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INTRODUCTION

La connaissance des roles joués par chaque type de cellules ainsi que des
mécanismes permettant d’accomplir toutes les fonctions cellulaires constitue un des
enjeux majeurs de la biologie cellulaire. Cependant, étudier les propriétés d’un type
cellulaire donné chez I'animal sain suppose d’étre capable d‘identifier les cellules et
de les suivre dans |'organisme.

Le suivi de cellules marquées a notamment permis une meilleure connaissance
des phénomenes régissant la migration et la différentiation des cellules au cours du
développement embryonnaire mais aussi au cours de la vie adulte; on peut citer par
exemple le suivi des lymphocytes qui a permis de progresser en immunologie. Le
suivi cellulaire est également utilisé afin de mieux étudier la biologie des tumeurs et
le ciblage tissulaire des métastases.

La thérapie cellulaire s'inscrit dans une logique d’évolution de Iarsenal
thérapeutique face a des pathologies telles que l'insuffisance cardiaque, I'insuffisance
rénale chronique, les maladies nerveuses dégénératives, maladies qui constituent un
probléme majeur de santé publique dans les pays développés.

Remplacer des cellules dégénérées, dysfonctionnelles ou absentes sont les
atouts primordiaux de la thérapie cellulaire, dans I'objectif de régénérer des organes
défectueux.

Les enjeux, médicaux et financiers, sont importants et la compréhension des
mécanismes par lesquels les cellules greffées vont pouvoir exercer un effet bénéfique
passe par un marquage cellulaire fiable.

Il existe de nombreux marqueurs cellulaires : radioactifs, fluorescents,
génétiques. Tous présentent des avantages et des inconvénients et le choix du
marqueur le plus approprié est fonction de I'étude menée.

Afin de pouvoir suivre avec fiabilité les cellules greffées, il apparait
indispensable que le marqueur sélectionné présente un certain nombre de
caractéristiques que nous avons rassemblées dans un cahier des charges.

Nous reviendrons d‘abord sur quelques généralités concernant la thérapie
cellulaire afin de mieux comprendre les intéréts en jeu, puis nous montrerons la
nécessité d'identifier les cellules greffées et nous présenterons un cahier des charges
du marqueur idéal. La partie bibliographique se terminera par des exemples
d'utilisation des marqueurs cellulaires et par une présentation des différents types de
marqueurs disponibles.

Notre projet de recherche expérimental sera décrit dans la deuxieme partie
de cette thése. Il se proposait d'étudier et de comparer trois marqueurs
biochimiques : le cmDiI marqueur fluorescent membranaire, le DAPI marqueur
fluorescent nucléaire et le BrdU marqueur de I'ADN révélé par immunohistochimie.



Le projet global consistait a montrer si ces trois marqueurs étaient conformes
au cahier des charges que nous nous étions fixés. Le premier volet du travail était
une étude /in vitro: des expériences de recaptage et de dilution ont été réalisées
pour chaque marqueur. Le second volet était une étude /in vivo: les cellules
marquées ont été greffées dans le myocarde chez la brebis et dans l'urétre chez la
chienne. Les résultats obtenus pour chacun des trois marqueurs ont été analysés et
compares.



CHAPITRE 1: THERAPIE CELLULAIRE ET MARQUAGE DES
CELLULES

A. Objectifs et principes de la thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire connait un essor considérable depuis la fin des années
soixante avec le développement des premieres greffes de moelle osseuse qui
consistaient a recoloniser la moelle osseuse presque totalement éradiquée de ses
cellules par une chimiothérapie anti-cancéreuse. Actuellement le champ d’application
de la thérapie cellulaire est vaste et s'élargit régulierement au gré de nouvelles
découvertes sur le formidable potentiel des cellules souches. L'utilisation de cellules
souches présente en effet de nombreux avantages pour la thérapie cellulaire. Une
cellule souche est indifférenciée, douée d’auto renouvellement ce qui va assurer a
long terme le renouvellement de la population cellulaire, et posséde la capacité de
proliférer et de donner des cellules différenciees.

1. Traitement de [linsuffisance cardiaque: un exemple

d’application de la thérapie cellulaire

Le développement de la thérapie cellulaire s'inscrit dans une logique
d’évolution thérapeutique. Les recherches effectuées dans le cadre de l'insuffisance
cardiaque sont un bon exemple de cette évolution.

a) Incidence de l'insuffisance cardiaque

Les maladies cardio-vasculaires sont la premiere cause de mortalité humaine
dans les pays développés. Elles représentent a elles seules plus de 40 % des déces
et causent plus de morts aux Etats Unis que les sept autres causes de mortalité les
plus fréquentes (1). La prévalence de l'insuffisance cardiaque est d’environ 500 000
cas en France et 4,6 millions aux Etats Unis. Il y a environ 120 000 nouveaux cas par
an en France et 400 000 aux Etats Unis (1,32). Prés d'un million et demi d’américains
sont victimes chaque année d'un infarctus du myocarde qui s'avere fatal dans un
tiers des cas (70). L'insuffisance cardiaque est responsable de plus de vingt milliards
de dollars par an de colts directs et indirects aux Etats Unis et de plus de 1 % des
dépenses de santé totales aux Etats Unis et en Europe (1,32).

A cause du vieillissement de la population et de I'amélioration de la survie
apres infarctus du myocarde, linsuffisance cardiaque est une des rares maladies
dont l'incidence augmente avec le temps (32).



L'infarctus du myocarde est responsable de lésions de nécrose cellulaire
irréversibles résultant de Iischémie prolongée. Aprés un infarctus les régions lésées
du myocarde sont remplacées par un tissu fibreux, non contractile, les fibroblastes
ayant remplacé les cardiomyocytes (70).

De méme, la dégénérescence diffuse du tissu myocardique rencontrée dans la
cardiomyopathie dilatée idiopathique s'accompagne de la formation d’un territoire
dysfonctionnel hypo ou akinétique diffus.

Que les lésions soient localisées ou diffuses elles induisent une surcharge de travail
pour les cardiomyocytes restants et alterent la fonction ventriculaire.

L'évolution spontanée de ces altérations est l'insuffisance cardiaque, stade
d’inéquation entre la pompe cardiaque et des besoins métaboliques tissulaires (23).

b) Thérapies médicales et chirurgicales de l'insuffisance
cardiaque

Face a ce probleme majeur de santé publique, les options thérapeutiques sont
limitées.

Les thérapies pharmacologiques développées en premier lieu ont pour objectif
I'amélioration fonctionnelle de la partie saine du myocarde (70). Si les inhibiteurs de
I'enzyme de conversion et les béta-bloquants ont amélioré la survie des patients, le
pronostic reste sombre : 57 a 64 % de survie a un an et 25 a 38 % de survie a cing
ans (1, 32). Et malgré ces traitements une part non négligeable de patients
développe une insuffisance cardiaque congestive et devient candidate a une
transplantation cardiaque. Mais I'utilité de la transplantation cardiaque est limitée par
une grave pénurie de greffons, les complications de I'immunosuppression et les
rejets potentiels (70).

D’autres techniques ont été développées : I'opération de Batista, réduction du
ventricule gauche afin d’en améliorer la contractilité, reste peu utilisée (34, 70) ; la
cardiomyoplastie dynamique utilise le muscle grand dorsal comme assistance
ventriculaire pour le traitement des insuffisances cardiaques séveres, cependant elle
ne permet une amélioration clinique et fonctionnelle que chez des patients
sélectionnés et les mécanismes d'action ne sont pas encore totalement élucidés (17,
18, 20, 40, 70).

L'assistance circulatoire mécanique initialement utilisée en attente de
transplantation pourrait dans les années a venir représenter une solution palliative
acceptable (36), mais du fait de ses complications thromboemboliques et
infectieuses, et des contraintes techniques engendrées, elle n'est pas toujours
compatible avec une vie sociale normale et demeure un traitement colteux (70).

Une solution thérapeutique simple et largement applicable fait donc défaut
dans le traitement de l'insuffisance cardiaque.



c) Développement de nouvelles stratégies thérapeutiques

Les cardiomyocytes, passés les stades foetaux du développement, perdent
essentiellement leur faculté de prolifération. Malgré I'existence récemment
découverte d’'une population cellulaire participant a la régénération tissulaire
myocardique (cellules souches d'origine médullaire ou cardiaque multipotentes) (3, 4,
8, 9, 46, 57, 72, 77), le cceur demeure incapable de mobiliser massivement ces
cellules qui permettraient une régénération.

Les stratégies permettant d’augmenter le nombre de cardiomyocytes
fonctionnels chez les insuffisants cardiaques pourraient potentiellement permettre
d’améliorer la contractilité des zones Iésées du myocarde et de ralentir la progression
de l'insuffisance cardiaque (70). C'est le but recherché par la thérapie cellulaire.

Deux types de thérapies cellulaires ont été développées : les thérapies
cellulaires endogenes et les thérapies cellulaires exogenes.

(1) Thérapies cellulaires « endogenes »

Les thérapies cellulaires « endogenes » consistent a augmenter le nombre de
cellules fonctionnelles dans I'organe sans apport extérieur.

L'utilisation de facteurs de croissance tels que le basic fibroblast growth factor
(bFGF), les insulin-like growth factors (IGF-I ou IGF-II), le transforming growth
factor-8 (TGF-B) et le platelet derived growth factor (PDGF), a été associée a une
augmentation de la prolifération cellulaire dans des cardiomyocytes (22, 30, 66).
Cependant la prolifération est limitée et ne permet pas d’améliorer la contractilité
cardiaque ni de remplacer le tissu fibreux.

D’autres études ont montré que la transfection de fibroblastes cardiaques avec
le facteur MyoD (facteur de détermination nécessaire pour entrer dans la voie
myoblastique) permettait de les convertir en cellules musculaires squelettiques (25,
64). Bien que les résultats obtenus soient encourageants, il n'y a pas de preuve que
les fibroblastes transformés puissent établir des jonctions cellulaires fonctionnelles,
mécaniques et électriques, avec les cardiomyocytes natifs (60).

L'induction de l'angiogénese dans les zones d'infarctus est une méthode
susceptible de recruter des cardiomyocytes présents a proximité et d'améliorer la
contractilité. De nombreuses études ont ainsi montré que I'administration du vascular
endothelial growth factor (VEGF) et du bFGF améliore le flux sanguin dans les
régions ischémiques du myocarde (6, 61, 73, 88, 92). Cependant il n‘existe pas, a ce
jour, de technique efficace permettant de délivrer ces facteurs angiogéniques dans
les zones lésées.



(2) Thérapies cellulaires « exogenes »

Les thérapies cellulaires « exogenes » apportent une nouvelle approche dans
le traitement de l'insuffisance cardiaque. Elles consistent en l'injection de suspensions
cellulaires (cardiomyoplastie cellulaire) ou en limplantation de tissus a fonction
contractile (cardiomyoplastie tissulaire) dans le myocarde lésé.

(a) Cardiomyoplastie cellulaire

Le concept de cardiomyoplastie cellulaire repose sur un apport de cellules
exogenes myogéniques dans le myocarde pour suppléer les cardiomyocytes disparus
ou altérés. Le but ultime recherché est le remplacement, la réparation, ou la
stimulation d’une fonction biologique particuliere inhérente aux cellules altérées, la
restitution d'une masse myocardique fonctionnelle et une amélioration des
performances contractiles du cceur (40, 48, 90).

Différents types cellulaires ont été injectés dans le myocarde sain ou
pathologique et ont formé des greffes stables dans le temps : cardiomyocytes
embryonnaires ou adultes (45, 60, 81, 91), lignées cellulaires (51, 52), myoblastes
d’origine musculaire squelettique (24, 34, 49, 63, 66, 77, 80, 88, 90) ou lisse (60,
94), cellules souches hématopoiétiques adultes (45, 51, 54, 68) ou embryonnaires
(49).

Des greffes stables ont été obtenues en transplantation autologue (24, 62, 77,
87, 93, 94) ainsi gqu’homologue (45, 53, 60, 78, 80, 81, 82) et hétérologue (89) sur
des animaux immunosupprimés.

Les cardiomyocytes greffés peuvent s'organiser et établir des jonctions
intercellulaires entre eux et avec les cardiomyocytes environnants (gap jonctions
révélées par l'intermédiaire de la protéine connexine 43) (53, 78, 82, 89).

Des résultats fonctionnels extrémement encourageants ont été rapportés ex
vivo et in vivo, aprés transplantation de cellules exogenes, sur différents modeles de
lésions cardiaques induites : infarctus du myocarde (45, 50, 65, 68, 77, 80, 81, 87)
ou cardiomyopathie dilatée (80, 93, 94).

Quelques publications font état, a ce jour, de l'application a 'homme de ces
nouvelles stratégies thérapeutiques : greffe de myoblastes autologues (62, 82) ou de
cellules souches de la moelle osseuse (84). Aprés ces essais de phase 1
encourageants, des essais de phase II sont en cours.

(b) Cardiomyoplastie tissulaire

Le concept de cardiomyoplastie tissulaire repose sur la transplantation d’'un
tissu dans le myocarde. Le tissu transplanté peut étre un fragment de tissu cardiaque
(55) ou issu de l'ingénierie tissulaire (« tissue engineering ») (14, 19).
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Leor et al. ont montré que des fragments tissulaires cardiaques foetaux ont
survécu dans des myocardes de rats ayant subi des infarctus (56). Ces résultats
suggerent que des allogreffes ou des xénogreffes de tissus cardiaques peuvent étre
réalisées dans des myocardes infarcis et pourraient constituer une option
thérapeutique dans la restauration de la fonction cardiaque. Cependant, certains
problémes demeurent, comme la disponibilité tissulaire, la manipulation ex vivo des
tissus, I'immunosuppression des receveurs et I'induction de I'angiogénese (58, 60).

Le « tissue engineering » consiste a créer des tissus équivalents aux tissus
vivants, dans le but de remplacer la structure tissulaire existante et d’en améliorer la
fonction (72).

Diverses applications sont envisageables : la réparation de fractures ou de
défauts osseux par greffe de nouveaux tissus osseux, la réparation de fractures
cartilagineuses et d’ostéochondrites disséquantes, la « construction » de néo vessie a
partir de cellules autologues.

Actuellement la seule application chez 'homme est la greffe de tissus
équivalents de la peau dans le traitement des grands brdilés.

En ce qui concerne le muscle cardiaque, le tissu « engineering » est assez
récent. La seule tentative /n vivo a été réalisée par I'équipe de Li. Ils ont utilisé des
cardiomyocytes foetaux de rats ayant été « ensemencés dans des mailles de
gélatine » (communication personnelle). Le tissu implanté a survécu dans le
myocarde |ésé et a formé des jonctions avec les cellules hotes (70).

Face a lincidence croissante des maladies cardio-vasculaires dans les pays
développés et aux faiblesses de I'arsenal thérapeutique, les thérapies cellulaire et
tissulaire ont vu leur intérét s'accroitre.

2. Autres domaines d’intérét de la thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire intéresse de nombreux autres domaines, que ce soit
pour la restauration fonctionnelle des tissus ou pour délivrer des protéines
thérapeutiques aux patients.

Des greffes intracérébrales de cellules progénitrices du systéme nerveux
central (SNC) ont été réalisées chez des patients atteints de la maladie de Parkinson
pour augmenter leur niveau de dopamine (31, 85) et ralentir I'évolution de la
maladie.

La greffe directe de cellules satellites compétentes possédant le gene de la
dystrophine constitue une alternative pour le traitement de la myopathie de
Duchenne (DMD). Les greffes de cellules satellites chez des animaux modeéles de la
DMD, ont donné de trés bons résultats et ont poussé les cliniciens a tenter des
allogreffes chez des gargons malades.

La greffe de cellules satellites compétentes, provenant du pére ou du frere du
malade dans le muscle d’enfants myopathes, a permis d’obtenir I'expression de
dystrophine dans le muscle greffé (63).
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Les résultats cliniqgues sont cependant décevants et de nombreux probléemes
restent encore a résoudre, mais il est indéniable que la thérapie cellulaire, par
I'intermédiaire de la greffe de myoblastes, représente un outil thérapeutique
important dans le traitement des myopathies.

La thérapie cellulaire s'inscrit dans une logique d’évolution de I'arsenal
thérapeutique que ce soit pour les maladies cardio-vasculaires, les myopathies, les
maladies nerveuses dégénératives... Elle répond a un manque de solutions
thérapeutiques simples et largement applicables dans des domaines de plus en plus
coliteux.

Les recherches actuelles portent entre autres sur lidentification du meilleur
type cellulaire pour chaque greffe, I'optimisation des paramétres de culture cellulaire
in vitro, et surtout sur les mécanismes par lesquels les cellules greffées survivent,
s'intégrent dans l'organe receveur et apportent un effet thérapeutique. C'est grace a
une meilleure compréhension des mécanismes mis en jeu au sein méme de l'organe
que lI'on pourra améliorer les greffes cellulaires et trouver des outils thérapeutiques
largement applicables.
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B. Probleme de I'identification cellulaire, intéréts des marqueurs
cellulaires

1. Pourquoi identifier les cellules : qu’est-ce gqu’un marqueur

cellulaire ?

Les enjeux de la thérapie cellulaire, dont on a vu quelques exemples, sont de
plus en plus importants que ce soit d'un point de vue médical ou financier. La
compréhension des mécanismes mis en jeu lors de greffe cellulaire est un des points
clefs dans la progression des recherches. Il est indispensable de comprendre
comment les cellules survivent et s’integrent dans I'organe receveur, quelles sont les
lisisons mises en place avec les cellules hoétes, quelle est [influence de
I'environnement sur leur phénotype, afin de mesurer Iimpact de leur éventuel effet
thérapeutique.

Pour comprendre les mécanismes mis en jeu et faire avancer les recherches, il
est indispensable de pouvoir identifier les cellules greffées de maniére fiable.

Différentes caractéristiques intrinseques aux cellules peuvent permettre de les
identifier sans manipulation:

e Lors de greffe dans un tissu différent du tissu d’origine on peut utiliser
les caractéristiques morphologiques des cellules ou la présence
d'antigenes spécifiques de tissus pour les identifier (83).

On peut par exemple identifier des hépatocytes greffés dans une rate
grace aux différences morphologiques existant entre ces deux types
cellulaires.

Dans le cas d'une greffe de myoblastes dans un myocarde, on peut
utiliser la chaine lourde de la myosine comme marqueur endogene, cet
antigéne sera présent exclusivement sur les cellules greffées.
Cependant cette technique ne permet pas de repérer des
cardiomyocytes greffés dans un myocarde, elle ne permet pas non plus
de suivre le destin des cellules si celles-ci changent de phénotype dans
leur nouvel environnement, si par exemple les myoblastes greffées
dans le myocarde se modifient et ne synthétisent plus de myosine, on
ne peut plus les différencier des cellules hotes.

e Lors d7allogreffe on peut utiliser la diversité allélique des complexes
majeurs d’histocompatibilité (CMH) (16, 55).
On peut également utiliser d'autres types de diversité allélique existant
entre les individus d'une méme espéce.
Les neurones n’expriment pas les antigénes du CMH mais on utilise
chez la souris la diversité allélique du géne codant pour la glycoprotéine
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Thy-1. Lors de greffe de cellules embryonnaires provenant du SNC
d’'une souris exprimant lallele Thy-1.1 dans le SNC d'une souris
exprimant l'alléle Thy-1.2, les cellules greffées sont détectées avec un
anticorps spécifique de I'alléle Thy-1.

Cependant les allogreffes nécessitent une immunosuppression du
receveur afin d’éviter un rejet des cellules greffées.

e Lors de greffe de cellules males dans des organismes femelles on peut
détecter une portion spécifique du chromosome Y (16).
On a par exemple greffé un rein de femme a un homme afin d'étudier
la colonisation de I'organe greffé par les cellules du receveur (74).
Cette technique nécessite une hybridation in situ pour visualiser les
cellules greffées (FISH). Cette étape prend du temps et est difficilement
réalisable conjointement a de Iimmunohistochimie, technique
nécessaire pour déterminer le phénotype cellulaire.

e Lors de xénogreffe il existe des antigeénes spécifiques d’especes (16,
55).
On peut par exemple greffer des cellules de souris dans le SNC de rats,
la détection des cellules greffées est réalisable grace a des anticorps
spécifiques de souris.
De la méme maniere on a greffé des cellules nerveuses humaines dans
le SNC de rongeurs afin d’évaluer la capacité des cellules humaines a se
différencier dans le SNC, pour les identifier on utilise des anticorps
spécifique de I'espéce humaine.
Cependant de telles greffes sont problématiques car elles requiérent
une immunosuppression de [I'hdte ou [l'utilisation d‘animaux
immunosupprimés d'un colt élevé et dont la manipulation reste
délicate.

e Lors de l'utilisation d'animaux transgéniques comme donneurs, on peut
identifier les cellules greffées grace a l'expression d'une protéine
spécifique (16, 83).

La myopathie de Duchenne (DMD) est une maladie génétique liée au
chromosome X qui touche 1/3500 garcons a la naissance. Elle est due a
une mutation touchant le gene de la dystrophine. L'absence de cette
protéine chez les malades fragilise les fibres musculaires qui
dégénérent au cours des contractions.

Des lignées de chiens myopathes ont été créées pour I'étude de cette
maladie. Lors de greffe de myoblastes provenant de chiens sains sur
des chiens myopathes, on peut repérer les cellules greffées car celles-ci
synthétisent de la dystrophine (62).

La création d‘animaux transgéniques est toutefois coliteuse et
nécessitent un savoir faire particulier.

L'utilisation de caractéristiques intrinseques aux cellules greffées pour les
identifier chez I'hGte et suivre leur devenir a des limites : certaines techniques ne
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sont pas infaillibles, nécessitent une immunosuppression du receveur, un savoir faire
particulier ou sont trés coliteuses.

Le recours a des marqueurs cellulaires incorporés aux cellules apparait donc
indispensable dans le cadre de la thérapie cellulaire. Les cellules injectées étant des
cellules souches, les marqueurs utilisés doivent permettre un suivi a long terme de
ces cellules afin de déterminer leur devenir et notamment leur participation a la
régénération et a la reconstitution a long terme d’épithéliums, de tissus...

Nous qualifierons ici de marqueur cellulaire une molécule exogéene

utilisée pour suivre le devenir des cellules marquées.

2. Comment identifier les cellules : quelles sont les qualités

requises pour étre un bon marqueur cellulaire ?

Il existe de nombreux marqueurs cellulaires, tous présentent des avantages et
des inconvénients (67).

Le choix du marqueur le plus approprié dépend du type cellulaire étudié, de la
période pendant laquelle on a besoin de suivre les cellules greffées (16), des
capacités techniques et du budget disponible.

Cependant on peut tout de méme souligner les principales caractéristiques
nécessaires a un marqueur afin d'assurer un suivi fiable des cellules greffées et
réaliser un cahier des charges du marqueur idéal.

Un bon marqueur semble étre :

Persistant dans la cellule

Détectable aisément

Sans influence sur le métabolisme et la physiologie cellulaires
Non toxique aux concentrations usuelles

Non recapté par les cellules environnantes

Facile d'utilisation (technique de marquage)

Peu cher
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C. Applications possibles des marqueurs cellulaires

1. Utilisation de ces marqueurs

a) Etude des divisions cellulaires

La connaissance du cycle cellulaire et des mécanismes régissant la synthese
d’ADN ont constitué une étape importante en biologie cellulaire et moléculaire. Les
premiéres études ont utilisé des marqueurs radioactifs, comme la thymidine tritiée
dont lincorporation a I'’ADN cellulaire est détectée par autoradiographie.
Actuellement d‘autres marqueurs dont I'utilisation est plus simple sont utilisés,
comme le BrdU qui s'incorpore dans I’ADN a la place de la thymidine et qui est révélé
par immunohistochimie (38).

Les marqueurs cellulaires ont également permis I'étude de la prolifération de

différentes populations cellulaires comme les lymphocytes ainsi que leur
différenciation en clones cellulaires spécifiques d’antigenes.

b) Suivi de la migration et de la différentiation cellulaire

Les lymphocytes constituent le support de I'immunité, ils ont la capacité de
pouvoir migrer continuellement dans le corps et selon leurs propriétés, ils se
positionnent dans des zones spécifiques des organes lymphoides. Suite a une
stimulation antigénique, on assiste a une prolifération rapide des clones cellulaires de
lymphocytes B et de lymphocytes T spécifiques de I'antigéne et a une migration des
cellules formées.

L'utilisation de marqueurs cellulaires a permis de suivre les migrations
lymphocytaires, ainsi que leur position dans les différents tissus et leur prolifération.
Cela représente une aide considérable pour l'analyse de la physiologie de la
circulation de ces cellules.

En 1999, PARISH (71) présente une étude comparative de quatorze
marqueurs fluorescents utilisés depuis les vingt dernieres années pour suivre la
migration lymphocytaire. Cette étude a permis de classer ces marqueurs en fonction
de différentes caractéristiques : facilité de détection, temps pendant lequel le suivi
est possible, capacité de marquer différemment certaines sous populations
lymphocytaires...
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Différentes études ont ainsi pu démontrer que la remise en circulation des
lymphocytes est influencée par leur origine anatomique (15), la présence d’une
inflammation (22, 43) ou de cytokines pro inflammatoires (26, 45).

c) Roles actuels dans la thérapie cellulaire

(1) Transplantation hépatocellulaire

Lorsque l'on greffe des hépatocytes dans du parenchyme hépatique, les
cellules greffées ont une apparence morphologique ne permettant pas de les
différencier des hépatocytes de [I'h6te par les techniques histologiques
conventionnelles (hématoxyline, éosine). Ceci a représenté un facteur limitant dans
de nombreuses études.

L'utilisation de marqueurs spécifiques et fiables a permis par la suite un suivi aisé et
sans équivoque des cellules greffées.

Ainsi certaines études ont pu démontrer que la transplantation
hépatocellulaire permet daméliorer des déficits hépatiques chez I'animal de
laboratoire, par exemple amélioration d'une hyperbilirubinémie secondaire a un
déficit en UDP-glycuronyltransférase chez un rat « Gunn» ou encore d'une
hypercholestérolémie due a un déficit en récepteurs LDL chez un lapin « Watanabe »
(83).

L'utilisation de marqueurs cellulaires a permis de faire avancer les recherches
sur la transplantation hépatocellulaire en tant que thérapie pour les maladies
génétiques ou acquises chez des modeles expérimentaux.

Cependant les résultats de recherches plus récentes semblent moins prometteurs
gu’attendu. La thérapie cellulaire appliquée a l'insuffisance hépatique n’est toujours
pas considérée comme une thérapeutique efficace pour de nombreux patients.

(2) Transplantation de cellules souches nerveuses dans le

systéme nerveux central

Les cellules nerveuses souches ont un potentiel thérapeutique illimité pour
restaurer les fonctions du SNC perdues suite a un traumatisme ou a une maladie
dégénérative (16). La transplantation de cellules souches du SNC apparait donc
intéressante en tant que thérapie potentielle lors de déficits fonctionnels (67).

L'utilisation thérapeutique de ces cellules implique qu’elles se différencient
dans le SNC de I'héte, il faut donc pouvoir démontrer sans ambiguité si les cellules
greffées survivent et si elles se modifient selon leurs fonctions futures (16).

Certaines études ont mis en évidence une amélioration clinique suite a la
transplantation, mais les mécanismes mis en jeu demeurent inconnus. Afin de
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comprendre comment un effet bénéfique peut se produire, I'identification des cellules
greffées est indispensable (67).
Le marquage de ces cellules est donc un élément essentiel des recherches.

En 1993, ONIFER et al. (67) ont marqué des cellules nerveuses /in vitro et in
vivo avec différents marqueurs fluorescents. Les résultats de cette étude montrent
I'importance d’utiliser des marqueurs parfaitement adapté a la population cellulaire
greffée, pour cela les marqueurs envisagés doivent étre testés /n vitro puis /in vivo
avant d'interpréter les résultats.

(3) Transplantation de cellules musculaires ou de cellules

souches dans le myocarde

Le but de la thérapie cellulaire dans le cadre de l'insuffisance cardiaque est de
remplacer les cardiomyocytes lésés afin d’améliorer la fonction contractile des
ventricules notamment.

A linverse du tissu myocardique, le tissu musculaire strié squelettique
présente de fortes potentialités de régénération, grace a la présence de cellules
souches : les cellules satellites. Les cellules satellites sont des cellules myogéniques
mononuclées issues des myoblastes embryonnaires. Elles sont accolées a la fibre
musculaire striée, sous la lame basale et I'endomysium. Quiescentes a I'état normal
chez I'adulte, elles peuvent étre réactivées par des lésions chimiques, mécaniques ou
par une dissociation enzymatique. Elles représentent 20 % des noyaux musculaires
chez le feetus et 1 a 2 % chez I'adulte (38, 42). Leurs capacités de prolifération, leur
origine embryonnaire mésodermique commune avec les cardiomyocytes ainsi que
leur accessibilité dans tous les muscles squelettiques, en font des cellules
particulierement étudiées pour la transplantation cellulaire dans le myocarde. Elles
sont, en outre, trés résistantes a l'ischémie.

De nombreuses équipes de chercheurs ont greffé des myoblastes
squelettiques au sein du myocarde. Les résultats de ce type de greffes dans le coeur
de chiens, de rats, ou de lapins ont montré clairement la survie et la différentiation
des cellules greffées. De plus, il a été démontré une amélioration des performances
hémodynamiques du coeur ainsi greffé (87).

La majorité des recherches dans ce domaine concerne la réparation de Iésions
myocardiques localisées, de type infarctus. Mais de bons résultats ont aussi pu étre
obtenus par la greffe intra myocardique de myoblastes autologues dans le cceur de
chiens atteints de cardiomyopathie dilatée idiopathique : amélioration de I'état
clinigue de chiens greffés et amélioration des performances hémodynamiques
(fraction de raccourcissement, volume systolique) (12).
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BORENSTEIN et al. (11) ont montré tres récemment que la greffe de
myoblastes non cultivés, directement apres leur extraction enzymatique, donne de
tres bon résultats dans le myocarde de moutons : les analyses histologiques aprés
trois semaines montrent que les cellules musculaires se sont greffées massivement
au sein du myocarde. Les études précédentes n‘avaient jamais sautées |'étape de la
culture cellulaire in vitro préalablement a la greffe. Pourtant, éviter la culture
cellulaire permet de gagner du temps et de l'argent, et de réduire les risques de
contamination des cellules.

Afin de pouvoir mesurer lIimpact des greffes cellulaires sur la contractilité
cardiaque, il est nécessaire de prouver que les cellules ont survécu a la
transplantation et qu’elles se sont intégrées dans l'architecture du myocarde. Le
recours aux marqueurs cellulaires est en cela indispensable.

(4) Transplantation de myoblastes dans [urétre:

urétromyoplastie cellulaire

Les premieres greffes de myoblastes dans |'urétre (précurseurs embryonnaires
des cellules musculaires striées) sont tres récentes. Cette nouvelle stratégie pour le
traitement de l'incontinence urinaire pourrait avoir un intérét clinique direct, en
améliorant les résultats des traitements endoscopiques classiques de l'incontinence
urinaire a l'effort de la femme (injection de collagene, graisse, téflon).

Les myoblastes récoltés par simple aspiration dans le muscle du bras d'une
patiente pourraient, aprés une mise en culture de quelques jours, lui étre réinjectés
au sein de l'uretre a I'aide d’un endoscope, sous anesthésie locale (38).

En 2000, I'équipe de CHANCELLOR (21) a publié les résultats de la greffe de
myoblastes provenant d’une lignée cellulaire immortelle de souris, dans les parois
urétrales et vésicales de rattes. Les myoblastes ont été mis en culture avec des
adénovirus qui leur ont transmis le géne rapporteur de la B-galactosidase, et avec
des microsphéres de latex fluorescentes. Ainsi, le devenir des myoblastes aprées la
greffe a pu étre suivi a I'aide de deux marquages différents. Les urétres ont été
prélevés trois a quatre jours aprés la greffe pour éviter le rejet par le systeme
immunitaire. Les analyses histologiques ont révélé la présence de nombreuses
cellules exprimant la B-galactosidase et contenant des microsphéres fluorescentes
dans la paroi vésicale et la paroi urétrale : des myoblastes, mais aussi des myotubes
et des fibres musculaires résultant de leur fusion. Cette expérience montre la
faisabilité de la greffe de myoblastes dans la paroi urétrale avec la survie et la
différenciation des myoblastes injectés ainsi que la formation de myotubes et de
fibres musculaires capables de produire la B-galactosidase dans la paroi de I'uretre,
sans effet indésirable particulier.
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L'équipe de BORENSTEIN a réalisé en 2002 (39) une succession d'essais de
faisabilité de greffe de myoblastes sur des urétres de chiennes, avec en parallele un
travail réalisé /n vitro et I'observation /n vivo du devenir des cellules greffées. Ce
travail a permis de mieux connaitre les conditions de culture favorables a la
multiplication des myoblastes, les marqueurs les plus efficaces sur ce type cellulaire
(cmDiI, BrdU), les techniques utilisables pour améliorer la survie des cellules
greffées.

(5) Transplantation de cellules souches de la moelle

osseuse au sein du tissu rénal

L'insuffisance rénale chronique constitue un probleme majeur de santé
publique, les thérapeutiques sont peu nombreuses et la dialyse reste le passage
obligé en attendant la greffe.

La néphrologie ne s'intéresse que depuis peu au potentiel thérapeutique des
cellules souches (CS) (16, 67).

Les premiers résultats chez le petit animal (souris notamment) (42, 74) sont
tres prometteurs en vue d'une utilisation future chez I'homme et la thérapie cellulaire
utilisant les CS de la moelle adulte ouvre une nouvelle voie thérapeutique dans le
cadre du traitement de nombreuses pathologies rénales.

En 2001, IMASAWA et al. (42) ont greffé de la moelle osseuse provenant de
souris transgéniques pour une protéine fluorescente (GFP), a des souris C37BL/6j
irradiées. Le marquage par la GFP a permis de suivre les cellules greffées. Un
nombre grandissant de cellules marquées a ainsi été observé parmi les cellules
glomérulaires des souris greffées, jusqu’a 24 semaines apres la greffe. De plus les
cellules marquées ont pu étre identifiées comme appartenant au groupe des cellules
mésangiales.

En 2001, POULSOM et al. (74) ont étudié le rble des cellules greffées dans le
renouvellement et la régénération du parenchyme rénal en utilisant le chromosome Y
comme marqueur du devenir des cellules médullaires. Ils ont injecté des cellules de
moelle osseuse provenant de souris males dans la circulation sanguine de souris
femelles. Les cellules greffées ont été retrouvées dans le rein, essentiellement sous
la forme de cellules épithéliales tubulaires mais aussi, en moins grand nombre, sous
la forme de cellules podocytaires.

Actuellement des études sont en cours dans l'espéce ovine dans le cadre de la
recherche sur le potentiel d'un type particulier de CS, les cellules souches
mésenchymateuses (CSM) de la moelle osseuse.

En 2003, I'équipe de LABORDE et BEHR (7) a travaillé sur un modéle
expérimental ovin adulte d’ischémie-reperfusion rénale. Ils ont mis au point la
culture, la sélection et I'amplification des CSM en vue de l'obtention d’'un nombre
conséquent et suffisant (100 x 10°) de cellules pour une greffe autologue par une
technique de cathétérisme percutanée dans l'artére rénale. Un double marquage
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cellulaire immunohistochimique combinant le BrdU et des marqueurs spécifiques des
différentes populations cellulaires rénales (la pancytokératine spécifique des
podocytes, la vimentine spécifique des cellules mésangiales et la desmine spécifique
des cellules glomérulaires) a permis de déterminer les différenciations cellulaires des
CSM greffées. Dans I'ensemble des groupes, témoins ou ischémiés, les cellules se
sont différenciées en podocytes au sein des glomérules ou en cellules épithéliales au
sein des tubules. Ces résultats montrent la participation des CSM dans la
régénération physiologique du rein.

(6) Transplantation de cellules hématopoiétiques comme

immunothérapie

La transplantation de cellules hématopoiétiques chez des patients atteints de
tumeurs hématopoiétiques malignes a montré son efficacité et est utilisée chez
I'homme.

Elle permet d'augmenter les doses thérapeutiques de chimiothérapie ou de
radiothérapie, de plus la transplantation de cellules immunocompétentes joue un réle
anti-tumoral chez les malades (5).

Les études se portent actuellement sur des méthodes permettant de diminuer
les réactions antigéniques du receveur contre les cellules greffées et inversement.

d) Roles en cancérologie

La localisation d’une cellule au sein d’'un tissu ou d’'une masse tissulaire peut
avoir un impact considérable sur ses caractéristiques et sur sa réponse aux agents
cytotoxiques ou mutagenes.

La méthode utilisée est la suivante : on réalise des perfusions de marqueurs
cellulaires qui diffusent dans la tumeur a partir des vaisseaux sanguins, marquant
différents types cellulaires, on peut par la suite effectuer un tri cellulaire par FACS. Le
but est de sélectionner des sous populations cellulaires tumorales répondant de
maniere différente aux agents anti-cancéreux, et également d'étudier Ila
vascularisation de la tumeur (35).
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2. Différents types de marqueurs, avantages et limites de

leurs utilisations

a) Marqueurs radioactifs

Les marqueurs radioactifs ont été les premiers a étre utilisés, ils permettent
une détection rapide des cellules marquées dans les tissus (2) et autorisent une vue
d’ensemble de la distribution des cellules marquées dans I'organisme héte (71).

Mais leurs nombreux inconvénients ont limité leur utilisation au profit de marqueurs
plus récents et plus sdrs.

L'utilisation de marqueurs radioactifs est toxique pour les cellules, elle réduit la
viabilité cellulaire, c’est le cas notamment du °!Cr et de *I. Le choix d'isotopes
moins néfastes comme °H et **C rend la détection cellulaire difficile in vivo de part
leur faible émission énergétique (71)

De plus les radio-isotopes sont rapidement perdus par les cellules ce qui limite
les expériences dans le temps (2, 71).

Il est également difficile de savoir si le marqueur est toujours dans les cellules
injectées ou s'il a été réutilisé par les cellules environnantes (71).

L'analyse phénotypique des cellules et leur tri ne sont pas réalisables avec ce
type de marqueur.

b) Marqueurs biochimiques

Les marqueurs biochimiques ont progressivement remplacé les marqueurs
radioactifs. On en compte de nombreux que I'on peut classer suivant leur localisation
dans la cellule.

e Marqueurs biochimiques nucléaires :
Thiazole orange (71)
Hoeschst, DIPI, DAPI (28, 35, 67, 69, 71)
BrdU (29, 71)...

e Marqueurs biochimiques cytoplasmiques :
BCECF-AM (71)
Calcéine (71)

FITC, TRITC (71)
CFSE (71)...
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e Marqueurs biochimiques membranaires :

DIO (28, 35, 71), DIl (55, 67, 83), cmDil (2, 37)
PKH2, PKH3, PKH26 (71)...

Les trois marqueurs biochimiques sélectionnés en vue d’une comparaison /in
vitro et in vivo sont : le cmDil (Cell tracker, Molecular Probes®), le DAPI (Sigma®),
et le BrdU (Roche®).

le cmDil est wun dérivé du DI  (1-1"-dioctadecyl-3-3-3"-3"-
tetramethylindocarbocyanine). C'est un marqueur fluorescent des membranes plus
soluble dans les solutions aqueuses que le Dil, ce qui rend le marquage plus facile.
Les cellules marquées sont détectées en microscopie fluorescente par une couleur
rouge, la longueur d’onde correspondant au maximum d’excitation est de 553 nm et
la longueur d'onde émise est de 570 nm. La détection est réalisable sur des tissus
congelés ou fixés dans la paraffine (2). Le cmDil n'est pas toxique aux
concentrations usuelles, il n‘affecte ni la viabilité cellulaire, ni la prolifération (37).
Lors d’expériences de dilution on note une diminution de la fluorescence de moitié a
chaque division cellulaire. FERRARI et al/ (37) ont pu néanmoins suivre des
fibroblastes de la moelle osseuse marqués par le cmDiI pendant un mois, malgré leur
intense prolifération. Le cmDil n’est pas transféré aux cellules environnantes lors
d'expériences de recaptage, cependant lors de la mort de cellules marquées on
observe un marquage des macrophages ayant phagocyté des cellules ou des débris
cellulaires marqués (37) (Figure 1).

Le DAPI (4’-6-diamino-2-phenylindole) est un marqueur fluorescent bleu se
fixant par des liaisons hydrogénes sur les régions riches en bases A et T de I'ADN.
Les cellules marquées sont détectées en microscopie fluorescente, la longueur
d’'onde excitatrice est de 355 nm et la longueur d’'onde émise est de 460 nm. Le
marquage par le DAPI est simple, rapide et reproductible, cependant on observe une
fuite importante du DAPI lors de la mort des cellules marquées et un marquage des
cellules environnantes (71). De plus le DAPI n’est retenu que peu de jours par les
cellules, on ne peut donc I'utiliser que pour des études a court terme (Figure 1).

Le BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine) est un analogue de la thymidine qui
s'incorpore a I'ADN cellulaire pendant la phase S du cycle cellulaire. Le temps
nécessaire au marquage dépend de la durée du cycle cellulaire et donc du type de
cellule étudiée (29). La détection des cellules marquées se fait par
immunohistochimie (16). Le BrdU n’est pas toxique pour les cellules, il ne marque
pas les cellules environnantes et est utilisable pour des expériences a long terme
(16) (Figure 2).

Le cahier des charges de ces trois marqueurs est repris dans le tableau 1.
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Figure 1: De haut en bas: cellules souches mésenchymateuses vivantes en culture
observées au microscope optique (LEICA®, DMIL) et au microscope a fluorescence
(LEICA®, DMIL) avec un filtre bleu (visualisation des noyaux cellulaires colorés par le
DAPI) puis un filtre vert (visualisation des cytoplasmes cellulaires colorés par le cmDil).
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Figure 2: Cellules souches mésenchymateuses vivantes en culture dont le noyau est
marqué au BrdU (microscope optique LEICA®, DMIL)
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c) Genes rapporteurs

Le marquage génétique demeure la meilleure méthode de marquage des
cellules puisqu'il est transmis a toutes les générations cellulaires descendantes (39)
et pas aux cellules environnantes (16). Cependant certains problemes demeurent :
ces techniques sont assez coliteuses, nécessitent un savoir faire particulier et un
matériel biologique difficile a manipuler. Les cellules sont par la suite implantées chez
des animaux devant étre gardés dans des conditions de confinement élevé et sont
donc coliteuses. Limmunogénicité du transgene utilisé est, en outre, un écueil
difficile a évaluer.

Différents geénes sont utilisés régulierement comme LacZ (E. Coli B-
galactosidase) et les genes codant pour 'EGFP, I'Alcaline phosphatase, la Luciférase.

Différentes méthodes d'intégration des genes rapporteurs sont possibles :

e L'injection directe d’ADN (plasmides) dans des noyaux cellulaires est la
technique la moins risquée, la plus simple et la moins chere. Cependant,
I'injection d’ADN nu ou complexé reste peu efficace.

e Les virus vecteurs de genes peuvent étre utilisés pour améliorer le
transfert génétique. Ce sont des virus dont le génome a été modifié
artificiellement /n vitro : une partie de leurs genes a été remplacée par un
ou plusieurs genes intéressants. Ces virus jouent le r6le de vecteur de
génes car, une fois injectés au sein de l'organisme, ils délivrent leur
génome aux cellules qu'ils infectent. Leur modification génétique empéche
leur propagation incontrdlée et élimine leur pouvoir pathogéne.

Les adénovirus ont l'avantage d'étre stables et d'infecter des cellules
quiescentes comme des cellules en division. Leur génome est facile a
manipuler et subit peu de réarrangements. L'inconvénient principal est la
limitation de la taille du gene qu'il est possible d'introduire dans le virus :
7,8 kb maximum. De plus, ils produisent des protéines qui stimulent le
systéme immunitaire et provoquent la mort des cellules infectées.

Les rétrovirus sont aussi intéressants car leur génome modifié est introduit
de maniere stable dans le génome de la cellule hote et permet une
expression durable de la protéine. Cependant, la longueur du géne est
encore limitée (9-10 kb) et les rétrovirus n'infectent que les cellules en
mitose ou proches de la mitose.
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Tableau 1: Caractéristiques du DAPI, cmDil et BrdU

DAPI cmDil BrdU
Principales 4',6-diamino-2- Dil : 1,1'-dioctadecyl-3, 3,3',3"- 5-bromo-2'-deoxyuridine
caractéristiques phenylindole tetramethylindocarbocyanine perchlorate Marqueur nucléaire incorporé a I’ADN,

Fixation sur les régions
riches en bases A et T de
I’'ADN

Fluorescence bleue
(absorption : 355nm,
émission : 460nm)

Marqueur fluorescent rouge des
membranes (absorption : 553nm,
émission : 570nm)

Lipophile, son dérivé le cmDil est plus
hydrosoluble.

analogue non radioactif de le thymidine

Toxicité aux
concentrations usuelles

Inhibe la prolifération
lymphocytaire (20)

Pas de toxicité (viabilité, prolifération)
(13, 17,21)

Pas de toxicité (11,6)

Modifications du
métabolisme et de la
physiologie cellulaire

Pas de modifications

Non métabolisé par les cellules marquées
(21)

N’altere pas la physiologie de recirculation
lymphocytaire (1)

Pas de modifications

Recaptage par les
cellules environnantes
(faux positifs)

Marquage des cellules
environnantes lors de la
mort des cellules
marquées (20)

Pas de transfert aux cellules voisines in
vitro et in vivo (13, 17, 21,1)

Marquage des macrophages lors de mort
cellulaire

Pas de transfert aux cellules hotes (6)

Dilution (faux négatifs)

Dilution rapide, études
cellulaires a court terme
seulement (20)

Diminution de la fluorescence de moitié a
chaque division (1,13)
Etudes sur plusieurs semaines possible

Utilisable pour des études a long terme (6)

Facilité d'emploi
(techniques de

Méthode de marquage
simple, rapide et

Méthode de marquage simple et rapide.
L'intensité de la fluorescence dépend de la

Marquage plus long, le temps d’exposition
au BrdU dépend de la durée de cycle

marquage) reproductible (19) température d'incubation et du temps cellulaire, donc du type de cellules étudiées
d’exposition (17) (11,6)
Détection Microscopie fluorescente Microscopie fluorescente ou cytométrie de | Immunohistochimie
ou cytométrie de flux flux Tissus congelés ou fixés
Tissus congelés ou fixés Tissus congelés ou fixés (1)
(20)
Co(it Environ 3 € par marquage | Environ 23 € par marquage Environ 30 € par marquage

(immunohistochimie comprise)




CHAPITRE 11: VALIDATION IN VITRO ET IN VIVO DE
DIFFERENTS MARQUEURS BIOCHIMIQUES POUR LE TRACAGE
CELLULAIRE

Le but de I'’étude que nous voulons entreprendre est détudier le comportement /in
vitro et in vivo de trois marqueurs biochimiques couramment utilisés en thérapie
cellulaire : le DAPI, le cmDil et le BrdU. Le modéle animal que nous avons choisi est
la brebis pour les greffes cellulaires myocardiques et la chienne pour les greffes
cellulaires urétrales.

La thérapie cellulaire s'inscrit dans une logique d'évolution de I'arsenal thérapeutique
de nombreuses pathologies et son champ d‘application est de plus en plus vaste. Le
recours aux marqueurs cellulaires pour suivre le devenir des cellules injectées est
indispensable. De nombreux marqueurs cellulaires sont disponibles et il apparait
indispensable de bien connaitre les caractéristiques inhérentes a chaque marqueur
afin d’obtenir une fiabilité maximale du suivi cellulaire en fonction de I'étude menée.

A. MATERIEL ET METHODES

1. Tests in vitro

a) Culture cellulaire

(1) Cellules utilisées

La population cellulaire sur laguelle nous avons travaillé est issue de la
purification de cellules de moelle osseuse de brebis adulte : ce sont des cellules
souches mésenchymateuses (CSM) adultes caractérisées par leurs propriétés
d’adhérence sur un support et leur potentialité de différentiation vers les lignages
mésodermiques (27).

Les ponctions de moelle osseuse ont été réalisées en quatre points
différents sur animal anesthésié: les deux tubercules majeurs huméraux et les deux
tubérosités tibiales.

Deux a trois mL de moelle osseuse ont été prélevés par site de ponction a
I'aide d'un trocard de Mallarmé de 16 gauges introduit par voie per cutanée jusque
dans la cavité médullaire, et d'une seringue de 10 mL a luer-lock préalablement
remplie d’héparine (1 mL d'héparine a 25.000 UI/mL) pour éviter la formation de
caillot lors de I'aspiration de la moelle osseuse.
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Une fois I'aspiration terminée, le préléevement obtenu a été homogénéisé en agitant
la seringue. Les cellules ont été ensuite mises en culture.

(2) Produits utilisés

Les produits et milieux utilisés pour la technique de culture sont les suivants :

DULBECCO’S Modified Eagle Medium (DMEM) avec Glutamax- 1, sodium
pyruvate, pyridoxide, 4500 mg/L glucose, Gibco®

Phosphate Buffered Saline (PBS), pH7,2 / 0,1M, Gibco®

Trypsine (1X), Gibco®

Sérum de veau foetal (SVF), Gibco®

Diméthyl sulfoxyde (DMSO), Sigma®

Pénicilline/Streptomycine (Péni/Strepto), Gibco®

Milieu préparé par l'opérateur :

Milieu de culture de base : DMEM complété (DMEMc)
DMEM 79%
SVF 20%
Péni/Strepto 1%

(3) Mise en culture et expansion

Les cellules prélevées ont été transférées dans deux flasques de 75 cm?2
contenant chacune 15 mL de DMEMc. Les flasques ont été placés trois jours a I'étuve
humidifiée, a 38°C avec 5% de CO2, avant toute manipulation ultérieure. En effet les
CSM sont caractérisées par leur propriété d’adhérence au support de culture,
I'attente a donc permis aux CSM de se fixer au fond des flasques (10, 86).

Une observation quotidienne des cellules au microscope inversé a contraste de
phase (Olympus®, LH50A) a été réalisée pour déterminer la vitesse de
multiplication. Les CSM adhérées apparaissent de forme allongée sur le fond de la
boite, elles sont présentes a ce stade sous forme d'ilots de quelques cellules (3 a 5
cellules regroupées).

Un repiquage (transfert du contenu d’une boite dans plusieurs boites de
culture en vue d’'une augmentation de la surface de culture) a été effectué dés que
les cellules arrivaient a plus de 70 % de confluence.

Le surnageant a été retiré des flasques par aspiration puis 5 mL de trypsine
ont été ajoutés pendant 5 a 10 min en fonction du décollement des cellules du fond
du flacon (le décollement a été vérifié au microscope). Quarante mL de DMEMc ont
été ajoutés car le SVF stoppe la digestion. Les cellules dans le DMEMc et la trypsine
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ont été transférées dans un tube et centrifugées 10 min a 1700 t/min, le surnageant
a été retiré puis les cellules ont été remises en suspension dans du DMEM pour étre
a nouveau centrifugées (rincage). Dans les deux flasques les cellules ont été remises
en suspension dans 10 mL de DMEMc. Les 20 mL obtenus ont été répartis dans 10
flacons contenant 15 mL chacun de DMEMc. Les flacons ont été mis a I'étuve dans
les mémes conditions que précédemment.

b) Technigues de marquage des cellules

(1) Marquage avec le cmDil

Les cellules ont été lavées au PBS une fois dans 30 mL puis remises en
suspension dans 10 mL de PBS. Le cmDil a été ajouté (un tube de 50 pL, a 1 mg/mL
dans du DMSO, dilution = 1/200 (5x 10™ /mL)). Les cellules ont été laissées 5
minutes a température ambiante puis 15 minutes dans la glace. Vingt mL de PBS ont
été ajoutés puis les cellules ont été centrifugées pendant 5 minutes a 2000 t/min.
Les cellules ont enfin été lavées trois fois.

(2) Marquage avec le DAPI

Les cellules ont été lavées au PBS une fois dans 30 mL puis remises en
suspension dans 5 mL de DMEM pur. Le DAPI a été ajouté (25 pL/ 5 mL) et laissé au
contact des cellules pendant 30 minutes a température ambiante. Les cellules ont
enfin été lavées trois fois.

(3) Marquage avec le Bral

Les cellules encore en boites de Pétri en basse densité (potentiel de division et
d'incorporation du BrdU) sont rincées au PBS puis incubées avec le BrdU (10 pmol/L)
pendant 48 heures a 38°C dans l'incubateur. Les cellules sont ensuite rincées trois
fois dans du PBS avant d'étre trypsinées.
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c) Expérience de recaptage

Une des critiques classiques de ce genre de marquage est le risque de
relargage des marqueurs lors de mort cellulaire avec marquage des cellules
résidentes et ainsi confusion entre cellule native et cellule greffée (faux positif).

Le principe de I'expérience de recaptage est présenté sur la figure 3.

Des cellules (20 x 10° minimum, ce qui correspond a 2 ou 3 flasques)
préalablement marquées avec I'un des trois marqueurs ont été détruites par choc
thermique intense : trois cycles d’exposition a —160°C puis a 90°C en quelques
minutes.

Quatre boites de Pétri de 60 mm ont gté préparées pour chacun des trois
marqueurs étudiés :

boite A: cellules mortes marquées (1x10°). Il sagit d’une boite témoin
permettant de vérifier que toutes les cellules ont bien été tuées, les cellules
mortes n‘adhérant pas a la boite elles sont éliminées lors de I'étape de fixation
et ainsi la boite apparait vide a I'observation microscopique.

boite B : cellules vivantes non marquées (2x10°). Il s'agit d'une boite témoin
permettant de vérifier que les cellules cultivées se sont multipliées et sont bien
adhérentes au support.

boite C : cellules vivantes sans marquage préalable (2x10°) et cellules mortes
marquées (1x10°). Cette boite a été observée & 2h pour lintensité de
marquage par recaptage. Les cellules vivantes ayant été éventuellement
marquées par les cellules tuées sont visibles au microscope apres |'étape de
fixation.

boite D : cellules vivantes sans marquage préalable (2x10°) et cellules mortes
marquées (1x10°). Cette boite a été observée a 48h pour lintensité de
marquage par recaptage.

Les boites ont ensuite été mises a I'étuve humidifiée a 38°C avec 5 % CO2.
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Figure 3: Experience de recaptage
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Afin d'observer les cellules marquées on a réalisé une fixation des boites
(méthanol pour le DAPI et le BrdU, formol pour le cmDiI). Les cellules marquées au
DAPI et au cmDil ont été observées directement au microscope a fluorescence
(LEICA®, DMIL), les cellules marquées au BrdU ont été révélées en
immunohistochimie avant d’étre observées au microscope inversé a contraste de
phase (Figure 4).

A 2h les 3 boites C ont été fixées.

Les 2 boites contenant des cellules marquées au DAPI et au BrdU ont été
fixées au méthanol de la maniére suivante : le surnageant a été aspiré des boites
puis les cellules ont été rincées 2 fois avec du PBS (5 mL/boite). Deux mL de
méthanol a -20°C ont été ajoutés puis les boites ont été placées a -20°C pendant 20
min. Le méthanol a ensuite été vidé et les boites replacées a -20°C en attendant
I'observation au microscope.

La boite C contenant des cellules marquées au cmDil a été fixée au formol de la
maniere suivante : le surnageant a été aspiré de la boite puis les cellules ont été
rincées 2 fois avec du PBS. Deux mL d'une solution de PBS a 3,7 % de formaldéhyde
ont été ajoutés puis la boite a été placée a 37°C pendant 10 min. La boite a ensuite
été vidée.

A 48h les boites A, B et D de chaque marqueur ont été fixées de la méme
maniere que précédemment.

Les cellules marquées au cmDiI et au DAPI ont été observées au microscope a
fluorescence, un filtre qui émet dans le rouge a été utilisé pour le cmDII et un filtre
bleu a été utilisé pour le DAPL.

Les cellules marquées au BrdU ont été révélées en immunohistochimie : les
boites ont été incubées avec un anticorps monoclonal de souris anti-BrdU dilué au
10°™ pendant 1 heure a 38°C, puis le kit de révélation DAKO Envision™+ System,
Peroxydase (DAB) contenant des anticorps anti monoclonal de souris a été utilisé.
Les cellules marquées ont été visualisées au microscope par une coloration brune de
leur noyau.
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Figure 4: Fixation, revelation et observation des cellules marquees au DAPI, cmDil et
BrdU lors des tests in vitro.
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d) Expérience de dilution

La seconde critique classique de ce genre de marquage est le risque de
dilution rapide du marqueur au cours des divisions cellulaires et ainsi confusion entre
cellule native et cellule greffée (faux négatif).

Le principe de I'expérience de dilution est présenté sur la figure 5.

Dix boites de Pétri de 60 mm ont été ensemencées chacune avec 10.000
cellules marquées au BrdU et vingt boites ont été ensemencées chacune avec 5.000
cellules marquées conjointement au cmDil et au DAPI.

Ces boites ont été observées quotidiennement pour noter lintensité du
marquage et le nombre de cellules encore marquées.

Tous les deux jours deux boites de la série BrdU et trois boites de la série
cmDiI/DAPI ont été prélevées afin de mesurer la dilution de chague marqueur.

Une boite marquée au BrdU et une boite marquée au cmDil et au DAPI ont
été fixées au méthanol de la méme maniere que pour |'expérience de recaptage afin
de quantifier le nombre de cellules encore marquées au BrdU et au DAPI.

La deuxieme boite marquée au cmDil et au DAPI a été fixée au formol de la
méme maniére que pour I'expérience de recaptage afin de quantifier le nombre de
cellules encore marquées au cmbDil.

L'observation a été réalisée au microscope de la méme maniere que pour
I'expérience de recaptage.

Le pourcentage de cellules marquées a été déterminé par le calcul suivant :

(Nombre de cellules marquées par champ / nombre de cellules totales par champ)
x 100
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Figure 5. Experience de dilution
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La méthode d’échantillonnage utilisée est la suivante : comptage sur trois
champs microscopiques pris au hasard sur la méme boite.

La derniere boite prélevée dans chacune de deux séries a été trypsinée de la
maniere suivante : le surnageant a été aspiré puis 1 mL de trypsine a été ajouté
pendant 5 min afin de décoller toutes les cellules du fond de la boite (décollement
vérifié au microscope). Vingt pL ont été prélevés a l'aide d'une pipette BIOHIT
PROLINE 2-20 pL et déposés sur une cellule de Malassez, les cellules ont alors été
comptées a l'aide du microscope afin d'identifier le nombre de doublement de
population.

L'observation a été réalisée avec le microscope inversé a contraste de phase.
Le nombre de cellules dans I'échantillon a été déterminé par le calcul suivant :

Nombre moyen de cellules dans la cellule de Malassez x 10° x volume de

I"échantillon (mL)

La figure 6 présente le principe d'utilisation d’'une cellule de Malassez.

2. Tests in vivo

Dans le cadre de différents protocoles expérimentaux en thérapie cellulaire le
DAPI, le cmDil et le BrdU ont été testés in vivo dans le myocarde de brebis et dans
I'urétre de chienne.

a) Greffes cellulaires dans le myocarde

Trois sortes de greffes ont été réalisées dans le myocarde de brebis « Ile-de-
France » pour chacun des trois marqueurs étudiés :
- greffe de cellules vivantes marquées,
- greffe de cadavres de cellules préalablement marquées,
- greffe du marqueur « libre ».

Le principe de I'expérience est présenté sur la figure 7.

Les myocardes greffés ont été prélevés et observés une heure apres la greffe.
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Figure 6: Schéma d'une cellule de Malassez
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Figure 7: Greffe de cellules marquees dans le myocarde de brebis
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(1) Culture cellulaire
(a) Cellules utilisées

Les cellules utilisées sont des cellules satellites présentes dans les muscles
striés squelettiques. Elles ont été prélevées par biopsie (10 g environ) dans le muscle
biceps fémoral gauche de chaque brebis. Les tissus biopsés ont été conservés dans
du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) a température ambiante.

(b) Préparation cellulaire

Les fragments musculaires ont été lavés dans du DMEM, puis le fascia et le
tissu adipeux ont été enlevés avant la dissociation mécanique aux ciseaux. Le
mélange obtenu a été centrifugé dans du DMEM a 300 tours/min pendant 2 minutes
puis le surnageant a été retiré.

Les fragments musculaires ont ensuite été placés dans un agitateur a 37°C
avec 10 mL de DMEM supplémenté avec 0,4% de collagénase (type IA, SIGMA®).
Apres 20 minutes de digestion enzymatique le mélange a été centrifugé a 300
tours/min pendant 2 minutes. Le surnageant contenant les cellules isolées a été
conservé dans du DMEM contenant 20% de sérum de veau fecetal. Le culot a de
nouveau subi une digestion enzymatique comme décrit précédemment. L'opération a
été répétée 4 fois en tout.

Les cellules extraites ont été passées sur un filtre cellulaire en nylon de 250
um (Polylabo SA, Genéve, Suisse).

(2) Marquage

Les cellules obtenues ont été marquées au DAPI, au cmDil ou au BrdU de la
méme maniere que pour les expériences in vitro.
Une fois marquées les cellules ont été conservées dans du DMEM a 4°C.

(3) Implantation
(a) Greffes de cellules vivantes marquées

Les brebis ont été anesthésiées au thiopental (injection IV a 10 mg/kg) suivi
d'un relais gazeux avec de lisoflurane dans 100% d‘oxygéne. Une thoracotomie
gauche en arriere du 5°™ espace intercostal a été réalisée. Les sites d'injection sur la
paroi ventriculaire gauche ont été matérialisés par des points de suture au
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polypropyléne 5/0. La greffe a été réalisée dans I'épicarde en 10 points d'injection de
100 pL a l'aiguille 27G.
Le thorax a été refermé de maniéere classique.

(b) Greffes de cadavres de cellules préalablement
marquéees

Une partie des cellules marquées au DAPI, au cmDil et au BrdU a été détruite
par choc thermique intense : trois cycles d’exposition a — 160°C puis a 90°C en
quelgues minutes.

Ces cellules ont ensuite été greffées dans la paroi ventriculaire gauche de
brebis avec la méme technique que pour les cellules vivantes.

(c) Injections de marqueurs « libres »

Des injections de DAPI, de cmDil et de BrdU ont été réalisées dans le
ventricule gauche de brebis de la méme maniére que pour les greffes cellulaires
précédentes.

(4) Analyse histologique et immunohistochimique

Les brebis ont été sacrifiées 1 heure apres limplantation, par injection
intraveineuse de penthobarbital. Une thoracotomie gauche a été réalisée afin de
prélever le coeur. Les sites d'injection ont été repérés puis disséqués.

~ Les prélevements marqués au BrdU ont été fixés dans du formol dilué au
1/10°™, Des coupes de paraffine de 5um ont été réalisées apres linclusion en
paraffine classique et le marquage HES standard. Un anticorps anti-BrdU (clone BMG
6H8, Roche®, au 1/10°™) a ensuite été utilisé pour repérer les cellules marquées au
BrdU. Les coupes ont été observées au microscope optique (LEICA®, DMIL).

Les prélevements marqués au DAPI ou au cmDil ont été congelés a — 80°C
avant d'étre coupés au cryostat. Des coupes de 10um ont été réalisées a — 20°C, ces
coupes ont ensuite été observées au microscope a fluorescence (LEICA®, DMIL), un
filtre bleu a été utilisé pour repérer les cellules marquées au DAPI et un filtre vert
pour les cellules marquées au cmDil.
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b) Greffes cellulaires dans |'uretre

Des cellules vivantes préalablement marquées par I'un des trois marqueurs
étudiés ont été injectées dans des uréetres de chiennes.

Les uréetres greffés ont été prélevés et observés soit 2 jours soit 4 semaines
apres l'implantation.

(1) Culture cellulaire
(a) Cellules utilisées

Les cellules utilisées sont les cellules satellites présentes dans le muscle strié
squelettique et intervenant dans sa régénération. Elles ont été prélevées par biopsie
musculaire dans le muscle sartorius puis le prélevement a été nettoyé du tissu
fibreux et adipeux I'entourant avant d'étre dissocié mécaniquement.

(b) Produits utilisés

Les produits et milieux utilisés pour la technique de culture sont les suivants :

DULBECCO’'S Modified Eagle Medium (DMEM) avec Glutamax- 1, sodium
pyruvate, pyridoxide, 4500 mg/L glucose, Gibco®

Phosphate Buffered Saline (PBS), pH7,2 / 0,1M, Gibco®

Collagénase (dessicat) Sigma® C-9891, Lot 129H8607, collagen digestion
activity: 548 U/mg solid, FALGPA hydrolysis activity: 1,9 U/mg solid.

Trypsine (1X), Gibco®

Sérum de veau foetal (SVF), Gibco®

Diméthyl sulfoxyde (DMSO), Sigma®

Pénicilline/Streptomycine (Péni/Strepto), Gibco®

Milieu préparé par l'opérateur :

Milieu de culture de base : DMEM complété (DMEMc)
DMEM 79%
SVF 20%
Péni/Strepto 1%

(c) Préparation des cellules et mise en culture

La biopsie a été transférée dans une cupule stérile pour étre dissociée
mécaniquement aux ciseaux jusqu’a l'obtention d’'un mélange type compote. Cette
préparation a été stérilement transférée dans deux tubes contenant chacun 10 mL
d’'une solution stérile a base de collagénase 0,2 % puis a été pesée (environ 10
grammes). Les tubes ont ensuite été transférés dans un agitateur sec a 37°C
pendant 20 minutes.
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Les tubes ont ensuite été centrifugés a 1200 t/min pendant 2 minutes. Le
surnageant contenant les cellules satellites a été retiré et conservé dans un flacon de
75 cm2 contenant 50 mL de DMEMc. Dix mL de collagénase 0,2 % ont été rajoutés
dans chaque tube avec le culot restant et remis a l'agitation a 37°C pendant 20
minutes encore. Cette série de digestion enzymatique a été recommencée 4 fois, soit
5 extractions en tout.

Le contenu du flacon de 75 cm? avec les cellules satellites a été filtré et la
préparation a ensuite été lavée par centrifugation dans 4 tubes de 50 mL, a 2000
t/min pendant 15 minutes. Le surnageant a été éliminé et cette étape a été répétée
une seconde fois.

L'ensemble a été reconditionné dans 30 mL de DMEM puis transféré dans 30
boites (1 mL/boite) de Pétri contenant chacune 10 mL de DMEMc.

Les boites ont ensuite été mises a I'étuve humidifiée, a 38°C avec 5% de CO2,
puis surveillée quotidiennement pour |avancement des cultures et I'absence
d'infection. Un changement de milieu a été effectué tous les 3 jours.

L'observation quotidienne des cellules a été réalisée avec un microscope
inversé a contraste de phase (LEICA®, DMIL).

(d) Comptage cellulaire et reconditionnement des
cellules pour la greffe

Le jour de la greffe, les cellules ont été trypsinées : le surnageant a été enlevé
des boites puis les cellules ont été rincées avec du PBS pendant 1 minute. Deux a
trois mL de trypsine ont été ajoutés pendant 5 a 10 minutes en fonction du
décollement des cellules du fond de la boite. Deux a trois mL de DMEMc ont été
ajoutés puis les cellules ont été centrifugées 10 minutes a 2000 t/min et remises en
suspension dans du DMEM pour étre a nouveau centrifugées (ringage). Les cellules
remises en suspension dans du DMEM ont été comptées a la cellule de Malassez.

(2) Techniques de marquage cellulaire

Le marquage des cellules par le cmDil, le DAPI et le BrdU a été réalisé de
maniéere identique aux tests in vitro.

(3) Méthode d'implantation

Une laparotomie sus-pubienne de 10 cm environ a été pratiquée sur les
chiennes préalablement anesthésiées et placées en décubitus dorsal. La vessie a été
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extériorisée puis la partie proximale de l'uréetre individualisée entre les couches
graisseuses de cette région. Deux injections de 0,5 mL ont été pratiquées de part et
d’autre de l'urétre avec une seringue et une aiguille a insuline (26G), en tentant de
ne pas traverser la paroi jusqu’a la lumiére urétrale.

La paroi abdominale a été refermée plan par plan de maniéere classique avec
du fil de polyglactine (Vicryl®) et du nylon (Filapeau®). Les chiennes ont été enfin
réveillées et traitées contre la douleur.

(4) Analyse histologique et immunohistochimique

Les chiennes ont été euthanasiées de deux a quatre semaines apres la greffe
par injection intraveineuse de penthobarbital (Doléthal®). Les uretres ont été
prélevés par laparotomie sus-pubienne.

Chaque prélévement a été divisé en deux éléments. Le premier a été fixé dans
du formol dilué au 1/10°™ (formol 3%) pour la microscopie optique, le deuxiéme a
été congelé a -80°C avant d'étre coupé au cryostat pour la fluorescence.

Des coupes de paraffine de 5um ont été réalisées pour la microscopie optique
aprés linclusion en paraffine classique et le marquage HES standard. Un anticorps
anti-BrdU (clone BMG 6H8, Roche®), au 1/10°™) a ensuite été utilisé pour repérer les
cellules marquées au BrdU.

Des coupes de 10 um ont été réalisées a -20°C au cryostat afin d'évaluer la
présence des marqueurs fluorescents. Les coupes ont ensuite été observées au
microscope a fluorescence (LEICA®, DMIL), un filtre bleu a été utilisé pour repérer
les cellules marquées au DAPI et un filtre vert pour les cellules marquées au cmbDil.
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B. RESULTATS

1. Résultats des tests /in vitro

a) Résultats des expériences de recaptage

Les résultats de I'épreuve de recaptage sont présentés dans le tableau 2.

L'observation des trois boites A (boites témoins ne contenant que des
cadavres de cellules préalablement marquées) permet de vérifier apres fixation que
les cellules marquées ont été correctement tuées. Ces boites étant négatives
(absence de cellules adhérées) et la croissance cellulaire sur les boites B (boites
témoins ne contenant que des cellules vivantes non marquées) étant correcte les
autres résultats de I'épreuve peuvent étre interprétés.

Des 2h on peut observer que toutes les cellules résidentes sont marquées au
DAPI alors qu‘aucune cellule n'est marquée au cmDil ou au BrdU.

A 48h le marquage des cellules résidentes par le BrdU est toujours négatif et
seules quelques cellules sont marquées faiblement au cmDil.

Ces résultats démontrent que le recaptage par les cellules résidentes in vitro
est considérable avec le DAPI et ce trés rapidement aprés le contact alors qu'il est
tres faible avec le cmDiI et inexistant avec le BrdU méme au bout de 48h de contact.

Ces résultats in vitro ont effectivement été confirmés in vivo, comme le
montreront les résultats histologiques obtenus sur plusieurs animaux.

b) Résultats des expériences de dilution

Les résultats obtenus avec les trois marqueurs sont présentés dans le tableau

On peut observer que 80 % des cellules marquées au BrdU sont encore
marquées apres 4 divisions alors que seulement 43 % des cellules marquées
initialement au DAPI ou au cmDil sont encore marquées. De plus apres 4 divisions le
marquage au DAPI est tres faible tandis que le marquage au cmDil a conservé une
intensité de bonne qualité.
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Le BrdU et le cmDiI sont encore présents apres 9 divisions. Ce nombre de
doublements de populations est considérable : 9 doublements de populations
déterminent le passage de 10.000 a 5 millions de cellules.

En d'autres termes, le BrdU et le cmDil permettent de suivre longtemps le
destin des cellules greffées. En revanche, le DAPI est un mauvais marqueur en terme
de durabilité sur une population cellulaire en division notamment par la perte
d'intensité de sa fluorescence.

Le DAPI ne peut donc étre utilisé que pour des études a tres court terme, en
effet sa dilution et la baisse d'intensité de la fluorescence sont responsables de faux
négatifs, les cellules greffées ne peuvent étre suivies sur de longues périodes.

En revanche le cmDil et surtout le BrdU sont des marqueurs plus fiables lors
d’expériences a moyen terme, ils permettent de suivre plus longtemps le devenir des
cellules greffées. Cependant leur comportement a plus long terme (suivi sur plusieurs
mois par exemple) n‘a pas été étudié.
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Tableau 2: Expérience in vitro de recaptage des marqueurs chimiques
libérés sur une population cellulaire non marquée a 2h et 48h.

Boite A Boite B Boite C Boite D
(témoin (témoin (2 heures (48 heures
cellules mortes cellules apres apres
marquées) vivantes non le contact) le contact)
marquées)
cmDil 0 cellule Bonne 0 cellule Quelques rares
marquée croissance marquée cellules
cellulaire faiblement
marquées
DAPI Quelques Bonne 100 % des 100 % des
débris croissance cellules sont cellules sont
cellulaires cellulaire marquées de marquées de
marqués maniere maniere
intense intense
BrdU 0 cellule Bonne 0 cellule 0 cellule
marquée croissance marquée marquée
cellulaire
Tableau 3: Expérience de dilution des marqueurs chimiques
Nombre de Pourcentage de cellules marquées
divisions cellulaires
DAPI cmDil BrdU
3 100 % 100 % 90 %
4 43 % (marquage 43 % 80 %
de faible intensité)
6 10 % (marquage 40 % 13 %
de
faible intensité)
9 0 % 10 % 8 %
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2. Résultats des tests /n vivo

a) Dans le myocarde

Le bilan des analyses histopathologiques est présenté dans le tableau 4.

Les coupes réalisées a partir de myocardes greffés avec des cellules vivantes
ou mortes marquées au DAPI ont montré un relargage important du DAPI dans le
milieu ainsi qu’un recaptage intense par les cellules environnantes et ceci une heure
apres la greffe. De nombreux cardiomyocytes marqués ont également été observés
lors de greffe de DAPI « libre » (Figures 8, 9 et 10).

Le DAPI est donc libéré lors de la mort des cellules marquées et recapté de
maniéere intense et rapide (moins d’une heure) par les cellules environnantes.

La mort cellulaire étant un phénomeéne majeur lors de greffe cellulaire
I'utilisation du DAPI ne permet pas un suivi fiable des cellules injectées sauf pour des
expériences a trés court terme (quelques minutes).

Aucune trace de recaptage n'a été observée lors de greffes de cellules
marquées au cmDil ou au BrdU (cellules vivantes ou mortes). Aucun cardiomyocyte
marqué n'a été observé lors d'injection de cmDil ou de BrdU libre (Figure 11).

Le cmDil et le BrdU ne sont pas recaptés par les cellules environnantes méme
lorsqu’ils sont présents en quantité importante dans le milieu extracellulaire (cas des
injections de marqueurs libres).Le cmDil et le BrdU sont donc des marqueurs
biochimiques fiables pour des études a court terme.

b) Dans l'uretre

Les analyses anatomopathologiques menées au cours de ce protocole
permettent d'établir le bilan présenté dans le tableau 5.

Une fuite trés importante de DAPI a été observée, de nombreuses cellules
résidentes sont marquées. Cette constatation a été faite sur plusieurs lames, sur des
tissus prélevés a J2 notamment. Cette fuite est a mettre en relation avec une
mortalité cellulaire intense aprés limplantation et un recaptage du DAPI par les
cellules environnantes. Ce phénomene avait déja été observé lors des tests /in vitro et
confirme le risque important de faux positifs lors d’utilisation du DAPI.

Ce phénomene de fuite du marqueur et de recaptage par les cellules
environnantes n‘a pas été retrouvé avec le cmDil ce qui confirme les résultats
obtenus /in vivo a savoir que le cmDil n'‘est pas recapté par les cellules
environnantes.
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Figure 8 : : Marquage des cellules myocardiques lors de I'injection de DAPI libre, la
couleur bleue du marquage est observée au microscope a fluorescence (LEICA®,
DMIL) avec un filtre bleu.

Figure 9 : : Marquage des cellules myocardiques lors de I'injection de cellules
mortes préalablement marquées au DAPI, la couleur bleue du marquage est
observée au microscope a fluorescence (LEICA®, DMIL) avec un filtre bleu.




Figure 10 : Marquage des cellules myocardiques lors de I'injection de cellules

vivantes marquées au DAPI

Figure 11 : Absence de recaptage du BrdU par les cellules myocardiques lors
de I'injection de cellules vivantes préalablement marquées

.": cﬁ‘"*‘}"'qn‘ %)
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Tableau 4: Bilan des greffes myocardiques sur des brebis.

DAPI cmDil BrdU
Greffes de cellules Nombreux Pas de marquage Pas de marquage
vivantes marquées cardiomyocytes des cellules des cellules
marqués environnantes environnantes
Greffes de Nombreux Pas de marquage Pas de marquage
cadavres de cardiomyocytes des cellules des cellules
cellules marqués environnantes environnantes
préalablement
marquées
Greffes de Nombreux Pas de marquage Pas de marquage
marqueur « libre » cardiomyocytes des cellules des cellules
marqués environnantes environnantes

Tableau 5: Bilan des analyses anatomopathologiques réalisées sur les
urétres de chiennes.

Marquage cellulaire Observation Conclusions /
histologique hypothéeses

Chienne 1 DAPI Prélevement a J2: | Le DAPI est un
Fuite évidente du mauvais marqueur
DAPI sur les (fuite, dilution).
cellules natives.

Chienne 2 CmDil et DAPI Prélevement a J ? : | La DAPI est
Granulome avec un mauvais
amas cellulaires marqueur.
retrouvés DAPI+ et | Le cmDil ne fuit
cmDil+. pas in vivo.

Fuite du DAPI a la
périphérie.
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C. DISCUSSION

1. Interprétation des résultats

Cette étude nous a permis de confirmer les principales caractéristiques de
chacun des trois marqueurs présentés et de mettre a jour leurs atouts et leurs
limites.

Les résultats obtenus /n vitro et jn vivo aboutissent aux mémes conclusions,
en particulier :

. recaptage intense et quasi-immédiat du DAPI par les cellules
résidentes lors de mort cellulaire, phénomene absent lors de marquage avec
le cmDil et le BrdU,

. dilution rapide et perte d‘intensité du DAPI au cours des divisions
cellulaires, phénoméne moins marqué avec le cmDil et surtout avec le BrdU,
. techniques de marquage et détection plus longues et plus

colteuses avec le BrdU qu‘avec les deux autres marqueurs.

Au terme de ce travail le DAPI apparait comme un mauvais marqueur
cellulaire en terme de recaptage et de dilution, son utilisation ne permet donc pas de
suivre de maniére fiable le devenir des cellules marquées.

Le cmDiI et le BrdU apparaissent au contraire comme des marqueurs
beaucoup plus fiables car conformes au cahier des charges fixé, méme si un risque
de faux négatifs par dilution du marquage est présent pour des études a moyen et
long terme.

En ce qui concerne la persistance dans les cellules le BrdU apparait comme le
plus performant des trois marqueurs, cette persistance peut étre expliquée par son
incorporation dans I'ADN cellulaire alors que le DAPI et le cmDil établissent des
liaisons plus fragiles avec les cellules.

2. Limites de I'étude

a) Absence de comparaison avec un margueur génétique

Notre travail a permis d'étudier trois marqueurs fluorescents et de les
comparer entre eux. Le cmDIl et le BrdU apparaissent comme les deux plus fiables
pour suivre le devenir des cellules. Cependant les différents tests effectués ont été
de courte durée et ces marqueurs pourraient poser des problemes de dilution avec le
temps et étre moins performants.
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Afin d'évaluer de maniere plus précise la fiabilité de ces marqueurs il faudrait
les comparer a des marqueurs génétiques (Beta-Gal, GFP, luciférase) qui sont
transmis a toutes les générations cellulaires et pas aux cellules environnantes.

Une telle comparaison n‘a pas pu étre effectuée en raison des codts
engendrés et des contraintes techniques.

Le marquage génétique reste a I'heure actuelle la méthode la plus fiable pour
suivre le devenir des cellules sur de longues périodes.

b) Taille des échantillons, nombre de mesures

Notre étude a été réalisée sur un petit nombre d’animaux et n‘a pas permis de
réaliser des groupes d’animaux homogénes ni de réaliser une étude statistique.

Nos résultats sont donc basés sur un faible effectif et sur une courte durée. I
est difficile dans ces conditions de tirer des conclusions sur le comportement a plus
long terme des marqueurs.
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CONCLUSION

La thérapie cellulaire s’inscrit dans une logique d’évolution de Iarsenal
thérapeutique de nombreuses pathologies telles que linsuffisance cardiaque,
I'insuffisance rénale, les maladies nerveuses dégénératives... Elle cherche ainsi a
apporter des solutions simples et largement applicables dans des domaines de plus
en plus colteux.

Les enjeux médicaux et financiers de ce type de recherche sont colossaux et
de nombreuses questions sont posées: quel type cellulaire greffer selon la
pathologie en cause? Comment optimiser la survie des cellules greffées ? Par quels
mécanismes les cellules injectées s'inteégrent-elles dans l'organe receveur ? Quels
sont les effets thérapeutiques résultant de cette intégration ?

La réponse a toutes ces questions passent entre autres au départ par une
identification fiable des cellules greffées. De nombreux marqueurs cellulaires existent
sur le marché mais tous ne possedent pas les mémes qualités.

Notre étude a permis de mettre en évidence la grande facilité d'utilisation et
de détection des trois marqueurs biochimiques étudiés, qualité appréciable pour les
protocoles de recherche. Cependant aucun des marqueurs étudiés ne réunit toutes
les qualités du marqueur idéal, et le choix du marqueur le plus approprié est fonction
de I'étude menée. Le DAPI par exemple peut convenir pour des études a tres court
terme avec un faible risque de mort cellulaire. L'utilisation du BrdU quant a elle
impose que les cellules étudiées se multiplient afin de pouvoir incorporer le
marqueur. L'utilisation des genes rapporteurs permet de mieux répondre au cahier
des charges d'un marqueur idéal mais pose toujours des problémes de colt, de
technicité et d'immunogénicité.

Une méthode de marquage simple, facilement reproductible, peu onéreuse et
fiable reste encore a développer.
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ANNEXE 1

GLOSSAIRE

e Greffe autologue = autogreffe

Les cellules greffées sont prélevées sur I'organisme receveur (exemple : greffe de
cellules myocardiques de brebis dans le myocarde de cette méme brebis).

e Greffe homologue = allogreffe

Donneur et receveur appartiennent a la méme espéce (exemple : greffe de cellules
musculaires d'une brebis A dans le myocarde d'une brebis B, les cellules greffées
sont donc génétiquement différentes des cellules du receveur).

o Greffe hétérologue = xénogreffe

Donneur et receveur appartiennent a des espéeces différentes (exemple : greffe de
cellules de souris a un rat).
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COMPARAISON DE DIFFERENTS MARQUEURS BIOCHIMIQUES
POUR LA THERAPIE CELLULAIRE : ETUDE EXPERIMENTALE

NOM et Prénom : PASQUIER Aurélie

RESUME :

Le développement de la thérapie cellulaire s’inscrit dans une logique
d’évolution de I'arsenal thérapeutique face a des pathologies aussi diverses que
I'insuffisance cardiaque, l'insuffisance rénale... Celles-ci constituent un probléeme
majeur de santé publique dans les pays développés. Le marquage cellulaire
représente un des points clefs de la progression des recherches et de nombreux
marqueurs cellulaires sont présents sur le marché. Cependant, le marqueur cellulaire
idéal en terme de fiabilité, de simplicité d'utilisation et de colt n’est pas encore
disponible.

Notre projet concernait la comparaison /n vitro et /in vivo de trois marqueurs
biochimiques : le DAPI marqueur fluorescent nucléaire, le cmDil marqueur
fluorescent membranaire et le BrdU marqueur de I’ADN révélé par
immunohistochimie. Au cours des tests que nous avons pratiqués, soit /n vitro, soit in
vivo (greffe de cellules dans le myocarde chez la brebis et dans l'urétre chez la
chienne), nous avons principalement étudié les propriétés de recaptage et de dilution
de ces marqueurs afin de vérifier leur conformité au cahier des charges pré-étabili.

Le DAPI s’est révélé étre un mauvais marqueur cellulaire en terme de
recaptage, son utilisation ne permet donc pas de suivre avec fiabilité le devenir des
cellules greffées. Comparativement le cmDil et le BrdU se sont révélés étre des
marqueurs plus fiables.

Cependant, seul le marquage génétique permet de repérer et de suivre sans
ambiguité les cellules greffées.

Mots-clés : Thérapie cellulaire, marqueur cellulaire, DAPI, cmDil, BrdU, marqueur
génétique.
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COMPARISON OF DIFFERENT BIOCHEMICAL TRACERS FOR
CELLULAR THERAPY: EXPERIMENTAL STUDY

NAME and Surname: PASQUIER Aurélie

SUMMARY:

The development of cellular therapy is in line with the logic of evolution of the
therapeutic arsenal, faced with several severe conditions such as heart failure and
renal failure, which are major health care issues in developed countries. Cell labelling
is a crucial aspect of pre-clinical research for cellular therapy. Many different cell
labelling techniques are available on the market. However, as regards reliability, ease
of use and cost, the ideal cell tracker is not yet available.

Our project deals with the /n vitro and in vivo comparison of three cell
trackers: DAPI, nuclear fluorescent tracker, cmDiI, membrane fluorescent tracker,
BrdU, tracker revealed by immunohistochemistry. During our tests, either /n vitro or
/in vivo (cellular transplantation in sheep’s myocardium and in dog’s urethra) we have
mainly studied the re-uptake and dilution properties of the trackers in order to check
their accordance with the specifications that we had previously established.

We conclude that re-uptake of DAPI disqualifies the use of this reagent for
accurate tracking of implanted cells. By comparison cmDil and BrdU proved to be
more reliable.

We think that only genetic labelling will permit unambiguous identification of
the implanted cells and analysis of their fate.

Key words: cellular therapy, cell tracker, DAPI, cmDil, BrdU, genetic labelling.
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