot 2005).

Pour les BMSC (Bone Marrow derived Stem Cells ou Cellule Souches Dérivées de la Moelle
Osseuse), le role dominant de I’intégrine 041 (VLA-4 ou « Very Late Antigen — 4 ») dans
I’interaction avec VCAM-1 (« Vascular Cell Adhesion Molecule — 1 ») présente sur
I’endothélium vasculaire a été suggéré par Bonig et Papayannopoulou (Bonig 2006;
Papayannopoulou et al. 2001). Une autre étude a montré que les ASC exprimaient aussi la VLA-
4 (De Ugarte et al. 2003).
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Il a également été montré que le CD44, exprimé a la surface des ASC interviendrait dans
I’adhésion des cellules souches a 1I’endothélium vasculaire de la moelle osseuse. Or le CD44
est le récepteur principal de 1’acide hyaluronique, un des composants de la matrice
extracellulaire des cartilages articulaires. Le r6le du CD44 dans I’adhésion des cellules est donc
encore a approfondir (De Ugarte et al. 2003; Katz et al. 2005; Choudhery et al. 2013; Screven
et al. 2014; Wu et al. 2013).

3fme étape : Transmigration des ASC :

Le SDF-1 (« Stromal Derived Factor-1 ») appartient a la famille des chimiokines et est exprimé
a la fois par les BMSC et les cellules endothéliales (Lapidot 2005). Le CXCR4, qui agit sur les
récepteurs SDF-1, est exprimé sur les cellules souches humaines et les précurseurs cellulaires.
L’interaction SDF-1/CXCR4 est principalement impliquée dans la transmigration des ASC.

L’expression du ligand CXCLS5 par les cellules épithéliales a fréquemment été observée lors de
réponse inflammatoire. Il est supposé que le CXCL5 induit la migration des ASC par gradient
chimiotactique (Zhang et al. 2010; Walz et al. 1997).

Les ASC migrent alors a travers les cellules de 1’endothélium sinusoidal, suivant les gradients
SDF-1 et CXCLS5, au sein de la moelle osseuse ou elles s’installent dans des niches endostéales

(zone entourant directement 1’0s, en contact avec les ostéoblastes producteurs d’os) (Zhao,
Zhang 2016).

1.2.3.3.  Notion de niche cellulaire

In-vivo, les cellules souches résident dans une niche trés complexe, composée d’un groupe de
cellule, de molécules de signal et de matrice extracellulaire situés dans un site tissulaire spécial,
qui controle le renouvellement et la mobilisation des cellules souches (Zhao, Zhang 2016). La
localisation exacte et la composition des niches d’ASCs in-vivo demeurent mal connues. Cela
s’explique par le fait que les ASC ne sont pas des cellules natives mais une population
artificielle établie et maintenue en culture & long terme in-vitro. Par conséquent, c’est une
population hétérogene et le phénotype de cellules qui la compose différe selon les conditions et
durées de culture (Buschmann et al. 2013). Jusqu’a présent, de nombreuses études ont tenté
d’identifier la localisation in-situ des ASC dans le tissu adipeux en utilisant
I’immunohistochimie sur coupe tissulaire (Lin et al. 2008; Zannettino et al. 2008). Par exemple,
il a ét¢ montré que les ASC étaient localisées dans les capillaires et dans 1’adventice
périvasculaire des gros vaisseaux du tissu adipeux. Dans les capillaires, ces cellules coexistent
avec les péricytes et les cellules endothéliales. Dans I’adventice des grands vaisseaux, les ASC
existent en tant que fibroblastes spécialisés. De plus, les cellules musculaires lisses vasculaires
et les peéricytes seraient des niches cellulaires possibles pour les ASC (Lin et al. 2008). D’autre
part, la moelle osseuse est un réservoir de différents types de cellules souches. Des études
antérieures ont demontré que les ASC pourraient étre localisées dans la moelle osseuse apres
injection chez des modéles animaux (phénoméne de homing), indépendamment des voies
d’administration (Lin et al. 2011; Han et al. 2010; Zhao, Zhang 2016).
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1.3. Le « tracking » des cellules souches — méthodes actuelles

Depuis le début de la recherche sur les CSM, il est vite devenu essentiel de connaitre le devenir
des cellules souches dans I’organisme. Il est donc indispensable de savoir différencier une
cellule souche du reste du tissu. Différentes méthodes de marquage des CSM ont éte utilisées.
On retrouve deux grands types de marquage : le marquage post-mortem qui reste le gold
standard en termes de sensibilité et spécificité et le marquage en temps réel, non invasif. Ces
deux grands types ne sont pas a opposer, mais tendent a étre complémentaire pour la
compréhension du devenir des cellules souches.

1.3.1. Marquage en temps réel — non invasif :

Plusieurs techniques de marquage en temps réel ont vu le jour, présentant chacune des
avantages et inconvénients. Deux grands types de marquage en temps réel existent: le
marquage direct (Figure 3) et le marquage indirect (Figure 4).

1.3.1.1. Marquage direct :

Le marquage direct nécessite I’introduction d’un marqueur dans la cellule ou a sa surface avant
implantation. Plusieurs techniques de marquage direct existent :

» IRM ou Imagerie par Résonnance Magnétique :

L’IRM est une technique basée sur I’enregistrement des changements des propriétés
¢lectromagnétiques des atomes d’hydrogéne provoquée par des impulsions répétées d’ondes
électromagnétiques a une certaine radiofréquence dans un champ magnétique statique.

Le marquage a ’oxyde de fer est utilisé¢ pour tracer les cellules souches pendant une longue
période grace a I’'IRM (McColgan, Sharma, Bentley 2011). Le marqueur le plus souvent utilisé
dans les études précliniques et cliniques est la particule super-magnétique d’oxyde de fer
(SP10). Cette méthode est tres sensible et a été utilisée pour suivre des cellules souches
neuronales chez un patient pendant 3 semaines (Zhu, Zhou, XingWu 2006). L’IRM offre
I’avantage d’une haute résolution spatiale, avec une morphologie des organes en détails et des
informations de fonctionnement. Le nombre de cellules utilisées pour le « SPIO tracking » chez
’Homme varie entre 3,71x10° et 17,4x10° cellules (Zhang et al. 2011). L’inconvénient de cette
méthode est qu’elle n’est pas adaptée au suivi a long terme des cellules (Li et al. 2008). En
effet, les SP1O peuvent sortir des cellules transplantées avec le temps en étant incorporées dans
des macrophages ou d’autres types de cellules et ainsi, une partie du fer peut demeurer dans
I’espace interstitiel. Le signal percu n’est alors pas forcément corrélé a une cellule viable, il y a
donc un biais dans la détection (Li et al. 2008; Bengel, Schachinger, Dimmeler 2005; Chen et
al. 2009).

Le perfluorocarbone (PFC) peut également étre détecté par IRM 19-F (Fluorine-19) et utilisé
pour tracer les CSM (Ahrens, Zhong 2013). Les cellules sont marquées dans une emulsion de
PFC avant transplantation et détectées par IRM 19-F. Celle-ci est basée sur I’enregistrement
des changements des propriétés electromagnétiques des atomes de fluor et non pas d’hydrogéne
comme dans I’IRM classique. L’avantage principal de ce systéme est le faible signal de « bruit
de fond » car le 19-F est présent en trés faible concentration dans I’organisme. C’est une
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méthode assez sensible puisqu’elle permet de détecter entre 10* et 10° cellules par voxel (pixel
en trois dimensions) (Ahrens, Zhong 2013). Cette technique a déja été utilisée pour tracer des
cellules souches avec succes (Partlow et al. 2007; Boehm-Sturm et al. 2011; Bible et al. 2012).

Le gadolinium chélate (Gd**-DTPA) a également été utilisé mais le SPI10 a été préféré de par
sa meilleure biocompatibilité.

» Tomographie par émission de positons (PET-scan) ou mono-photonique (SPECT) :

La tomographie par émission de positons (PET) est une technique qui permet de mesurer
quantitativement et en trois dimensions, une activité métabolique ou moléculaire d’un organe
grace aux émissions de photons produites par 1’annihilation des positons issus d’un atome
radioactif présent sur le traceur utilisé. Les radio-nucléotides utilisés sont principalement le *8F,
1241 88Ga (Cen et al. 2016).

La tomographie par émission mono-photonique (SPECT) est une technique qui reste proche de
laPET, a la différence que le produit radioactif utilisé est émetteur de rayons gamma (constitués
de photons). La détection des rayons gamma est faite par une caméra constituée d’un
collimateur et de détecteurs de rayons gamma. La PET est donc en général une technique plus
sensible (car pas de collimateur), cependant la gamme de produits radioactifs émetteurs de
rayons gamma est bien plus grande. Les radio-nucléotides utilisés sont le plus souvent le In,
131] et 9MT¢ (Cen et al. 2016).

Les radionucléides utilisées ont des durées de demi-vie différentes (allant de quelques heures a
quelques semaines), ce qui détermine le temps dont on dispose pour suivre une cellule marquée
dans ’organisme : **™Tm — 6 heures, *'In — 2,8 jours, ¥F — 109 minutes, “Cu — 12 heures
(Gambhir 2009).

L’oxynate d’indium (}In) a une demi-vie relativement longue d’environ 2,8 jours
(Kraitchman, Bulte 2009). Des études ont montré son efficacité pour suivre des MSC dans des
modeles précliniques pendant 7 jours (Kraitchman et al. 2005). Cependant la fuite du signal et
I’altération du phénotype des cellules limite la traduction du signal.

Une étude avec le radionucléide ®F FDG (fluorodeoxyglucose) comme marqueur de cellule
souche hématopoiétique dans le traitement des infarctus aigus et chroniques du myocarde a
montré une tragabilité du marqueur jusqu’a 20 heures par PET (Kang et al. 2006).

Il est possible de détecter entre 6,2x10° et 2,5x10* cellules en utilisant ces méthodes
(Kraitchman, Bulte 2009).

L’un des avantages majeurs de la PET ou SPECT est la grande sensibilité (femto- et nano-

molaire respectivement) qui permet la détection d’une faible quantité de signal (Adonai et al.
2002; Wu, Tseng, Gambhir 2004).

Cependant, ces méthodes présentent également des inconvenients. Premiérement, elles ont une
faible résolution spatiale en comparaison a I’IRM, ce qui peut géner la localisation du signal.
Mais le récent développement des PET-CT et SPECT-CT avec tomodensitométrie intégrée
donne une visualisation anatomique bien meilleure, permettant une plus grande détection du
signal (Gambhir 2009). Deuxiémement, les SPIO peuvent avoir une influence sur la
morphologie générale et la capacité proliférative des cellules marquées qui peut biaiser
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I’interprétation dans les études menées (Bos et al. 2004; Chen et al. 2009). De plus il existe une
radio-toxicité de ces marqueurs qui dépend a la fois du radio-nucléotide utilisé et de la dose
(Carr et al. 1995; Zanzonico et al. 2006). Troisiemement, le nombre de cellules augmente avec
les divisions mais le nombre de radio-isotopes reste le méme, il y a donc un effet dilution avec
le temps et les divisions qui biaise le signal observé.

» Fluorescence optique :

L’utilisation de sondes fluorescentes (colorants ou nanoparticules) est une autre technique de
marquage direct. Le marquage peut étre localisé a différents endroits :

e soit dans le noyau (4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), bis-benzimide (Hoechst), 5-
bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)),

e soit dans la membrane de la cellule (PKH26, 1,1 dioctadecyl-3,3,3,3-
tetramethylindotricarbocyanine iodide (DiR)),

e soit dans le cytoplasme de la cellule (chloromethyl-benzamido octadecyl
indocarbocyanines [CM-Dil])

e soit a la fois dans le noyau, la membrane et le cytoplasme (carboxyfluorescein
succinimidyl amino ester (CSFE)).

Grace a leur stabilité et leur propriété non toxique, les sondes fluorescentes CellTrackers™ ont
gagné en popularité pour le marquage des cellules souches. Ces sondes contiennent le groupe
chloromethyl ou bromomethyl qui réagit avec des thiols qui sont alors transformés en un
thioether coloré fluorescent, non perméable cellulaire (qui reste donc piégé dans la cellule). Le
marquage avec les sondes fluorescentes permet une visualisation directe des cellules en
monocouche avec une haute résolution (Sutton et al. 2008; Fu, Kraitchman 2010).

Les « Quantum dots » (QD), une nouvelle classe de sondes fluorescentes, ont récemment été
adoptées pour le marquage in-vivo et ex-vivo des CSM (Rota et al. 2007; Muller-Borer et al.
2007; Slotkin et al. 2007; Lin et al. 2007). Les QD sont des nanoparticules multifonctionnelles,
inorganiques, fluorescentes et semi-conductrices. En comparaison aux sondes fluorescentes
organiques, les QD présentent un avantage optique qui permet d’utiliser des dispositifs
d’imagerie optique multicolores plus larges, variant des ultra-violets au proche infrarouge
suivant les QD utilisées. Les QD ne peuvent pas étre transférées aux cellules adjacentes a cause
de leur trop grande taille (environ 10nm) comparé aux GAP jonctions (environ 1nm) et restent
donc au sein de la cellule initiale (Rosen et al. 2007). Cependant, les effets des QD sur la
prolifération des cellules et leur différentiation demeurent incertains. D’autres obstacles entrent
en jeu, comme le fait que les QD ont tendance a s’agréger dans le cytosol et qu’il est difficile
d’introduire les QD dans les cellules.
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Figure 3 : Schéma bilan des différentes techniques de marquage direct.(Cen et al. 2016)

1.3.1.2. Marquage indirect :

Le marquage indirect repose sur ’introduction d’un « gene rapporteur » a I’ADN de la cellule,
géne qui codera pour une protéine, un récepteur ou une enzyme qui sera reconnu par une sonde
specifique ou par un systéeme d’imagerie (Nguyen, Nag, Wu 2010). Seules les cellules viables
sont capables de transcrire le « géne rapporteur » (Gu et al. 2012).

Plusieurs techniques de marquage indirect existent :

> Imagerie optique :

L’utilisation de GFP (Green Fluorescent Protein) constitue une des premicres applications des
« genes rapporteurs » dans I’imagerie de 1’expression deS trans-géenes. Les protéines
fluorescentes sont trés sensibles et émettent un fort signal. La protéine est encodée seulement
si la cellule est viable. Le signal ne sera alors émis que par les cellules vivantes. Cependant, a
cause de I’excitation par la lumiére, de 1’absorption par les tissus et de la réfraction tissulaire,
la profondeur d’étude des tissus est limitée a 2mm (Massoud, Gambhir 2003; Shah et al. 2004;
Contag 2007). C’est pour cela que la plus grande application des « géne rapporteur »
fluorescents dans I’étude des CSM est 1’analyse post-mortem.

L’imagerie bioluminescente (BLI) avec utilisation de « genes rapporteurs » est basée sur
I’émission de lumiére et sa détection par des caméras spécifiques avec dispositif a couplage de
charge (CCD) (Contag et al. 2000). Comme toutes les autres applications de « geénes
rapporteurs », le signal BLI n’est émis que par les cellules vivantes. La BLI est habituellement
utilisée pour suivre les CSM chez les petits animaux (Chen et al. 2009; Rodriguez-Porcel et al.
2005; Wu et al. 2003). Deux « genes rapporteurs » sont couramment utilisés en BLI : le Fluc et
la Renilla luciférase (Rluc). La Fluc-BLI est basée sur 1’oxydation d’un substrat D-luciférine
par I’enzyme FLuc (réaction qui nécessite de 1’oxygéne, du magnésium et de I’ATP) et résulte
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par I’émission d’une lumiere déviée dans le rouge (500-700nm). C’est un signal fort. La Rluc-
BLI ne nécessite pas de cofacteurs mais résulte en un signal de plus faible longueur d’onde
(450-550nm) donnant un signal moins fort, plus difficile a détecter chez I’animal vivant
(Gambhir 2009). La BLI donne une infomation plane, limitée aux informations peu profondes.
Elle est donc limitée aux petits animaux et aux tissus superficiels chez les animaux de plus
grand format.

» PET et SPECT :

Le « gene rapporteur » est une enzyme ou un récepteur qui requiert 1’administration exogéne
d’une sonde contenant un traceur. Le radionucléide substrat est alors retenu dans la cellule ou
a sa surface et peut étre localisé et quantifié par PET ou SPECT.

Une information quantitative peut étre extrapolée grace au pourcentage de radio-isotope par
gramme injectés dans le tissu. Ca permet de quantifier des zones couvertes par les cellules mais
pas le nombre exact de cellules (Gyongydsi et al. 2008). La durée de vie des sondes est tres
courte (de I’ordre de quelques heures) mais comme cette méthode n’est pas invasive, le suivi
des cellules souches est possible, a intervalles réguliers, jusqu’a 4 semaines (Gyongyosi et al.
2008; Wu et al. 2006; Pei et al. 2014).

La sensibilité par PET est de 1’ordre du fentomolaire (102 mol/L), supérieur a I’IRM (107
mol/L) mais pas aussi sensible que 1’imagerie optique a faible profondeur (10™*> mol/L).

Trois systémes de « génes rapporteurs » ont été décrits par PET ou SPECT. Le systéeme le plus
utilisé est basée sur la production d’une enzyme intracellulaire (HSV1-tk ou Herpes Simplex
Virus type 1 thymidine kinase) qui phosphoryle un substrat exogene qui est alors retenu dans
la cellule a cause de sa charge négative. Ce systeme engendre un fort signal. Par contre comme
c’est une protéine d’origine virale, il peut y avoir une réponse immunitaire de la part de I’hote
qui diminue alors le signal (Hsieh et al. 2008). Un deuxiéme systéme repose sur 1’utilisation
d’un récepteur a la dopamine (D2R) avec la PET (MacLaren et al. 1999). Dans ce cas, le « géne
rapporteur » code pour une protéine membranaire qui se lie a une sonde exogeéne (3-(2’-[18F]-
fluoroethyl)-spiperone) qui aura été introduite et sera détectée par PET. Cependant ce systéeme
est limité a la détection de I’interaction d’un récepteur avec une seule molécule, le signal est
donc moins perceptible. Un troisieme systéme repose sur I’encodage d’un symport sodium/iode
(NIS) qui est une protéine transmembranaire thyroidienne, qui en conditions physiologiques
transporte 1’iode dans les cellules en échange du sodium (Kim et al. 2005; Kang et al. 2005).
Ce systéme a été utilisé avec la PET et le traceur *2*I mais aussi avec la SPECT et le traceur 123
(Gambhir 2009).

> IRM:

Le «gene rapporteur » est typiquement un gene codant une métalloprotéine intracellulaire
comme la transferrine, la ferritine ou la tyrosinase, qui captent une grande quantité du fer
présent dans le cytoplasme. La détection est alors non-invasive (Gu et al. 2012; Gambhir 2009)
et dépend de la quantité de fer capté et la durée pendant laquelle le fer reste dans la cellule.
Cependant le fer capté produit une information a long terme qui peut masquer la viabilité de la
cellule (Kraitchman, Bulte 2009), en effet une cellule morte retient encore le fer qui est alors
encore détecté par IRM.
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Certaines études suggérent que seul un géne codant pour une protéine riche en lysine pouvait
étre un « géne rapporteur » détectable a I’'IRM (Gilad et al. 2007).
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Figure 4 : Schéma bilan des différentes techniques de marquage indirect. (Cen et al. 2016)

1.3.2. Marquage post-mortem
1.3.2.1. Immunohistochimie

L’immunohistochimie est une méthode de localisation de protéines dans les cellules d’une
coupe de tissu, par détection d’antigénes au moyen d’anticorps. Le couple anticorps-antigéne
peut étre visualise de plusieurs fagons: soit 1’anticorps est couplé a une enzyme (ex :
peroxydase) qui peut catalyser une réaction de production de couleur (ex: coloration
immunoperoxydase), soit I’anticorps est marqué avec un fluorophore (ex : FITC, Rhodamine,
Texas Red ou Alexa Fluor).

Des anticorps spécifiques d’espéce, des bio-marqueurs spécifique de genre ou spécifique
humain sont indispensables pour suivre des cellules souches humaines lors de
xenotransplantation (transfert d’une espéce a une autre). Le marqueur « antigene nucléaire
humain » reconnait un déterminant antigénique de I’histone humaine H1 et est exprimé dans
toutes les cellules nucléées humaines. L’anticorps généré contre 1’antigéne nucléaire humain a
été largement utilisé pour suivre des cellules humaines xénotransplantées dans des tissus
animaux. Malheureusement, la plupart de ces études se sont focalisées sur des coupes de tissus
congelées, et non pas sur des coupes incluses en paraffine. De plus, un anticorps spécifique
humain reconnaissant les antigénes sanguins comme le TRA-1-85 ou les antigénes du complexe
mineur/majeur d’histocompatibilité ont aussi été testés mais n’ont pas donnés de résultats
satisfaisants en terme de largeur d’application, d’expression ubiquiste ou d’expression de
longue durée pendant la différenciation (Allard et al. 2014).
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Deux bio-marqueurs ubiquistes ont montré des résultats satisfaisants pour suivre des CSM
humaines xénotransplantées dans des tissus animaux, dont les coupes de tissus sont incluses en
paraffine. Il s’agit des marqueurs Ku80 et « human mitochondria » (hMito) (Allard et al. 2014).
La localisation de I’'immuno-coloration est confinée au noyau pour Ku80 et au cytoplasme pour
hMito. Ku80 n’est jamais détecté chez les tissus de souris, de rat et de cochon, confirmant sa
spécificité a I’espece humaine. Etonnamment, I’anticorps hMito reconnait une protéine
homologue chez le cochon qui rend le suivi des CSM humaines xénotransplantées impossible
chez cette espece (Allard et al. 2014).

1.3.2.2.  Hybridation in-situ

L’hybridation in-situ (HIS) est une méthode de localisation de séquence de nucléotides connus
monobrin (ARN ou ADN) sur une coupe histologique de tissu. La sonde est marquée afin d’étre
visualisée grace a des isotopes radioactifs ou des produits fluorescents (FISH), des hapténes
(biotine ou digoxigénine) ou des enzymes.

Principe de ’hybridation in-situ :

L’ADN est une chaine d’acides nucléiques double brins, constituée de deux brins d'acide
nucléiques complémentaires contenant quatre désoxyribonucléotides différents reliés entre eux
par des liaisons phosphodiester. Chacun des quatre nucléotides comporte une base, dont
I'adénine (A), la cytosine (C), la guanine (G) et de la thymidine (T). Les deux brins sont opposés
mais toujours A en face de T et C en face de G grace a des liaisons hydrogénes. La technique
d’hybridation in-situ est basée sur les propriétés chimiques de I’ADN. Une sonde ADN
synthétisée a partir d’une séquence choisie peut s’hybrider spécifiquement avec le brin d’ADN
correspondant a I’intérieur des cellules cibles (ici les CSM).

L’utilisation des sondes sur lames
histologiques incluses en paraffine 4
nécessite des étapes de prétraitement 100
comme le toluene (un dissolvant de
paraffine) et une protéase. Ensuite la
sonde est hybridée a I’ADN cible par
un processus de dénaturation-
hybridation  reposant sur  une
¢lévation de température suivi d’un
abaissement de cette derniere. Les
liaisons hydrogénes entre les paires
de bases sont sensibles a la chaleur,
elles se cassent a haute température, T
donnant ainsi des molécules d’ADN

S|mpl,e brin (BQM)' ) Cette Figure 5 : Température de fusion moléculaire d'un
température est appelée température fragment '’ ADN (Noiret, 2016)

de fusion (Tm), elle dépend de la

longueur du fragment d’ADN, de sa composition en bases et de la présence de certains ions
dans le milieu (Noiret 2016).
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Ensuite, vient 1’étape du lavage stringent. Il permet d’enlever I’ADN qui ne s’est pas hybridé.
Plus une solution sera stringente (température élevée, concentration en Na+ faible) moins
I’hybridation moléculaire de I’ADN sera facile. Seuls les brins d’ADN trés similaires pourront
s’apparier, I’hybridation est dite spécifique. Au contraire, moins une solution sera stringente
(faible température, concentration en Na+ élevée), plus I’hybridation moléculaire de I’ADN
sera facile, et moins I’hybridation sera spécifique. Le lavage stringent permet ici d’éliminer les
sondes s’¢étant liées de maniére non spécifique a I’ADN de la cellule cible (Noiret 2016).

Applications au « tracking » des CSM :

La séquence Alu humaine, est une séquence hautement répétée, spécifique d’espéce, de 300
paires de bases. Une sonde spécifique vient s’hybrider a la séquence Alu. Cette sonde est
marquée par des techniques d’immunohistochimie. La localisation de la coloration est alors
confinée au noyau. La séquence Alu est la plus intense et la plus exprimée des marqueurs
tissulaires analysés, également retrouvé dans les derniers stades de la spermatogencese. C’est le
marqueur de choix dans le suivi post-mortem de CSM xénotransplantées (Allard et al. 2014).

L’ADN Cot-1 est un ADN qui est habituellement utilisé pour bloguer les hybridations non
spécifiques sur coupe tissulaire ou neutraliser les séquences répétitives pour les cartographies
chromosomiques chez I’homme. En effet, il contient la plupart des séquences d'ADN répétitives
et pratiquement aucune des séquences uniques (non répétées) du génome humain. Cet ADN a
été marqué avec de la biotine et utilisé comme sonde d’HIS pour aller s’hybrider sur les
séquences répétitives humaines (Noiret 2016). L’ ADN Cot-1 est également aujourd’hui un bon
marqueur des cellules souches humaines xénotransplantées dans le tissu murin.

1.3.2.3. PCR quantitative

La PCR quantitative (QPCR), aussi appelée PCR en temps réel, est une méthode particuliere de
PCR permettant de mesurer la quantité initiale d’ADN d’un échantillon. A chaque cycle
d’amplification, la quantit¢ d’ADN total est mesurée grace a un marqueur fluorescent.
L’obtention de la cinétique compléete de la réaction de polymérisation permet d’obtenir une
quantification absolue de la quantité initiale d’ADN cible.

Il est donc possible de quantifier la sequence Alu dans un tissu donné, en utilisant une sonde
fluorescente spécifique de la séquence Alu. Cette quantification donne ensuite, en extrapolant,
un nombre de CSM dans un tissu xénotransplanté (Noiret 2016). Cette méthode est uniquement
quantitative et ne permet pas de visualiser les cellules ou les tissus. De plus la méthode gPCR
ne fait pas la différence entre les cellules vivantes ou les cellules apoptotiques. C’est donc plutot
une méthode complémentaire.

1.3.3. Bilan sur les techniques de marquage

Toutes les techniques de marquage présentées ci-dessus présentent des avantages et des
inconvénients. Il n’existe pas de marqueur idéal a ’heure actuelle pour suivre les CSM. Toutes
ces méthodes sont donc complémentaires et apportent des informations différentes. Le tableau
(Tableau 1), résume les avantages et inconvénients de chaque méthode (Fu, Kraitchman 2010;
Heslop et al. 2015; Noiret 2016).
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Tableau 1 : Avantages et Inconvénients des différentes méthodes de marguage :

Non invasif direct

Non invasif indirect

Technique
(marqueurs)

IRM (SPIO,
PFC)

PET/SPECT
(gngC, 111|n,
18|:’ 64Cu)

Fluorescence
optique
(Fluorophores,

QD)

Fluorescence
(GFP) /
Bioluminescen
ce

(Luciférase)

PET/SPECT
(sonde pour
HSV1-tk,
D2R, symport
Na/l)

IRM
(transferrine,
ferritine,
tyrosinase)

Avantage

- Résolution spatiale et temporelle
élevée
- Détail des tissus mous

- Visualisation morphologique et
fonctionnelle

- Pas de radiations ioniques

- Suivi a moyen terme

- Sensibilité élevée (picomolaire)
- Bonne pénétration tissulaire
- Information par « points chauds »

- Agents approuvés cliniqguement

- Sensibilité trés élevée
- Faible codt
- Pas de radiations ioniques

- Suivi a court terme

- Systéme contrélable

- Rapide

- Pas de dilution du signal avec le
temps

- Sensibilité élevée

- Bonne pénétration tissulaire

- Information par « points chauds »

- Pas de dilution du signal avec le
temps

- Résolution spatiale et temporelle
élevée
- Détail des tissus mous

- Visualisation morphologique et
fonctionnelle

- Pas de radiations ioniques

- Pas de dilution du signal

Inconvénients

- Faible sensibilité
- Colteux
- Dilution du signal avec le temps

- Pas de discrimination cellule morte /
vivante

- Quantification difficile

- Toxicité par accumulation de certaines
sondes

- Radiations ioniques

- Coliteux

- Faible résolution spatiale

- Nécessite CT scan ou IRM pour les détails
anatomiques

- Suivi limité par la demi-vie des traceurs

- Dilution du signal avec le temps

- Atténuation des photons

- Faible pénétration tissulaire

- Auto-fluorescence : bruit de fond +++
- Cyto-toxicité potentielle des QD

- Modification génétique

- Résolution spatiale limitée

- Faible pénétration tissulaire (limité aux
animaux de petite taille)

- Modification génétique

- Radiations ioniques

- Co(teux

- Faible résolution spatiale

- Nécessite CT scan ou IRM pour les détails
anatomiques

- Modification génétique
- Faible sensibilité

- Codteux

- Quantification difficile

- Toxicité par accumulation de certaines
sondes
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- Sensibilité et spécificité trés élevés o ) )
- Visualisation en 2D d’une petite partie

- Pas de toxicité cellulaire ante- tissulaire
Immunohistoc | mortem, ni modifications génétiques ) )
himi - Pas d’information structurelle
imie (Ku80, ] . .
hMito) - Haute resolution cellulaire . L
o - Sacrifice d’animaux
- Rapidité

) R - Uniquement en xénotransplantation
- Faible colt

- Visualisation en 2D d’une petite partie
tissulaire

% Hybridation | - Sensibilité et specificité tres elevées | _ pag d’information structurelle
E in-situ - Pas de toxicité cellulaire ante- - Sacrifices d’animaux
a (Séquence mortem, ni modifications génetiques . ) ) )
o Alu) ’ . _ - Manipulations sur plusieurs jours
- Haute résolution cellulaire )
- Plus coateux
- Uniquement en xénotransplantation
- Sensibilite et spécificité tres élevées | . Uniquement quantitatif, pas d’informations
PCR - Pas de toxicité cellulaire ante- structurelles, ni visualisation des cellules et
quantitative | mortem, ni modifications génétiques | tISSUs
(Séquence . o Fices d’ani
Alu) - Méthode quantitative - Sacrifices d’animaux

- Rapide - Uniquement en xénotransplantation

En analyse post-mortem, aucun marqueur ne permet de suivre les cellules souches d’une espéce,
injectées dans cette méme espéce sans préalablement avoir recours a des modifications
génétiques, structurelles ou fonctionnelles des CSM.

Cependant il est possible de marquer un chromosome d’intérét dans chaque cellule nucléée,
dont les cellules souches. Il est donc en théorie, possible d’injecter des cellules souches méles
chez une femelle de la méme espéce. Puis en post-mortem, d’utiliser une sonde dirigée contre
les chromosomes sexuels en particulier le chromosome Y (uniquement présent chez le male et
donc dans les cellules souches d’origine masculine) pour révéler par des techniques
d’hybridation in-situ et d’immunohistochimie la présence des cellules souches injectées au sein
du tissu étudié.

1.4. Sondes dirigées vers les chromosomes sexuels

Des études ont déja montré 1’utilisation de sondes dirigées vers les chromosomes sexuels pour
le sexage des animaux. Pour certaines especes trés utilisees en recherche comme la souris, des
sondes sont commercialisées. Pour d’autres espéces (comme le chien), les sondes doivent étre
créées. Dans tous les cas, 1'utilisation des sondes dirigées contre les chromosomes sexuels ont
été utilisées pour le suivi des cellules souches que chez des femelles avec donneur male.

Une équipe de chercheur a créé une sonde spécifique du chromosome Y chez le macaque rhésus
(car aucune sonde commerciale n’existait). Cette sonde a été testee sur cellules en métaphases
avec succes (Taguchi et al. 2003). Elle a également été utilisée sur des tissus de singe rhésus
male et femelle inclus en paraffine (jéjunum, rein, foie, pancréas) (Xia et al. 2007).
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Des sondes commerciales chez le chien ont été utilisées dans une étude. 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).

Une étude a montré I’utilisation de sonde anti-Y de souris pour détecter les CSM males
transplantées chez une souris femelle dans un tissu pulmonaire (Trotman et al. 2004) par
hybridation in-situ et marquage par immunohistochimie.

Une étude clinique a été menée avec succes chez quatre femmes avec hépatite alcoolique, qui
ont eu une transplantation de cellules souches male (Dalakas et al. 2010). La technique FISH
pour le chromosome Y avec immuno-coloration a démontreé la possibilité des cellules souches
mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse a se différencier en myofibroblastes
hépatiques (Harvey et al. 1997).

L’utilisation de sonde sélective du chromosome Y permet d’éviter les problémes rencontrés
avec les autres techniques de marquage, notamment la transduction du vecteur viral dans la
cellule, le marquage trans-génétique, les effets cytotoxiques, la dilution du signal, ou sa
diffusion aux cellules adjacentes. Tout cela, en fait un bon traceur sur le long terme. Le seul
inconvénient est que le marqueur de chromosome Y ne peut pas étre utilisé pour des
transplantations autologues ou d’un donneur femelle (Cen et al. 2016).

1.5. Choix du modéle animal

La souris a longtemps été ’espece de choix pour étudier les cellules souches chez les
mammifeéres. Elle est relativement peu couteuse, se reproduit rapidement et peut étre modifiée
génétiquement assez facilement. Cependant, les expériences sur les souris pour prédire
I’efficacité des thérapies a base de cellules souches reste controversée. L’échec de multiples
modeles murins pour précisément décrire la particularité des maladies humaines ont contraint
les chercheurs a rechercher d’autres espéces animales qui représenteraient un meilleur modele
prédictif de I’lhomme (Harding, Roberts, Mirochnitchenko 2013).

Les gros animaux, comme les lapins, chiens, cochons, chévres, moutons, et primates non-
humains, se sont alors avérés étre de meilleurs modéles que les souris. En effet, ils ont une duree
de vie plus longue, ce qui facilite les études longitudinales critiques pour la plupart des
applications de cellules souches. De nombreux parameétres physiologiques (ex : les propriétés
du systéme immunitaire) sont beaucoup plus proches de I’ Homme que ceux des rongeurs. Les
gros animaux ont un role significatif dans 1’établissement de la sécurité des applications de
cellules souches car les doses de produits biologiques, la voie d’administration et les résultats
du traitement peuvent étre extrapolés facilement a ’Homme. Un autre avantage est la possibilité
d’utiliser des équipements et techniques développées pour des applications en meédecine
humaine (chirurgie, imagerie,...). Ces espéces sont également plus réalistes pour 1’estimation
de la qualité et des cofits d’un nouveau traitement (Harding, Roberts, Mirochnitchenko 2013).

Le chien est un bon mode¢le pour étudier les maladies chez I’ Homme. La physiologie, la
présentation des maladies et les réponses cliniques chez le chien sont bien plus similaires a
I’Homme en comparaison aux autres espéces animales classiquement utilisées. Parmi les 400
maladies héréditaires environ connues chez le chien, plus le la moitié ont une équivalence chez
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I’Homme. Les chiens développent un nombre de tumeurs spontanées qui ont un comportement
biologique et des caractéristiques histopathologiques similaires aux tumeurs développées chez
I’Homme. De plus il y a plus de similarités dans les mécanismes de développement des tumeurs
entre I’Homme et le chien qu’avec d’autres modé¢les animaux (Starkey et al. 2005). La
physiologie du chien est comparable a celle de I’Homme dans la réponse et le métabolisme des
drogues chimiques utilisées en routine pour les études de toxicité pharmacologiques. Le chien
est également biologiquement plus comparable a ’Homme dans la cinétique des cellules
souches, et la réponse aux cytokines (Schneider et al. 2008).

Dans les projets de I’unité de recherche (STROMALab) et pour notre étude, le modéle canin
représente un deuxieéme modele mis en ceuvre apres des premiéres validations dans le modele
murin afin de renforcer les premiers résultats. Il est également utilisé dans le but de développer
des thérapeutiques innovantes pour des applications directes en médecine vétérinaire.

Pour I’étude des ASC, les modéles murins utilisent souvent des modéles immunodéprimés
comme la souris nude qui permettent la transplantation et 1’étude in vivo des cellules humaines.
Les outils d’identification des cellules humaines dans les tissus murins sont aisés car ils utilisent
des marqueurs spécifiques d’espeéce. Par contre, les ¢tudes mise en ceuvre chez le chien, modéle
totalement immunocompétent, ne peuvent utiliser que des ASC canines et nécessitent donc la
mise au point de nouveaux outils dédiés pour 1’identification des cellules transplantées. C’est
pour répondre a cette problématique technique et scientifique que cette these a été réalisée.
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2. PARTIE EXPERIMENTALE

Cette étude s’inscrit dans un projet de recherche sur les cellules souches mené par I’unité de
recherche STROMALab (Université de Toulouse, CNRS ERL5311, EFS, INP-ENVT, Inserm
U1031, UPS, Toulouse, France, Dr Isabelle Raymond Letron). Ce projet avait besoin de
développer un outil technologique pour répondre a une problématique scientifique : identifier
des cellules d’une espeéce administrées dans les tissus de la méme espece.

Pour la réalisation de cet outil, le Dr Alain Pinton de la plateforme de cytogénétique, unité de
recherche GenPhySE (Université de Toulouse, INRA, INPT, ENVT, Toulouse, France), a mis
a disposition ses compétences scientifiques et technologiques pour la création des sondes
chromosomiques.

Enfin, le matériel biologique d’origine canin (sang et biopsies cutanées) a été fourni sur le site
de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse en collaboration avec le Pr. Michel Franc et de
Dr Patricia Meynaud.

2.1. MATERIELS ET METHODES
2.1.1. Obijectif de notre étude

L’objectif de cette étude est de créer une sonde spécifique du chromosome Y et une sonde
spéecifique du chromosome X chez le chien par des techniques de microdissection,
chromosomique pour la réalisation d’expérimentations de FISH (hybridation in-situ en
fluorescence). L’objectif est pouvoir distinguer des cellules males de cellules femelles dans
différents tissus.

Le but final, est de suivre des CSM de chien male, transplantées chez une chienne femelle, en
utilisant une sonde spécifique du chromosome Y du chien (présent uniquement chez le male).
Les CSM étant des cellules nucléées, elles contiennent également les chromosomes sexuels. En
injectant des CSM males chez une femelle, le marquage d’une cellule par la sonde du
chromosome Y indique alors forcément une cellule souche. Cette méthode permettra la
détection de CSM a un instant t de la vie de ’animal. Elle n’influence pas le comportement, la
morphologie, ou la nature des CSM. La sonde du chromosome X a egalement été créée en tant
que témoin, pour étre sir que 1’absence de signal « chromosome Y » ne résulte pas d’un défaut
d’hybridation.

Le modele murin ayant déja ét¢ largement utilis¢ dans 1’étude des CSM, il a été décidé de faire
cette étude sur le chien, d’une part car c’est un modéle « gros animal » qui se rapproche donc
plus de I’Homme que la souris (par exemple pour les doses administrées) et d’autre part pour
les applications cliniques des CSM en médecine vétérinaire.

Le chien male posséde 78 chromosomes : 38 paires de chromosomes autologues acrocentriques,
1 grand chromosome X sub-métacentrique et 1 petit chromosome Y métacentrique (Annexe 2).
Les chromosomes sexuels sont donc facilement identifiables parmi les autres chromosomes
(Figure 6).
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Tous les milieux, réactifs et autres composants utilisés, au cours des manipulations, sont
détaillés et regroupés dans le tableau en annexe (Annexe 1).

2.1.2. La culture cellulaire

Afin de créer les sondes, il faut récupérer les chromosomes sexuels de chien. Pour cela, des
cultures cellulaires ont été effectuées afin de récupérer des cellules en métaphase de mitose
(phase de division pendant laquelle les chromosomes sont bien individualisés).

2.1.2.1.  Culture a partir de tissu cutané

Le but des cultures a partir de tissu cutané est d’obtenir des cellules appelées fibroblastes. Ces
cellules sont plus fragiles que des cellules sanguines type leucocytes, mais ce type de culture
permet en théorie de récupérer plus de cellules en métaphase que par un autre type de culture.

Un prélevement de peau (2cm sur 0,5 cm) de chien malinois male a été réalisé a I’Ecole
Nationale Vétérinaire de Toulouse au service de chirurgie, sur « déchet chirurgical », au
moment de 1’exérése d’une masse.

Les manipulations suivantes sont réalisées sous PSM (poste de sécurité microbiologique).

2.1.2.1.1. Mise en culture des morceaux de peau

Des boites de culture (Falcon ® 25cm?) sont utilisées. Dans chaque boite, ImL de milieu de
culture n°1 (Gibco F-12 Nut Mix (Ham) + sérum veau feetal + Antibiotique/Antimycotique) est
introduit. Le milieu est réparti uniformément sur tout le fond de la boite, puis I’excédent est
aspiré a 1’aide d’une pipette pasteur.

Le morceau de peau est détaillé en nombreux petits morceaux d’environ 2mm chacun. Une
dizaine de petits morceaux sont alors introduits dans chaque boite, a I’aide d’une pipette pasteur,
en veillant a bien les séparer les uns des autres sur tout le fond de la boite.

L’excédent de milieu est a nouveau aspiré avec une pipette pasteur. Les boites sont mises a
sécher verticalement pendant environ 10min afin que les morceaux de peau adherent bien au
fond de la boite.
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Ensuite, ImL du méme milieu n°1 est introduit dans chaque boite. Ces derniéres sont alors
placées horizontalement a 1’étuve a 37°C pendant 2 a 4 jours.

Au bout de 2 jours, une verification, a I’aide d’un microscope inversé, est réalisée pour s’assurer
qu’il n’y ait pas de contaminations visibles dans les boites. Puis le milieu est renouvelé : sous
PSM, le milieu de culture présent dans chaque boite est retiré a 1’aide d’une pipette pasteur et
d’un aspirateur chirurgical. Un millilitre du méme milieu n°1 est réintroduit dans chaque boite.
Ces derniéeres sont a nouveau placées a 1’étuve, horizontalement pendant 2 a 4 jours a 37°C.

Le milieu n°1 est ainsi renouvelé 2 fois par semaine, en contrélant a chaque fois, 1’absence de
contamination dans les boites et la présence quantitative des fibroblastes autour des morceaux
de peau.

Lorsque plus de 20 fibroblastes par champs autour d’un morceau de peau (au bout de 10 jours
environ) sont observés, le milieu de culture est changé pour devenir plus sélectif des
fibroblastes. Le milieu n°2 (Gibco DMEM) va progressivement étre introduit. Au lieu de
réintroduire 1mL de milieu n°1 dans chaque boite, c¢’est un mélange de 0,5mL de milieu n°1 +
0,5mL de milieu n°2 qui va étre introduit.

Le milieu de culture des boites est a nouveau renouvelé 2 fois par semaine avec le mélange
0,5mL de milieu n°1 et 0,5mL de milieu n°2 jusqu’a ce que les boites soient remplies de cellules
(environ 15 jours supplémentaires).

2.1.2.1.2. Division

Par mesure de précaution, les morceaux de peau sont introduits dans une nouvelle boite afin de
les remettre en culture.

Les boites alors démunies de leurs morceaux de peau, contiennent principalement des cellules
fibroblastiques a tous les stades de division.

Afin de répartir uniformément les cellules dans les boites, trois lavages a la trypsine sont
réalisés. Les boites sont ensuite tapées afin de décoller le plus de cellules possible. Puis 5mL
de milieu n°2 est introduit dans chaque boite, ce qui neutralise I’effet de la trypsine.

Quatre heures apres, le milieu est renouvelé avec 5mL de milieu n°2 et 2mL de milieu n°1. Les
cellules qui éetaient alors en suspension sont retirées de la boite avec le milieu.

Deux jours apres, 2 lavages successifs a la trypsine sont a nouveau effectues puis les boites sont
tapées afin de decoller le plus de cellules possible. Le milieu contenant les cellules en
suspension de chaque boite est transféré dans un tube Falcon® 50mL contenant 5ml de milieu
n°2.

Le tube est centrifugé 5min a 1300 t/min. Le surnageant est retiré par aspiration. Le culot
contenant les cellules est remis en suspension avec 2mL de milieu n°2. Enfin, la suspension est
transférée a volume égal dans 2 boites de culture Falcon ® 75¢cm? contenant chacune 10mL de
milieu n°2. Ces deux boites sont alors placées a I’étuve a 37°C pour la nuit.
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Le lendemain, il y a normalement de nombreuses cellules en division (ce qui est recherché). Ce
sont celles qui se détachent le plus facilement du tapis cellulaire. Les boites vont donc juste étre
tapées sans rajouter de trypsine.

2.1.2.1.3. Récupération des cellules en division

Les boites vont étre tapées afin de décoller les cellules en division. Elles se retrouvent alors en
suspension dans le milieu de culture que contient la boite.

Ce milieu de culture est récupéreé et introduit dans un tube Falcon® 50mL. Le tube est centrifugé
5min a 1380t/min. le surnageant est ensuite retiré par aspiration.

Afin de réaliser un choc hypotonique, 15mL de solution choc 1/6 (sérum de veau nouveau-né
dilué au 1/6°™ avec de 1’eau distillée) sont ajoutés dans le tube. Ce dernier est ensuite placé au
bain marie a 37°C pendant 20min.

2.1.2.1.4. Fixation

Le tube est retiré du bain marie. Entre 1 et 2mL de fixateur (solution contenant 1 volume d’acide
acétique 100% + 3 volumes d’éthanol 100%, exemple 20mL d’acide acétique et 60mL
d’éthanol) sont ajoutés. La solution est rapidement mélangée a 1’aide d’un vortex. Le tube est
ensuite centrifugé 5 minutes a 1300t/min. Le surnageant est retiré par aspiration.

Entre 10 et 15mL de fixateur sont ajoutés dans le tube. Le culot est remis en suspension a I’aide
du vortex. Le tube est centrifugé 5 min a 1300t/min. Puis le surnageant est retiré par aspiration.

A nouveau, entre 10 et 15mL de fixateur sont ajoutés, le culot est remis en suspension a 1’aide
du vortex. Le tube est centrifugé 5 min a 1500t/min. Le surnageant est ensuite retiré par
aspiration.

2.1.2.15. Etalement des cellules sur lamelles
Le culot contenant les cellules est remis en suspension a 1’aide d’une pipette pasteur.
Des lamelles précédemment stockées dans un bocal d’eau distillée & 4°C vont étre utilisées.

Pour une lamelle, le bord en haut & gauche est casseé afin de 1’orienter. L’excédent d’eau est
retiré en posant le bord de la lamelle sur du papier buvard. Une goutte du culot est déposée sur
la lamelle puis étalée en soufflant vers le bas. La lamelle est mise & sécher sur un portoir.

Une fois seches, les lamelles sont stockées a -20°C dans un tube rempli d’éthanol 100%.

2.1.2.2.  Culture a partir de sang
21.2.2.1. Prélevement et mise en culture

La culture de cellules sanguines se fait a partir de prélevement de sang sur tube hépariné. Pour
cela deux chiens ont été prélevés a la veine céphalique, en collaboration avec le Pr. M. Franc
de I’unité de parasitologie de 'ENVT : un chien beagle de 6 mois et un chien beagle de 9 ans
a raison de deux tubes par chien.
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Un tube de culture est réalisé pour un tube de prélevement afin de maximiser la réussite des
cultures. Dans un tube Falcon® de 50mL, 10mL de milieu RPMI sont introduits. Ensuite 1
goutte d’héparine et 100uL de Pokeweed (un agent mitogéne, qui induit notamment la
prolifération des lymphocytes) sont ajoutés. Enfin, environ 20 gouttes de sang hépariné sont
introduites dans le tube. Le mélange est rapidement homogénéisé et placé a I’étuve a 37°C
pendant 72h [48-96h].

21.2.2.2. Arrét des cultures et fixation

Aprés 72h a I’étuve, 100uL de colchicine est ajoutée dans chaque tube. Les tubes sont replacés
a I’étuve a 37°C pendant 2h. Les tubes sont ensuite sortis de 1’étuve, centrifugés 10min a
1600t/min et le surnageant est retiré par aspiration.

Puis 20mL de choc hypotonique 1/6°™ (qui aura préalablement été décongelé dans un bain
marie a 37°C) sont ajoutés. Les tubes sont remis 20min a 1’étuve a 37°C. Puis 4-5 gouttes de
fixateur sont ajoutées avant de centrifuger les tubes 10min a 1800t/min. Le surnageant est
ensuite retiré par aspiration.

Le culot est remis en suspension dans 20mL de fixateur a 1’aide du vortex, puis centrifugé
10min a 1800t/min. Le surnageant est retiré par aspiration. Ces derniéres étapes sont répétées
encore une fois (fixateur, centrifugation, retrait surnageant).

2.1.2.2.3. Etalement des cellules sur lamelles

Cet étalement se fait comme 1’étalement cellulaire précédemment décrit (cf. 2.1.2.1.5, page 31).

2.1.3. Microdissection
2.1.3.1.  Préparation des lamelles

Afin de faciliter la microdissection, il est indispensable d’enlever une partie du cytoplasme
habituellement présent autour des chromosomes sur les métaphases a 1’aide de la trypsine : une
solution contenant 0,05g de trypsine et 50mL de PBS stérile est préparée. La lamelle est trempée
30 secondes dans cette solution puis rincée dans du PBS stérile.

Les lamelles sont ensuite colorées avec du colorant Giemsa. La solution de coloration contient
3mL de colorant Giemsa et 40mL d’eau stérile. La lamelle est immergée 4min dans cette
solution puis rincée dans de I’eau stérile. Elle est ensuite mise a sécher avant de microdisséquer.

2.1.3.2.  Matériel pour microdissection

Pour la microdissection, des microtubes Safelock Eppendorff 0,2mL sont préparés avec chacun
2,5uL de PBS stérile a I’intérieur. Ces microtubes recevront les chromosomes microdisséqués.

Un microscope invers¢ CARL ZEISS Axiovert 25 équipé d’un bras de micromanipulation sur
lequel on installe une aiguille & microdissection est utilisé pour microdisséquer. Les aiguilles a
microdissection sont fagonnées a I’aide d’'un NARISHIGE PC-10 Puller a partir de tiges en
verre adaptées.
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2.1.3.3.  Procédure de microdissection

La mise au point optique est faite sur une cellule en métaphase. Une goutte d’eau stérile est
apposée sur la lamelle en regard de la zone d’intérét. Les chromosomes X ou Y sont repérés
puis grattés avec 1’aiguille afin de les détacher (Eigure 6). Les chromosomes collent alors a
I’extrémité de 1’aiguille.

Celle-ci est retirée du microscope et introduite dans un microtube. Le bout de I’aiguille est cassé
sur le c6té du microtube afin que le chromosome se retrouve dedans.

Par expérience, il faut introduire au minimum 10 copies du chromosome X dans un microtube
et au minimum 15 copies du chromosome Y dans un autre microtube.

2.1.4. Premiere amplification par PCR

La premiere amplification a été réalisée a 1’aide du kit commercial PicoPLEX WGA kit de
Rubicon Genomics™ distribué par New England biolabs'™, référence E26205. Le protocole
décrit ci-dessous est largement inspiré de celui donné dans le kit.

Les microtubes Safelock Eppendorf 0,2mL contiennent a cette étape 2,5uL de PBS et les
chromosomes issus de la microdissection : microtubes avec minimum 10 copies du
chromosome X et les microtubes avec minimum 15 copies du chromosome Y.

La méthode décrite ci-dessous équivaut pour 5 microtubes.

Dans chaque microtube, une goutte d’huile minérale est rajoutée pour limiter I’évaporation. Les
microtubes sont rapidement centrifugés afin de bien définir les deux phases. Puis 2,5uL de
« Cell Extraction Buffer » sont ajoutés par tube (volume total = 15uL).

2.1.4.1.  Pré-amplification

L’« Extraction Cocktail » (pour 5 tubes) est préparé avec 24uL « d’Extraction Enzyme
Dilution Buffer » et 1uL de « Cell Extraction Enzyme ». Dans chaque microtube, 5uL
d’extraction cocktail sont introduits (Volume total = 10uL).

Les microtubes sont mis a incuber dans le thermal cycler (2720 Thermal Cycler applied
Biosystems by Life Technologiesinc) selon les cycles décrits dans le tableau ci-dessous (Tableau
2).

Tableau 2 : Cycles d'incubation au thermal cycler avec "extraction cocktail" :

Cycles Température Temps
75°C 10 minutes
1 95°C 4 minutes
12°C Hold
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Le « Pré-Amp Cocktail » (pour 5 tubes) est préparé avec 24uL de « Pre-Amp Reaction Mix »
et 1L de « Pre-Amp Enzyme ». Dans chaque tube, 5uL de « Pre-Amp Cocktail » sont ajoutés
(Volume total = 15uL).

Les microtubes sont mis a incuber dans le thermal cycler suivant les cycles décrits dans le
tableau ci-dessous (Tableau 3):

Tableau 3 : Cycles d'incubation au thermal cycler avec "pré-amp cocktail" :

Cycles Température Temps

1 952C 2 minutes
95°C 15 secondes
15C 50 secondes
25°C 40 secondes

12
35°C 30 secondes
65°C 40 secondes
75°C 40 secondes

1 4°C Hold

Les tubes sont rapidement centrifugés avant de passer a 1’étape suivante.

2.1.4.2.  Amplification

« L’ Amplification Cocktail » (pour 5 tubes) est préparé avec 125uL «d’Amplification
Reaction Mix », 4uL « d’ Amplification Enzyme » et 171pL de « Nuclease Free Water ». Dans
chaque microtube, 60uL d’Amplification Cocktail sont ajoutés (Volume total=75pL).

Les microtubes sont mis a incuber dans le thermal cycler suivant les cycles décrits dans le
tableau ci-dessous (Tableau 4):

Tableau 4 : Cycles d'incubation dans le thermal cycler avec "amplification cocktail" :

Cycles Température Temps
1 95°C 2 minutes
95°C 15 secondes
14 65°C 1 minute
75°C 1 minute

Les microtubes sont directement placés a -20°C.
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Afin d’obtenir plus de matériel et par conséquent plus de sondes, il est possible de réamplifier
en prenant 8uL de solution d’ADN déja amplifié et de suivre les étapes du kit PicoPlex® a
partir de [’ajout du « Pré-amp cocktail ».

2.1.5. Réalisation des sondes
2.15.1. Marquage ADN (kit BioPrime®)

Le marquage ADN est réalis¢é a 1’aide du kit BioPrime® DNA Labelling System de
Invitrogen™ by life technologies™ (Référence 18094-011).

Normalement la concentration d’ADN a marquer doit étre d’environ 50ng/uL (1pg si non
purifié) selon le protocole décrit dans le kit. Comme I’ADN présent dans les tubes n’est pas
dosé, la quantité de solution d’ADN utilisée est plus grande que celle recommandée : 8L a la
place des 1uL recommandés.

Un tube contenant 8uLL d’ADN issu de I’amplification, 20uL de Primers 2,5X et 12,5uL d’eau
stérile est préparé.

Le tube est placé 5 min au bain marie a 100°C (mettre un bouchon anti-pression) afin de
dénaturer I’ADN. Puis il est mis dans la glace au minimum 3 minutes afin de stopper la réaction.

Il est brievement mis a centrifuger. Puis 5pL de dNTP 10X (contenant les bases AGC et un peu
de T — hors kit) sont ajoutés, ainsi que 3,5uL d’UTP marqué (hors kit) qui est soit de la biotine
pour le chromosome X, soit de la digoxigénine pour le chromosome Y et enfin 1uL d’enzyme
Klenow qui va permettre d’introduire les bases marquées au sein de I’ADN.

Le contenu du tube est mélangé par retournement puis placé 7h (minimum 1h30) au bain-marie
a 37°C avant d’ajouter SuL de « Stop buffer » par tube. Le volume total est alors de 55uL/tube.

2.1.5.2.  Précipitation des sondes
Les tubes sont centrifugés et préparés ensuite en fonction du tableau ci-dessous (Tableau 5) :

Tableau 5 : Composants a ajouter pour la précipitation des sondes :

Concentration Volume final | Volume final | Volume final
(ug/uL) Quantité (ug) | (uL)pourl | (uL)pour2 | (ML)pour3
HaTH tube tubes tubes
ADN 55 110 165
ADN Saumon 10 150 15 15 15
ADN 1 15 15 30 45
Compétiteur
NaCl 3,54 5,82 8,11
Ethanol 100% 1000 1000 1000
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L’ADN Compétiteur est de I’ADN contenant des Sséquences répétées (non spécifiques des
chromosomes X et Y) qui s’hybride sur les séquences répétées de la sonde la rendant plus
spécifique.

Le tube est mélangé par retournement (pas de vortex) et placé a -20°C une nuit (ou 3h & -80°C).

2.1.5.3.  Préparation des sondes
Le tube est centrifugé a 13000 t/min pendant 30 min a 4°C.

Le surnageant est éliminé par retournement du tube puis 1mL d’éthanol a 70% froid (-20°C)
est ajouté. Le culot est décollé a I’aide du vortex. Ensuite le tube est mis a centrifugé a 13000
t/min pendant 10min a 4°C. Ces étapes sont répétées encore une fois.

Le surnageant est retiré par retournement. Pour enlever le maximum de gouttes d’éthanol, une
pipette micrométrique p100 est utilisée. Les tubes sont placés sous cloche a vide pendant 8min
pour les sécher.

La solution d’hybridation (solution 50% formaldéhyde a 37°C) est ajoutée (15uL). Les tubes
sont mis au bain-marie a 37°C. Au bout de quelques minutes, la sonde est remise en suspension.
Le tube est laissé au bain marie minimum 4h en mélangeant toutes les heures au vortex. Le tube
est conserve a -20°C si la sonde n’est pas utilisée directement.

2.1.6. Protocole d’hybridation in-situ adapté aux lames cytologiques
2.1.6.1. Préparation des lames cytologiques

Cellules en métaphase :

Les lames cytologiques avec cellules en métaphase nécessitent la mise en culture de cellules
sanguines. Elles sont préparées et étalées de la méme maniére que pour les lamelles servant a
la microdissection (en utilisant des lames au lieu de lamelles) (paragraphe 2.1.2.2 page 31).

Cellules en interphase :

Pour utiliser les sondes sur des cellules avec chromosomes condensés, il n’est pas utile de faire
de culture de sang. Cette méthode a été utilisée pour les lames de mélange de cellules male et
femelle.

Le sang est prélevé sur tube hépariné. Le sang total est transfére dans un tube Falcon® 50mL,
20mL de choc hypotonique 1/6°™ (qui aura préalablement été décongelé dans un bain marie a
37°C) est ajouté. Le tube est placé 20min a 1’étuve a 37°C. Puis 4-5 gouttes de fixateur sont
ajoutées avant de centrifuger le tube 10min a 1800t/min. Le surnageant est ensuite retiré par
aspiration. Le culot est remis en suspension dans 20mL de fixateur a 1’aide du vortex, puis
centrifugé 10min a 1800t/min. Le surnageant est retiré par aspiration.

Le culot contenant les cellules est ensuite étalé sur des lames de la méme maniére que pour les
lamelles servant a la microdissection (en utilisant des lames au lieu de lamelles) (paragraphe
2.1.2.2 page 31).
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2.1.6.2. Hybridation
2.1.6.2.1. Hybridation avec I’Hybridizer ® DAKO

La sonde (15uL) est déposée sur la lame cytologique, une lamelle est alors apposée dessus. Il
faut compter un volume de sonde de 15uL total, donc si pour tester les deux sondes (des
chromosomes X et Y) sur la méme lame, il suffit d’utiliser 7,5uL de chaque sonde. Les bords
de la lamelle sont scellés avec du rubber cement.

Les lames sont alors mises dans I’Hybridizer® DAKO avec un programme de 8 minutes a 75°C
puis 24h a 37°C.

2.1.6.2.2. Hybridation avec pré-étapes de dénaturation

Un autre type d’hybridation a également été testé. Au lieu de chauffer en méme temps la lame
et la sonde afin qu’elles se dénaturent puis s’hybrident entre elles, la dénaturation de ces
derniéres est réalisée séparément avant de les assembler.

La dénaturation des lames commence par un bain dans une solution composée de SSC 2X et de
formamide 70% (un agent dénaturant qui permet d’abaisser la température de dénaturation en
dessous des 100°C habituels) pendant 2 min a 72°C. Les lames sont ensuite déshydratées en les
placant dans trois bains d’éthanol froid (-20°C) successifs a 70%, 90% puis 100% pendant 2
minutes chacun. Les lames sont séchées au seche-cheveux avec de I’air froid.

La sonde est remise en suspension avec une pipette micrométrique p20. Les tubes sont alors
mis dans un bain marie a 100°C pendant 10 min afin de dénaturer les sondes. Ils sont ensuite
placés 5 min dans la glace (pour stopper la réaction) puis rapidement centrifugés avant d’étre
déposés sur la lame cytologique.

La sonde (15uL) est déposée sur la lame, et une lamelle est scellée dessus. Le tout est alors
placé dans une cassette avec un fond d’eau (boite humide) et a 1I’étuve a 37°C pendant une nuit.

2.1.6.3. Lavages stringents

Trois lavages successifs sont réalisés : un premier lavage dans une solution saline sodium citrate
2 fois concentrée (SSC 2X) qui permet de stabiliser la sonde (solution chargée positivement),
un deuxieme lavage dans du SSC 0,4X 4min a 72°C qui permet d’enlever 1’excés de sonde et
enfin un troisiéme lavage dans du PBT = PBS + BSA. Le Tween est un agent détergent et le
BSA permet de saturer les sites pour que les anticorps ne s’accrochent pas n’importe OU.

2.1.6.4. Préparation des anticorps et révelation
Préparer dans deux tubes :

- Pour lasonde du chromosome Y : 100uL de PBT + 1uL d’ Anticorps anti-Digoxigénine
marqué a la fluorescéine FITC (signal fluorescent vert)

- Pour la sonde du chromosome X : 100uL de PBT + 1L de streptavidine couplée a une
molécule fluorescence Alexa 594 (signal fluorescent rouge).

Pour tester les deux sondes sur la méme lame, il suffit de préparer les anticorps dans le méme
tube : 100uL de PBT + 1uL d’anticorps anti-DIG + 1uL de streptavidine.
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Environ 100puL de solution d’anticorps sont déposés par lame. Une grande lamelle est déposée
dessus. Le tout est placé dans une boite humide pendant 1h.

La lamelle est retirée, puis trois lavages successifs de 5 minutes chacun dans une solution de
PBS + Tween sont réalisés.

Une goutte de Vectashield ® (qui permet de maintenir la fluorescence) avec DAPI (un
intercalant d’ADN) qui donne la fluorescence bleue aux chromosomes) est déposee sur la lame
ainsi qu’une lamelle dessus.

La visualisation des lames se fait sur un microscope a fluorescence a épifluorescence ImagerZ2
couplé a un systeme d’analyse d’image Cytovision de Leica.

2.1.7. Protocole d’hybridation in-situ adapté aux coupes histologiques

Pour ce protocole, le kit « Histology FISH Accessory Kit » de DAKO (REF. K4799) a été
utilisé. Le protocole présenté est détaillé dans le guide d’utilisation du kit DAKO avec quelques
modifications apportées suite a de précédentes études réalisées avec ce kit (Noiret 2016).

2.1.7.1.  Préparation des lames
2.1.7.1.1. Réalisation des lames

Les tissus a étudier sont fixés au formol a 10% tamponné et inclus en blocs de paraffine.

Les blocs tissulaires sont coupés a 4um d’épaisseur au microtome et sont recueillis sur des
lames depuis un bain-marie puis séchées a I’air libre. Les coupes sont ensuite placées a I’étuve
a40°C.

2.1.7.1.2. Déparaffinage et réhydratation

Les lames sont plongées dans du toluene pendant 5 minutes. Cette étape est réalisee 3 fois
consécutives afin d’enlever la couche de paraffine qui conserve les tissus.

Les coupes sont ensuite réhydratées en les plongeant dans des bains :

Alcool a 96% : 2 fois 2 minutes, en renouvelant le bain
Alcool a 70% : 2 fois 2 minutes, en renouvelant le bain
SSC 2X pendant 2 minutes

2.1.7.1.3. Etapes de prétraitement

Les lames sont plongées dans la solution de prétraitement du kit DAKO diluée 1X a 95°C au
bain-marie pendant 10 minutes (couvercle ferme). Elles sont ensuite laissées a refroidir dans la
méme solution a température ambiante pendant 15 minutes (couvercle retiré) puis transférées
dans du SSC 2X deux fois pendant 3 minutes, en renouvelant le bain.

Les lames sont ensuite disposées sur I’Hybridizer DAKO a 37°C. Quelques gouttes de pepsine
froide (4°C) du kit DAKO sont déposées sur les échantillons pendant un temps variable (a
définir selon le tissu utilisé : entre 2 et 15 minutes selon les recommandations du kit
commercial) a 37°C puis eliminées par rincage dans du SSC 2X deux fois pendant 3 minutes.
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2.1.7.2.  Hybridation
2.1.7.2.1. Avec pre-étapes de dénaturation

Les lames et la sonde sont dénaturées separément :

- Les lames : elles sont déshydratées dans des bains d’alcool & 70%, 90% puis 100% a
hauteur de 2 minutes dans chaque bain a température ambiante. Elles sont ensuite
plongées dans une solution de SSC 2X, 70% formamide pendant 2 minutes a 72°C au
bain-marie. Tout de suite apres, elles sont de nouveau déshydratées dans des bains
d’alcool froid (-20°C) a 70%, 90% puis 100% a hauteur de 2 minutes dans chaque bain.
Les lames sont ensuite laissées a secher.

- La sonde : elle est dénaturée dans au bain-marie a 100°C pendant 10 minutes, puis
plongées dans la glace pendant minimum 3 minutes.

La sonde est appliquée immédiatement apres, a hauteur de 15uL par lame, des lamelles sont
apposeées et scellées avec du rubber cement.

Les lames contenant les sondes sont mises a 1’étuve a 37°C dans une boite humide durant une
nuit.

2.1.7.2.2. Avec I’Hybridizer DAKO

Les coupes de tissu sont déshydratées dans une série de bains d’alcool a des concentrations de
plus en plus élevées : 70%, 90% puis 100% a hauteur de 2 minutes dans chaque bain. Les coupes
sont laissées sécher completement a I’air libre.

La sonde est appliquée (15uL/lame) sur les lames contenant les coupes de tissu déshydratées.
Une lamelle est apposée sur chaque lame et scellée a 1’aide de rubber cement.

Les lames sont placées dans I’Hybridizer DAKO. La dénaturation va se faire a 75°C pendant 8
minutes et I’hybridation a 37°C sur la nuit (14 a 20h)

2.1.7.3. Lavages

Les lamelles sont retirées des lames. Les lames sont plongées dans une solution de SSC 2X a
température ambiante. Une solution de SSC 0,4X est portée a 72°C au bain-marie. Une fois la
température atteinte, les lames sont plongées dans cette solution pendant 2 minutes puis
réceptionnees dans une solution de PBT a tempeérature ambiante.

2.1.7.4.  Préparation des anticorps et révelation
Préparer dans deux tubes :

- Pour lasonde du chromosome Y : 100uL de PBT + 1uL d’ Anticorps anti-Digoxigénine
marqué a la fluorescéine FITC qui sera révélé en vert

- Pour la sonde du chromosome X : 100uL de PBT + 1L de streptavidine couplée a une
molécule fluorescence qui sera révélé en rouge.

Pour revéler les deux sondes sur la méme lame il suffit de préparer les anticorps dans le méme
tube : 100uL de PBT + 1uL d’anticorps anti-DIG + 1uL de streptavidine.
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Déposer environ 100uL par lame de solution contenant les anticorps. Mettre une grande lamelle
dessus. Déposer ensuite la lame dans une boite humide pendant 1h.

Retirer la lamelle. Procéder a trois lavages successifs de 5 minutes chacun dans une solution de
PBS +Tween qui est un agent détergent.

Retirer les lames et ajouter une goutte de Vectashield ® (qui permet de maintenir la
fluorescence) avec DAPI (un intercalant d’ADN) qui donne la fluorescence bleue aux
chromosomes). Apposer une lamelle.

La visualisation des lames se fait sur un microscope a fluorescence a épifluorescence ImagerZ2
couplé a un systeme d’analyse d’image Cytovision de Leica.
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2.2. RESULTATS
2.2.1. Réalisation des sondes

Les sondes ont été créées a partir de la microdissection des chromosomes X et Y de chien. Afin
de valider le fonctionnement des sondes, elles ont été hybridées sur une lame cytologique
contenant des cellules en métaphases par la méthode FISH (principe rappelé sur le schéma en
Figure 7). Cette méethode permet de visualiser les chromosomes et de Vérifier que les sondes
des chromosomes X et Y s’hybrident de fagon spécifique sur ces chromosomes (Figure 8).

ADN - sonde Cellule fixée
T T
DNAse (Klenow) T
. - o dUTP-Biotine (ou Digoxigénine)
. o dATP + dCTP + dGTP (+DTTP) Dénaturation
- - L]
JLITTLT T
Dénamation\ ) 5
- - [ ]
T TInT
Hybridation
L] - L ]

\/
Visualisation : i\ Iﬁ\ ’:.
| — +

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII Anticorps couplé & un

fluorophore : streptavidine
(ou anti-digoxigénine)

Figure 7 : Schéma de la méthode FISH avec sonde du chromosome X (ou Y)

Figure 8 : Métaphase de chien male
aprés hybridation des sondes du
chromosome X et Y (x1000)

Chromosome X marqué avec la sonde du
chromosome X contenant de la biotine révélée par
I’ Alexa594 (rouge)

Chromosome Y marqué avec la sonde du
chromosome Y contenant de la digoxigénine
révélée par le FITC (vert)
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L’avantage des lames cytologiques utilisées, est qu’en plus des cellules en métaphases, il y avait
également des cellules en interphase avec un noyau bien condensé ou a des phases de division
cellulaire avec un noyau moins décondensé. Il a également pu étre mis en évidence I’efficacité
des sondes sur des noyaux avec des chromosomes condensés et pas seulement sur des
chromosomes individualisés (Figure 9).

Figure 9 : Noyau de cellule de chien male
aprés hybridation des sondes des
chromosomes X et Y (x1000)

Chromosome X marqué avec la sonde du chromosome X
contenant de la biotine révélée par I’ Alexa594 (rouge)

Chromosome Y marqué avec la sonde du chromosome Y
contenant de la digoxigénine révélée par le FITC (vert)

En visualisation directe au microscope, extrémement peu de bruit de fond est observé,
traduisant de la bonne qualité des sondes créées.

Afin de maximiser la détection du marquage des sondes, le signal a été amplifié avec des
anticorps dirigés contre la streptavidine (fluorescence en rouge) et contre 1’anticorps anti-
digoxigénine (fluorescence en vert). Les résultats obtenus en cytologie sont sensiblement les
méme avec un signal toutefois plus fort (en visualisation directe) mais aussi 1’ajout d’un peu de

bruit de fond (Eigure 10).
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Figure 10 : Images de FISH du marquage des chromosomes sexuels avec les

sondes des chromosomes X et Y - signal amplifié (x1000)

(vert).

Métaphase (a gauche) et cellule interphasique (a droite).

Chromosome X marqué avec la sonde du chromosome X contenant de la biotine révélée avec de la
streptavidine- Alexab594 et un anticorps anti-streptavidine couplé au Texas Red (rouge).

Chromosome Y marqué avec la sonde du chromosome Y contenant de la digoxigénine révélée avec un
anticorps anti-digoxigénine-FITC (produite chez la souris) et un anticorps anti-souris couplé au FITC

2.2.2. Test des sondes sur mélanges de cellules méles et femelles

Afin de montrer que nos sondes arrivent a discriminer des cellules males de cellules femelles,
elles ont été testées sur lames cytologiques contenant un mélange de cellules sanguines males

et femelles (Eigure 11).

Figure 11 : Images de
FISH sur mélange de
cellules sanguines canines
avec sondes des
chromosomes X et Y

(x400)

Les cellules femelles (XX)
présentent deux signaux rouges).
Les cellules méles (XY)
présentent un signal rouge (sonde
du chromosome X) et un signal
vert (sonde du chromosome Y).
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En visualisation directe, les cellules qui semblent présenter un seul signal rouge, en présentent
souvent deux : parfois superposeés, parfois un signal est plus faible que ceux autour et la capture
photo qui ne le prend donc pas en compte.

Il a donc été décidé d’amplifier les signaux avec des anticorps dirigés contre la streptavidine
(rouge) et contre les anticorps anti-digoxigénine (vert) afin de limiter ces effets observés sans

amplification (Eigure 12).

Figure 12 : Images de FISH
sur mélanges de cellules
canines male et femelle avec
sondes des chromosomes X et
Y et apres amplification du

signal (x1000)

Les cellules femelles (XX) présentent
deux signaux rouges Les cellules
males (XY) présentent un signal rouge
et un signal vert

La détection des différentes cellules apparait bien meilleure, le signal est plus fort en
visualisation directe. Le bruit de fond est toutefois un peu plus présent sans pour autant géner
I’interprétation.

2.2.3. Test des sondes sur coupes histologiques

Le tissu testiculaire a été choisi car il contient plusieurs types de cellules a des stades de division
différents grace a des méioses réalisées en permanence (rappel des étapes de la méiose : Figure
14). Il y adonc des cellules avec des noyaux ou les chromosomes sont plus ou moins condensés,
certaines sont diploides, d’autres haploides (Eigure 13). En théorie avec les sondes créées il est
possible de distinguer les spermatocytes primaires diploides (signaux rouge et vert) des
spermatocytes secondaires, spermatides ou spermatozoides qui sont haploides (signal rouge OU
signal vert seul).
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Pour que les sondes puissent pénétrer dans les noyaux des cellules, il faut que le tissu soit digéré
au préalable, c’est le role de la pepsine dans notre protocole. Cependant, ce temps de digestion

par la pepsine est a définir pour chaque tissu.
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» Temps de pepsine de 2 minutes a 37°C

Comme le montrent les photos ci-dessous (Eigure 15, Figure 16, Figure 17), les sondes du

chromosome X et du chromosome Y de chien créées, ont la possibilité de marquer les
chromosomes sexuels dans une coupe de tissu testiculaire fixées au formol et incluses en

paraffine.

Cependant, apres 2 minutes de pepsine, le tissu ne semble pas assez digére car il y a encore
beaucoup d’auto-fluorescence tissulaire et de bruit de fond. De plus en visualisation directe au
microscope, peu de zones sont marquees par les sondes et toutes les cellules dans une zone

d’intérét ne sont pas marquées par les sondes.

Figure 15 : Sondes

hybridées sur coupe

histologique de testicule de

chien apres 2 min de

pepsine (x400)

A : 2 signaux verts (chromosome
Y) : possible cellule en anaphase
I1. B : signal rouge (X) et signal
vert (Y) avec chromosomes
décondensés : possible cellule en
début de méiose I. C : signal rouge
(X) et signal vert () distinct dans
une petite cellule & noyau
décondensé : possible cellule en
fin de méiose I.

Figure 16 : Sondes
hybridées sur coupe
histologique testiculaire de
chien apres 2 min de
pepsine (x1000)

A : 1 signal rouge (X) et un signal
vert (YY) bien distincts avec
chromosomes décondensés :
possible cellule en anaphase I. B :
1 signal vert (YY) avec
chromosomes trés condensés :
possible cellule en fin de
métaphase Il (spermatide)
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Figure 17 : Sondes
hybridées sur coupe
histologique de testicule de
chien apres 2 min de
pepsine et amplification
des signaux (x1000)

A : 1 signal rouge (X) et un signal
vert (YY) bien distincts avec
chromosomes décondensés :
possible cellule en méiose I. B :
auto fluorescence tissulaire et bruit
de fond. C : 1 signal vert (Y) :
possible cellule en méiose 1. D : 1
signal rouge (X) : possible cellule
en méiose II.
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» Temps de pepsine de 4 minutes a 37°C

Les photos ci-dessous (Eigure 18) montrent que les sondes du chromosome X et du
chromosome Y de chien sont encore capables de s’hybrider aux chromosomes des cellules
composant le tissu testiculaire apres 4 minutes de traitement & la pepsine. En visualisation
directe au microscope, les signaux sont plus forts, il y a un peu moins de bruit de fond méme si
ce dernier est encore tres présent. Il semble également y avoir plus de plages marquées, ce qui
conforte 1’idée qu’il faut encore digérer un peu plus les tissus avant hybridation.

Figure 18 : Sondes hybridées
sur coupe testiculaire de
chien aprés 4 min de pepsine

A : signal rouge (X) et signal vert (Y)
« flou », chromatine condensée :
possible cellule en fin d’interphase ou
début de prophase |

B : mémes signaux mais bien
distincts tout en restant « collés » :
possible cellule en prophase |

(x1000 ci-contre et x400 ci-dessous)
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» Temps de pepsine de 15 minutes a 37°C

Aprés 15 minutes de digestion a la pepsine, les sondes s’hybrident dans un plus grand nombre
de noyaux (Eigure 19). Les signaux sont bien plus forts en visualisation directe. Le bruit de
fond est moins important, seule persiste 1’auto-fluorescence des tissus. Certains noyaux ou les
chromosomes sont trés condensés demeurent imperméables a I’hybridation des sondes.

Figure 19 : Sondes hybridées sur
coupe histologique de testicule
apres 15 min de pepsine

A : Signal vert (YY) et rouge (X)
superposés : possible cellule en prophase
I de méiose.

B : Signal rouge seul (X) : possible
cellule en prophase 11 de méiose
contenant le chromosome X.

C : Signal vert () : possible cellule en
prophase Il de méiose contenant le
chromosome Y.

(x1000 ci-contre — x400 ci-dessous)
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2.3. DISCUSSION

La médecine régénérative acquiert de plus en plus d’importance dans le domaine médical de
nos jours. Le nombre croissant d’études précliniques et cliniques révele 'immense potentiel
des cellules souches dans le domaine de la thérapie cellulaire. Elles sont nécessaires a
I’obtention d’une autorisation de mise sur le marché pour un médicament destiné a I’Homme.
En effet, les études précliniques sur modeéles animaux sont indispensables a la compréhension
de I’effet thérapeutique des cellules souches, de leurs interactions avec le reste de 1’organisme,
de leur biodistribution et de leur toxicité éventuelle a plus ou moins long terme. Le « tracking
cellulaire » prend alors une place critique dans le domaine de la recherche sur les cellules
souches.

Plusieurs méthodes de «tracking cellulaire » ont été développées ces dernieres années.
Certaines méthodes permettent une visualisation des cellules souches de maniére non invasive
au sein de 1’organisme par notamment des méthodes d’imagerie. D’autres, plus sensibles et plus
spécifiques permettent 1’étude de ces cellules ex-vivo. Toutes ces méthodes présentes des
avantages et des inconvénients. Elles ne sont pas a opposer mais sont plutdt complémentaires
dans le type d’informations qu’elles apportent.

L’objectif de cette étude était notamment de créer une sonde dirigée contre le chromosome
sexuel Y de chien. Cette sonde permettant in-fine de localiser une cellule souche male « XY »
de chien transplantée chez une chienne (femelle « XX ») sur coupe histologique (ex-vivo). Les
étapes pour en arriver la sont nombreuses. Nous avons essayé de déterminer les différentes
étapes pour créer une sonde (ici chez le chien, mais pouvant s’appliquer a n’importe quelle
espéce), ainsi que les étapes de traitement de coupes histologiques permettant un marquage
adéquat des cellules souches.

» Création des sondes :

Type de culture cellulaire :

Lors de notre étude nous avons réalisé deux types de cultures cellulaires : a partir de tissu cutané
et a partir de sang.

Nous avons commence par la culture de fibroblastes a partir de tissu cutané. En effet la culture
de fibroblaste est une des premiéres cultures cellulaire qui a été utilisée en recherche et les
conditions de cultures sont bien connues. Ce type de culture permet de récupérer un grand
nombre de cellules en division car elles accrochent moins au fond de la boite de culture et se
détachent alors plus facilement que les autres cellules.

La culture a partir de sang permet d’obtenir des métaphases a partir des cellules nucléées du
sang (globules blancs). Ce type de culture est bien plus rapide : 72h au lieu de 3 semaines pour
la culture de fibroblastes. Elle permet finalement de reécupérer un nombre de cellules en
métaphase suffisant pour la microdissection.

Dans I’objectif de réaliser des microdissections de chromosomes, les deux types de culture
peuvent étre utilisés. Cependant, la culture de sang a été préférée dans notre étude pour sa
rapidité de réalisation par rapport a la culture de fibroblastes.
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Il faut noter qu’au cours de la création des sondes, nous nous sommes heurtés a de nombreux
échecs. Les premiéres tentatives de création de sonde ont été réalisées avec les fibroblastes mais
n’ont pas donné de résultats. Cependant, nous avions trés bien réussi a micro-disséquer les
chromosomes a partir des cellules fibroblastiques. L’échec ne semble donc pas venir du type
de culture cellulaire.

Microdissection et nombre de copies de chromosomes :

La microdissection des chromosomes est assez fastidieuse. Un parametre a évaluer est le temps
de digestion par la trypsine du cytoplasme des cellules. En effet si ce temps est trop court, les
chromosomes seront difficilement détachables, au contraire s’il est trop long, les chromosomes
seront facilement détachables mais seront eux aussi dégradés et donc moins bien
reconnaissables. Il faut donc trouver un compromis entre facilité de microdissection et
dégradation trop importante des chromosomes. Nous avons évalué ce temps a 30 secondes pour
les lames cytologiques de leucocytes de chiens. Il est conseillé de faire plusieurs essais : sans
trypsine, 15s de trypsine, 30s de trypsine, 45s de trypsine...

Nous avons pu remarquer, aux cours des nombreux essais pour créer les sondes, qu’il fallait
plus de copies du chromosome Y pour que I’amplification par PCR fonctionne apres.
Globalement nous avons conclu qu’il fallait au minimum une dizaine de copies du chromosome
X et une quinzaine de copies du chromosome Y pour respectivement réaliser les sondes du
chromosome X et du chromosome Y de chien.

Cette différence de nombre de copie peut s’expliquer a plusieurs niveaux. Premiérement, la
microdissection du chromosome Y est bien plus difficile que celle du chromosome X car ¢’est
le plus petit chromosome du chien. 1l est donc difficile de s’assurer que le chromosome Y
s’accroche bien a 1’aiguille de microdissection et qu’il n’est pas reparti dans ’eau présente sur
la lamelle au moment du retrait de 1’aiguille. Deuxiemement, le chromosome Y étant tres petit,
la quantité d’ADN est par conséquent plus faible. Ainsi augmenter le nombre de copies, permet
d’augmenter la quantité d’ADN et de faciliter I’amplification par PCR qui va suivre.

Temps microdissection — amplification :

Le temps entre la microdissection des chromosomes et le début de 1’amplification par PCR
semble étre un temps critique pour la réussite de la création des sondes.

Nous avons pendant longtemps microdisséqué sur plusieurs jours (entre 2 et 4 jours) puis
amplifié par PCR apres. A chaque fois, ¢a n’a donné aucun résultat. Le seul résultat positif a
¢té obtenu en microdisséquant sur la matinée et en amplifiant 1’aprés-midi de la méme journée.
Il parait donc indispensable de microdisséquer et amplifier dans la méme journée.
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» Prétraitement des lames histologiques :

Temps de digestion par la pepsine :

Le temps de digestion des tissus par la pepsine est un temps indispensable a définir. C’est lui
qui va déterminer 1’accessibilité des sondes jusqu’a leur cible.

Nous avons testé trois temps différents 2 minutes, 4 minutes et 15 minutes pour des coupes
histologiques de testicule.

Plus le temps de digestion est important, plus le nombre de noyaux marqués semble important
et le bruit de fond réduit. Cependant, ce temps est a définir pour chaque tissu étudié, il n’existe
pas de « standards ».

> Technique d’hybridation :

Nous avons utilisé deux techniques différentes d’hybridation. Une premiére technique avec des
étapes préalables de dénaturation puis a I’étuve a 37°C. Une deuxiéme technique ou tout se fait
dans I’Hybridizer (DAKO®).

Pour les lames cytologiques, nous n’avons pas remarqué de différence entre les deux méthodes.
Le seul avantage de I’hybridation avec I’Hybridizer DAKO ® est qu’elle se fait en moins
d’étapes, et est donc plus facile.

Pour les lames histologiques, une étude avait noté une dégradation des tissus trop importante
avec I’Hybridizer DAKO ® a cause des plaques chauffantes (Noiret 2016). Au cours de notre
¢tude, cette dégradation potentielle des tissus n’a pas été retrouvée. L’Hybridizer DAKO® a
alors été préféré pour I’hybridation sur coupe histologique pour les mémes raisons que les
coupes cytologiques (moins d’étapes).

» Marquage des lames histologiques :

Le marquage sur lame cytologique a donné des résultats satisfaisants en termes de sensibilité et
spécificité.

Le marquage sur lame histologique a donné de bons résultats. Cependant, ce systéme n’est pas
encore assez sensible et spécifique pour détecter une cellule souche au sein d’un tissu. En effet,
le marquage est trés bon sur certaines zones, mais certaines cellules ne sont pas marqueées par
les sondes. Nous avons réussi a améliorer I’hybridation en augmentant le temps de digestion
par la pepsine, mais le systéme n’est toujours pas assez sensible et spécifique.

Pour aller plus loin, il serait intéressant d’essayer de :
- modifier le prétraitement des lames histologiques (ex : augmenter encore les temps de
digestion par la pepsine)
- concentrer les sondes

- mettre plus de sonde sur une lame
- modifier les temps de denaturation / hybridation
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3. CONCLUSION

Dans ce travail expérimental réalisé sur le site de ’ENVT, en collaboration étroite avec la
plateforme de cytogénétique (Dr. A Piton) et 1’unité de recherche STROMALab (Dr. 1.
Raymond-Letron), nous avons réalisé des sondes dirigées contre les chromosomes sexuels X
et Y du chien afin de pouvoir identifier des cellules nucléées issues de chiens male ou de chien
femelle transplantées dans les tissus de congénéres de sexe Oppose.

Aprés avoir produit ces sondes a partir de matériel nucléaire de cellules canines (aimablement
fournies par le Pr. M. Franc), nous avons démontré ’efficacité de nos sondes d’hybridation in
situ, sur lames cytologiques mélant des cellules issues des 2 sexes dans un premier temps puis
sur lames histologiques fixées au formol et incluses en paraffine, représentant le matériel
d’utilisation ciblée des sondes.

Comme exposé plus haut dans le corps de notre manuscrit, la validation de cette technique de
marquage s’inscrit dans le développement de méthodes de « tracking » de matériel de thérapie
cellulaire dans les tissus de destination. Ces outils sont d’importance critique pour 1’étude du
role, des mécanismes d’action et du devenir des cellules souches mésenchymateuses en
médecine régénérative utilisant le modele animal canin. lls vont permettre de détecter le devenir
des cellules souches mésenchymateuses thérapeutiques de chien donneur male injectées chez
une chienne receveuse.

Ce travail démontre la volonté d’intégrer la médecine régénérative aux méthodes thérapeutiques
vétérinaires modernes et constitue également une avancée dans la recherche sur les CSM en
tant que thérapie cellulaire innovante en médecine humaine.
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ANNEXES

Annexe 1 : Détails des produits utilisés dans notre étude

ADN compétiteur

Canine Hybloc DNA 1ug/uL : repetitive sequence
fraction of genomic DNA from male canine spleen

APPLIED GENETICS
LABORATORIES (REF. DHB
Canine Hybloc DNA)

ADN de saumon

ADN de sperme de saumon soniqué (UltraPure™
Salmon Sperm DNA Solution)

INVITROGEN (REF. 15
632011)

Anticorps anti-

Monoclonal Anti-Digoxin-FITC antibody produced

SIGMA (REF. F3523)

digoxigénine in mouse clone DI-22 purified immunoglobulin,
buffered aqueous solution.
Biotine Biotin-16-dUTP ROCHE (REF. 11228953 ou 11
093 070910 50nmol;50uL)
BSA Albumin bovine serum, fraction V, >96% SIGMA (REF. A9647 50gq)

Choc hypotonique

Sérum de veau nouveau-né dilué au 1/6 dans de
I'eau distillée

DUTSCHER (REF. S0750-100
100ML)

Digoxigénine Digoxigenin-dUTP, alkali-stable ENZO (REF. ENZ-NUC113-
0025 25nmol;1mM)

dNTP 10X bases A, G, CetunpeuT

Formamide SIGMA (REF. F9037)

Milieu culture n°1

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (1X)
[+] 1o/L D-Glucose

[+] L-Glutamine

[+] Pyruvate

GIBCO (REF.31885-023
500ML)

Milieu de culture
n°2

F-12 Nut Mix (Ham) (1X)
[+]L-Glutamine

+ 100mL sérum feetal de veau

+ 6mL Antibiotique/ Antimycotique 100X

GIBCO (REF.21765-029
500ML)

PAN BIOTECH ( REF. 3301 -
P100709)

GIBCO (REF. 15240 - 096
20ML)

Milieu RPMI RPMI Medium 1640 (1X) + GlutaMAX™ -| [+] GIBCO (REF 72400 - 021
25mM HEPES 500ML)
PBS DPBS 1X : Dulbecco's Phosphate Buffered Saline GIBCO (REF. 14190-094

[-] CaCl2
[-IMgCI2

500ML)

Primers 2,5 X pour
PCR

seéquence amorce
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG

EUROBIO (oligonucléotide
référence 8018201367-000100)

Solution de "PBT"

Flacon de 500mL de DPBS 1x
+ 500pL de Tween 20
+ 0,75¢g de BSA (Bovine Serum Albumin)

Cf. PBS, Tween 20 et BSA

Solution de Flacon de 500mL de DPBS 1x Cf. PBS, Tween 20

"Tween" + 500pL de Tween 20

Solution de 15mg de colchicine SIGMA (REF. C-9754 1G)
colchicine +40mL d'eau stérile

Solution de 5mg de Pokeweed (Lectin from Phytolacca SIGMA (REF. L8777 5MG)
Pokeweed americana)

+ 20mL d'eau stérile
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Solution SSC 0,4X | UltraPure™ 20X SSC BUFFER diluée 50 fois

Solution SSC 2X UltraPure™ 20X SSC BUFFER diluée 10 fois

Streptavidine Streptavidin, Alexa Fluor® 594. LIFE TECHNOLOGIES (REF.
S32356)

Trypsine TRYPSIN 1: 250 PAN™ BIOTECH GmbH
(REF.P10-025100P 100g)

Tween 20 Polyethyléne glucol sorbitan monolaurate, SIGMA (REF.P1379 500ML)

polyoxyethylenesorbitan monolaurate

UltraPure™ 20X 3.0 M NacCl, 0.3M Sodium Citrate, pH 7.0 +/- 0.1 INVITROGEN (REF.15557-

SSC BUFFER (20X concentrate) 036)

Vectashield Vectashield with DAPI VECTOR LABORATORIES
(REF.H-1200)

Solution Contient de la formamide SIGMA (H7782 6ML)

d'hybridation

Annexe 2 : Caryotype de chien :
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Développement et validation de sondes d’hybridation in-situ pour le tracking
des cellules souches mésenchymateuses canines dérivées du tissu adipeux

RESUME :

Les thérapies innovantes, utilisant des cellules souches mésenchymateuses d’origine
adipeuse (ASC), offrent des espoirs thérapeutiques trés prometteurs en médecine
régenérative. Cette étude commence par une présentation des ASC et de leurs mécanismes
d’action. Nous exposons également les méthodes actuelles de tracking de ces cellules et
I’intérét du modele canin dans la recherche sur les ASC. Dans une seconde partie
expérimentale nous décrivons la mise en place de deux sondes d’hybridation in-situ
s’appariant aux chromosomes sexuels de chien, comme méthode de tracking de cellules
canine male ou femelle. Cette méthode de tracking est validée sur lame cytologique et
coupes histologiques tissulaires fixées au formol et incluses en paraffine. Cette technique
de tracking s’inscrit dans un projet de suivi d’ASC au sein de I’espéce canine. En effet, une
ASC est une cellule nucléée. Elle posséde donc I’ensemble des chromosomes de
I’organisme dont elle provient. Il est donc possible de différencier sur la base des
chromosomes sexuels, une cellule souche provenant d’un male, de celle provenant d’une
femelle. Cette technique permet alors de suivre au sein d’un organisme, des ASC
provenant d’une méme espéce mais de sexe différent.

MOTS CLES :

Cellule souche mésenchymateuse d’origine adipeuse; Hybridation in-situ; FISH;
Médecine régénérative ; Modeéle canin ; Sonde du chromosome Y ; Sonde du chromosome
X ; Sonde chromosomique

Development and validation of in situ hybridization probes for tracking
canines adipose derived stem cells

ABSTRACT :

Innovative therapies, using adipose derived stem cells (ASC), offer promising therapeutic
hopes in regenerative medicine. This study begins with a presentation of ASC and their
mechanisms of action. We also expose the current methods of tracking these cells and the
interest of the dog model in research on the ASC. In a second experimental part, we
describe the implementation of both in-situ hybridization probes mating dog sex
chromosomes as tracking method of male or female canine cell. This tracking method is
validated on cytology and histological tissues sections fixed with formalin and embedded
in paraffin. This tracking technique is part an ASC monitoring project within the canine
species. Indeed, an ASC is e nucleated cell. It thus possesses all the chromosomes of the
organism from which it comes. Therefore, it is possible to differentiate, on the basis of sex
chromosomes, a stem cell from a male of one from a female. Then, this technique makes it
possible to follow within an organism, ASCs coming from the same species but of
different sex.

KEY WORDS :
Adipose derived stem cells ; In situ hybridization ; FISH ; Regenerative medicine ; Canine
model ; Probe of chromosome Y ; Probe of chromosome X ; Chromosomal probe




