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RECOMMANDATIONS AUX AUTEURS

Les articles soumis doivent étre approuvés par leurs auteurs et éventuels co-auteurs et ne doivent pas
avoir été publiés auparavant.

I. Soumission des manuscrits
par voie postale a : Lydie VENTEO
Label Histologie
8 rue Belin - 51100 REIMS

Par messagerie électronique a: lydie.venteo @orange.fr

Dans tous les cas, fournir le nom, les adresses postale ET électronique de I’auteur en charge de la
correspondance.

11 est nécessaire de fournir un résumé en francais ET en anglais.

I1. Présentation générale des manuscrits.

Dactylographie

La premiere page du manuscrit indique le titre de I’article (éventuellement sous-titre), le nom et prénom
de chaque auteur, son affiliation avec ses adresses postale complete et électronique.

Les manuscrits doivent étre saisis dans un logiciel de traitement de texte, de préférence Microsoft Word et
si possible en police de caractere «Times New Roman» de taille 12.

Les médicaments doivent étre mentionnés selon leur dénomination commune ou leur nom chimique. Les
références commerciales des réactifs (référence et fournisseur) et matériel (modele et fabricant) utilisés
sont citées clairement, ainsi que les conditions expérimentales des travaux décrits.

Acronymes

Dans le corps du texte, il est indispensable d’expliciter les acronymes utilisés lors de leur premiere appari-
tion (sauf s’il s’agit d’une unité de mesure internationale). Le terme entier précede 1’acronyme inscrit entre
parentheses : Association Frangaise d’Histotechnologie (AFH). Pour les unités de mesure internationales,
les 7 unités de base du Systeme International d’Unités (SI) sont : le metre (m), le kilogramme (kg), la
seconde (s), ’ampere (A), le kelvin (K), la mole (mol) et le candela (cd).

Les documents iconographiques (Figures et Tableaux)

- Les Figures sont numérotées en chiffres arabes et par ordre d’apparition dans le texte : (Figure 1).
- Les Tableaux sont numérotés en chiffres romains par ordre d’apparition dans le texte: (Tableau I).
Les 1égendes des Figures et Tableaux sont portées les unes a la suite des autres, en fin d’article.



L’iconographie et le texte, sous forme papier, doivent étre adressés par courrier, a I’adresse pré-
cédemment mentionnée. Les illustrations sont clairement identifiées (Figure 1, Tableau I). Ils seront
restitués a I’auteur apres édition de la revue.

L’iconographie et le texte, sous forme numérique, doivent étre transmis

- soit en doc attaché par courriel et formuler ainsi:

*1 fichier (Word de préférence, caracteres « Times New Roman, taille 12»), avec uniquement le
texte et les 1égendes photos et

*1 fichier au format TIFF avec une résolution minimum de 300 dpi pour I’iconographie seule, claire-
ment identifiée et nommée dans le texte (Figure 1a, Figure 2...)

- soit sur CD portant le nom de ’auteur
Le support numérique sera restitué a I’auteur apres édition de la revue.

Quelques recommandations concernant I’iconographie numérique : elle ne doit pas étre élaborée
avec des logiciels bureautiques (Powerpoint, paintbrush...) ni étre compressée. Sous ces formats, elle
n’est pas ou peu exploitable par I’imprimeur.

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Les références bibliographiques, sont numérotées en chiffres arabes, classées selon 1’ordre d’appari-
tion dans le texte et portées en fin d’article. Le numéro de la référence bibliographique citée est men-
tionné entre parentheéses. Le nom de la revue doit correspondre aux abréviations disponibles dans les
catalogues de I’Institut de I’Information Scientifique et Technique (INIST). http ://services.inist.
fr/public/fre/conslt.htm. Elle doit de plus correspondre au style et dactylographie suivants:

Pour les articles :
1. KOLOPP M: Le sujet roux. Rev.fr-histotechnol., 2008, 21 (1), 29-38.

Pour les livres :
1. TERNYNCK T. & AVRAMEAS S.- Techniques immunoenzymatiques. 2¢ éd. Inserm, Paris, 1987.
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EDITORIAL

ROLE DE L’HISTOLOGIE DANS
LES APPROCHES BIOMARQUEURS

Au cours des 20 dernieres années, les marqueurs biologiques ou bio-
marqueurs ont gagné en intérét sur le plan de la compréhension scientifique et clinique des
pathologies et de leurs traitements. Le biomarqueur est défini comme une caractéristique
d’un tissu, d’un ensemble de cellules ou d’un fluide corporel mesurée objectivement et éva-
luée comme un indicateur de tout état physiologique d’un organisme incluant les processus
biologiques normaux, pathogéniques ou pharmaceutiques comme une réponse a une inter-
vention thérapeutique (source National Institute of Health NIH (1) et World Health Orga-
nization WHO (2)). Un biomarqueur a donc des applications dans au moins 5 domaines
comme le criblage, le diagnostic, le pronostic, la prédiction de la récurrence et le monitoring
thérapeutique. Un biomarqueur peut étre une substance introduite dans 1’organisme comme
moyen d’examiner une fonction d’un organe. Un exemple de ce type de biomarqueur est
le chlorure de rubidium utilisé dans I’évaluation de la perfusion du muscle cardiaque. Un
biomarqueur peut aussi étre une substance dont la détection indique un état pathologique
particulier comme par exemple la présence d’anticorps pouvant étre le témoin d’une in-
fection. Plus spécifiquement un biomarqueur indique un changement dans 1’expression ou
I’état d’une protéine qui correle avec le risque ou la progression d’une pathologie, ou avec
la susceptibilité d’une maladie a un traitement donné. Les biomarqueurs peuvent étre des
cellules spécifiques, des molécules, des modifications de génes, des produits d’expression
de genes, des enzymes, ou des hormones. Les fonctions d’un organe complexe ou des chan-
gements des caractéristiques générales de structures biologiques peuvent aussi servir de
biomarqueurs.

Bien que le terme de biomarqueur soit relativement récent, les biomarqueurs ont
été utilisés en recherche préclinique comme en diagnostic clinique depuis des décennies.
Depuis le 14°™ si¢cle, les praticiens examinent la couleur et les sédiments de 1’urine de
leurs patients. La température corporelle est un biomarqueur bien connu de la fievre. Tout
comme la pression artérielle ou la mesure du cholestérol comme marqueur de maladies car-
dio-vasculaires, ou enfin la protéine C-réactive (CRP) comme marqueur d’inflammation. En
1960, les chercheurs ont découvert que les patients atteints de leucémie myéloide chronique
présentaient une version courte du chromosome 22. Cette anormalité appelée chromosome
de Philadelphie est en fait causée par une translocation entre le chromosome 9 et le chro-
mosome 22, résultant en la production d’une protéine a activité tyrosine kinase élevée,
définissant I’oncogene Breakpoint Cluster Region-Abelson murine Leukemia (BCR-ABL).
Le chromosome de Philadelphie fut le premier biomarqueur utilisé pour la sélection des pa-
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tients pouvant bénéficier d’un traitement basé sur I’administration d’inhibiteurs de tyrosine
kinases comme I’imatinib. Des mutations spécifiques de cet oncogene ont méme pu sélec-
tionner les patients résistant a ce traitement et ont mené au développement de nouveaux
inhibiteurs de tyrosine kinases. Plus tard, dans les années 1980, la charge virale des patients
séropositifs pour le virus de I’'immunodéficience acquise (HIV), a défini un biomarqueur
de la progression de la maladie et a permis de développer les thérapies anti-virales utili-
sées encore actuellement. Enfin, dans la méme décennie, le gene Human Epidermal growth
factor Receptor 2 (HER-2) et son récepteur sont devenus les biomarqueurs les plus connus
dans le cadre du cancer du sein, définissant les catégories de patients a haut ou bas risque.
Ce biomarqueur a notamment permis le développement de nouvelles thérapies comme les
anticorps thérapeutiques. C’est ainsi que le trastuzumab également connu sous le nom de
herceptine fut commercialisé en 1998.

L’oncologie est une discipline qui a fortement contribué a étendre 1’utilisation des
biomarqueurs. Elle a utilisé des biomarqueurs génétiques et protéomiques pour prédire la
réponse au traitement, d’abord pour le trastuzumab en 1998 puis I’'imatinib (Gleevec) en
2001. Ces développements dans le domaine des biomarqueurs conduisent maintenant vers
le chemin de la médecine personnalisée. La molécule de chimiothérapie qu’est I’irinotecan
(Camptosar) est un exemple de médecine personnalisée. Certains patients présentant une
homozygotie pour une version mutée du gene UGT1A1 (*28) ont ainsi démontré une clai-
rance de I’irinotecan plus lente, les rendant ainsi plus susceptibles a la drogue avec des effets
secondaires importants comme la neutropénie ou des diarrhées importantes. Ce constat a
donc permis de réajuster les doses de la drogue pour certains patients apres utilisation de ce
biomarqueur génétique. De nombreux autres exemples sont disponibles dans le domaine de
I’oncologie : je citerai les biomarqueurs diagnostics Breast Cancer Antigen-1 et -2 (BRCA-
1, BRCA-2) utilisés comme marqueurs prédictifs de la réponse a des agents de chimiothéra-
pie comme les Anthracyclines. L’antigéne tumoral Cancer Antigen 125 (CA125) est le meil-
leur biomarqueur jamais utilisé dans le diagnostic et le pronostic des carcinomes ovariens.
Le Cancer Antigen 15-3 (CA15-3) est un biomarqueur de faible sensibilité pour le cancer
du sein car il est aussi retrouvé dans les cas d’affections bénignes du sein, dans la cirrhose
hépatique et dans I’hépatite chronique. Le Cancer Antigen 19-9 (CA19-9) est utilisé dans le
cancer du pancréas et de la vessie, mais certains patients atteints de pancréatite chronique
ont démontré une augmentation de ce biomarqueur. Enfin je citerai le biomarqueur Prostate
Specific Antigen (PSA) qui en soi, n’est pas un biomarqueur efficace de la détection précoce
du cancer de la prostate, mais qui associé a d’autres techniques, est considéré comme utile
dans I’identification des adénocarcinomes précoces et curables de la prostate (3, 4).

L’intérét des biomarqueurs en oncologie a encore grandi récemment, par la rele-
vance donnée a certains biomarqueurs comme le role de I’oncogene Kirsten Rat Sarcoma
(KRAS) muté dans le cancer colorectal ou les autres cancers associés a I’Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR). Chez les patients dont les tumeurs expriment la forme mutée de
KRAS, la protéine KRAS qui entre en jeu dans la voie de signalisation liée a 'EGFR, est
toujours liée, rendant le signal par EGFR toujours activé. Méme si le signal en amont est
bloqué par un inhibiteur de ’EGFR comme le cetuximab (Erbitux), le signal en aval de la
voie de signalisation continue et résulte en une prolifération des cellules et une croissance
tumorale continue. Tester les tumeurs pour le gene KRAS sauvage ou muté permet de sélec-
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tionner les patients qui pourront bénéficier du traitement par le cetuximab.

Réalisant I’'importance des biomarqueurs notamment en développement de nou-
veaux composés thérapeutiques, la tiche d’identification de nouveaux biomarqueurs reste
un challenge dii aux demandes de plus en plus drastiques imposées par les autorités de
santé. Le développement d’un composé associé au co-développement d’un biomarqueur
compagnon est essentiel pour définir un composé comme siir. Il y a de nombreuses manieres
de conduire des investigations dans la recherche de biomarqueurs, mais la majorité des
études biomarqueurs cliniquement relevantes a utilisé I’immunohistochimie (IHC).

L’immunohistochimie (IHC) est une plateforme technologique essentielle pour
I’analyse d’échantillons tissulaires. Une demande croissante en biomarqueurs tissulaires
basés sur une IHC reproductible et quantitative a été observée dans le domaine de la re-
cherche et développement (R&D) en oncologie clinique. Cependant au cours des dernieres
décennies, 'THC comme plateforme de biomarqueurs a été challengée par des essais molé-
culaires plus quantitatifs utilisant des standards de référence. Pour que I'IHC apparaisse
dans les trois premieres méthodologies utilisables pour la définition de biomarqueurs, il a
fallu qu’elle s’adapte a des critéres de qualité, qu’elle devienne quantitative et qu’elle défi-
nisse des standards de référence. Cependant créer de tels référentiels demande d’optimiser
tous les aspects de la collection des tissus, leur fixation, 1’épaisseur de la coupe, les proces-
sus de coloration, la digitalisation de I’image et enfin la quantification (5).

La collecte des échantillons doit étre faite pour minimiser la variabilité pré-analy-
tique. Cependant il a ét€ démontré que les profils d’expression de genes ou de protéines
changent seulement 5 minutes apres résection de 1’échantillon. Apres 30 minutes, 20 %
des genes et protéines détectables different de ceux observés au temps 0 (6). Il est donc
nécessaire de connaitre et de standardiser le temps passé entre la résection et le début de
la fixation. La fixation par une solution de formaline a 10 % est la mieux caractérisée. La
fixation complete par la formation de ponts méthyléne stables entre les protéines et les
acides nucléiques, de pieces de taille moyenne (1 cm?) prend entre 24 et 48h. La encore, il
est nécessaire d’ajuster le temps de fixation non seulement par rapport a la taille de la piece
opératoire mais aussi en fonction de la cible a détecter. Par exemple il a ét€ démontré que
la fixation entre 1h et 168h dans une solution de formaline n’entraine aucun changement
dans la détection des récepteurs aux oestrogenes (ER) ou progestérone (PR) (7). Puis les
tissus sont recoupés pour une bonne orientation, déshydratés puis inclus en paraffine dans la
plupart des cas. La standardisation passe par la qualité de I’éthanol utilisé ou par la paraffine
dont les trois principaux types utilisés ont des points de fusion différents ou une capacité
variable a infiltrer les tissus. De méme une mauvaise déshydratation peut engendrer la dé-
gradation de certains antigenes. Ensuite vient la coupe qui doit étre réguliere. Plus la coupe
sera épaisse, plus le marquage sera intense mais moins la résolution de celui-ci sera fine.
Généralement les épaisseurs de coupes varient entre 3 et 5um, le test Hercept recomman-
dant d’utiliser des coupes de 4 um (8). Puis vient la méthode d’IHC elle-méme. En théorie,
cette méthode semble simple a réaliser mais elle est en fait un enchainement de réactions
biochimiques que 1’opérateur doit comprendre afin de pouvoir améliorer les protocoles ou
résoudre les probleémes. Ce qui n’est pas toujours le cas avec les utilisateurs de machines
automatiques. Elles ne sont donc pas la garantie de la qualité ou de la reproductibilité. D’ou
I’intérét de développer des standards de référence pour une meilleure reproductibilité des
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protocoles entre les laboratoires, étant donné la diversité des réactifs, des machines et finale-
ment des méthodes. Le choix de I’anticorps spécifique, anticorps secondaires et/ou tertiaire,
le démasquage antigénique, les tampons, les températures et temps d’incubation, les dilu-
tions d’anticorps, les systeémes d’amplification, le choix du chromogene ou du fluorophore
sont autant de criteres pouvant influencer la réussite de 1’expérience et sa reproductibilité.
Que dire de 1’étape suivante qui sera d’intégrer la détection d’une protéine dans une voie de
signalisation par le développement d’IHC multiplexées (9). La quantification du signal doit
aussi étre standardisée par 1’ utilisation d’algorithmes d’analyse d’images entieres obtenues
par des automates d’acquisition d’images virtuelles, équivalents au microscope optique
conventionnel. La encore I'THC multiplexée peut étre un grand avantage pour la définition
des régions d’intérét mais ne peut pas toujours résoudre 1’hétérogénéité démontrée par les
tissus, notamment les tumeurs. En résumé, il faut donc établir que le test fonctionne de la
méme maniere dans des échantillons contrdles précliniques. Puis établir que le test fonc-
tionne comme attendu sur un panel d’échantillons cliniques. Enfin établir que 1’évaluation
du test est comparable entre les différents sites expérimentaux.

Les biomarqueurs sont une partie essentielle du développement clinique. La possi-
bilité¢ de I’industrie pharmaceutique a prédire précocement la performance d’une drogue
candidate avec un fort degré de confiance est tres faible, ce qui peut expliquer le plus faible
nombre d’enregistrement de nouveaux médicaments par la Food and Drug Administration
(FDA) depuis 1983. Cet effort de développement de biomarqueurs compagnons a induit une
forte augmentation du coiit de développement d’un produit, de plus de 50% entre 2002 et
2007. D’ou la nécessité de développer des tests fiables et reproductibles pour accélérer le
développement et 1’approbation des médicaments de demain. Malgré toutes ces difficultés,
le développement de 130 biomarqueurs basés sur I’'THC, supportant un nombre important de
projets en oncologie, a permis de définir une approche pratique pour le développement de ce
type de biomarqueurs. Ainsi une grille matricielle a été créée pour permettre aux chercheurs
de développer leur biomarqueur, incorporant 16 points de décision qui relient 1’anticorps
et la spécificité, sensibilité et performance du test sur des échantillons précliniques et cli-
niques, a différents stades de développement du produit thérapeutique. Cette matrice est un
moyen d’assurer que les informations pertinentes sur un test IHC en développement sont
bien enregistrées et communiquées afin de minimiser les efforts de revalidation (10).

1.Vasan RS. Biomarkers of cardiovascular disease: molecular basis and practical considera-
tions. Circulation. 2006;113(19):2335-62.

2. Naylor S. Biomarkers: current perspectives and future prospects. Expert Rev Mol Diagn.
2003;3(5):525-9.

3. Bates SE, Longo DL. Use of serum tumor markers in cancer diagnosis and management.
Semin Oncol. 1987;14(2):102-38.

4. Malati T. Tumour markers: An overview. Indian J Clin Biochem. 2007;22(2):17-31.

5. Dunstan RW, Wharton KA, Jr., Quigley C, Lowe A. The use of immunohistochemistry
for biomarker assessment--can it compete with other technologies? Toxicologic patho-
logy. 2011;39(6):988-1002.

6. Burns JA, LiY, Cheney CA, OuY, Franlin-Pfeifer LL, Kuklin N, et al. Choice of fixative
is crucial to successful immunohistochemical detection of phosphoproteins in paraffin-
embedded tumor tissues. J Histochem Cytochem. 2009;57(3):257-64.
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7. Apple S, Pucci R, Lowe AC, Shintaku I, Shapourifar-Tehrani S, Moatamed N. The ef-
fect of delay in fixation, different fixatives, and duration of fixation in estrogen and pro-
gesterone receptor results in breast carcinoma. American journal of clinical pathology.
2011;135(4):592-8.

8. Wolff AC, Hammond ME, Schwartz JN, Hagerty KL, Allred DC, Cote RJ, et al. American
Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists guideline recommenda-
tions for human epidermal growth factor receptor 2 testing in breast cancer. Archives of
pathology & laboratory medicine. 2007;131(1):18-43.

9. Chung JY, Hewitt SM. Transfer and multiplex immunoblotting of a paraffin embedded
tissue. Methods Mol Biol. 2009;536:139-48.

10. Smith NR, Womack C. A matrix approach to guide IHC-based tissue biomarker deve-

lopment in oncology drug discovery. The Journal of pathology. 2014;232(2):190-8.

Je ne voudrais pas finir cet éditorial sans rendre hommage a tous ceux qui quotidien-
nement contribuent a ces avancées technologiques notamment dans le domaine de I’histo-
logie et I'immunohistochimie appliquées au développement de nouveaux biomarqueurs.
Je pense aussi a ceux qui nous ont quittés cette année. Je joindrai ainsi a cet éditorial les
mots de Monique Lemesle en hommage a Brigitte Arbeille, qui fut une pionniere dans ces
domaines et qui apporta sa contribution a I’ Association Francaise d’Histotechnologie :

« Quelques mots en accord avec ceux qui ont travaillé pendant des dizaines d’ années
a tes cotés. Nous étions ton équipe mais aussi trés proches de Toi, et finalement tes amis.
Bien siir depuis 3 ans tu avais un peu décroché puisqu’a la retraite, mais tu suivais néan-
moins toujours le devenir du laboratoire. C’est peu dire que tu nous manques !

Admettre que ton enthousiasme, ton aura, ton sourire et ta joie de vivre ne sont plus
désormais que des souvenirs, est vraiment difficile a supporter. Ta famille micro, mais aussi
tous ceux avec lesquels tu as partagé des moments si riches ont le sentiment d’étre un peu
orphelins. Pas facile de dire en quelques mots comment tu as toujours soutenu ton équipe
technique pour adhérer et participer a ’AFH. Tes multiples tdches de responsable du la-
boratoire, d’enseignante, de membre actif des instances hospitalo-universitaires, ne t’ont
Jjamais empéchée de nous consacrer un temps précieux pour nous guider et nous inciter d
participer aux échanges dans le cadre de I’AFH. Dés sa création, c’est avec enthousiasme
que tu nous as encouragés a adhérer et a participer aux premiers congres. Pour avoir pen-
dant toute ma carriére travaillé a tes cotés, j'ai pu apprécier ta passion, ton engagement,
ta détermination a nous faire partager ton savoir, ton expérience, ta foi en ce métier. Mor-
phologiste convaincue, tu te réjouissais toujours quand nous partagions des techniques,
des trucs avec nos collegues techniciens de divers horizons. Et quand on nous a proposé
d’organiser les 10 ans puis les 20 ans de I’AFH, a la faculté de médecine de Tours, c’est
sans hésiter que tu nous as encouragés puis aidés a mettre en place ces congres marquants
pour I’Association.

Tous ceux qui t’ont rencontrée, gardent a l’évidence le souvenir d’un étre lumineusx,
ouvert aux autres, et qui avait encore beaucoup d’amour, d’amitié et d’affection a donner.
Merci Brigitte, nous te devons tant !!! »

Nathalie ACCART
Présidente de I’Association Francaise d’Histotechnologie
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INTRODUCTION

La premiere journée a theme de I’AFH
s’est organisée sous forme de table ronde
pour des échanges sur la congélation des
tissus et des cryocoupes. Qui n’a pas déja
rencontré des difficultés a la coupe d’un
tissu congelé ? Problématiques dues a la
préparation des échantillons, a la congé-
lation ou a la coupe elle-mé&me, sans ou-
blier le stockage de la piece congelée ou
des coupes... La finalité recherchée pour
I’'usage de ces coupes est généralement
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I’immunohistochimie, mais ces considé-
rations générales restent valables pour
la plupart des applications possibles des
coupes congelées. Voici quelques éléments
de réponse présentés lors de la réunion qui
s’est tenue a Paris le 17 octobre 2014.

PREPARATION DES TISSUS
DESTINES A ETRE CONGELES

Dans le cas d’une étude destinée a la
détection de macromolécules par immuno-
marquage, il est préférable de procéder a



une congélation des tissus en évitant toute
fixation par des agents chimiques ou phy-
siques. Cependant il est possible de pré-
fixer les tissus dans le cas de la détection
d’antigénes non modifiés par la fixation et
d’épitopes non conformationnels.

But de la fixation

Le but de la fixation est de maintenir
les tissus ou les organes prélevés dans un
état le plus proche possible de 1’état ante
mortem en évitant les conséquences de
la privation en oxygene aprés la mort et
le desséchement apres le prélevement. La
fixation empéche donc a la fois la dégra-
dation du tissu par les enzymes cellulaires
libérées au moment de la mort des cellules,
et sa putréfaction liée a la prolifération bac-
térienne. Elle consiste a immobiliser/sta-
biliser les tissus in-situ, en particulier les
antigenes, en préservant I’aspect structural
du tissu. La fixation dépend de la nature
chimique des molécules a détecter (glu-
cides, lipides, protéines, acide nucléiques,

)

Elle peut étre physique, par le froid
(congélation), par une déshydratation ou
lyophilisation (chaleur-micro-onde) ou
chimique. Les fixateurs chimiques les plus
couramment utilisés sont les solutions coa-
gulantes ou précipitantes (alcools, cétones,
acide picrique, acide acétique...), ou les
agents pontants (formaldéhyde, glutaral-
déhyde).

Choix du fixateur chimique

Le choix du fixateur est orienté par le type
d’observation envisagée, la fixation doit
préserver des détails d’autant plus fins que
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le pouvoir de résolution du microscope
utilisé est élevé (structures a préserver,
molécules a immobiliser). En effet les glu-
cides, les lipides et les protéines ne vont
pas réagir de maniere identique vis-a-vis
d’un fixateur.

De maniere générale, le fixateur le plus
couramment utilisé est le formaldéhyde
préparé a partir d’une poudre de parafor-
maldéhyde. Cette fixation permet la pré-
servation des structures les plus fines. La
solution de formol doit étre tamponnée et
utilisée rapidement car le formol (métha-
nal) est facilement oxydé par le dioxygene
de T’air pour former de 1’acide formique.
C’est pourquoi il faut conserver le formol
dans des récipients bien étanches et 1'utili-
ser rapidement.

Durée de fixation, tampon, tempéra-
ture sont les parametres a optimiser pour
I’étude envisagée.

Si la fixation se fait par immersion : le
volume du liquide fixateur doit représen-
ter 20 fois celui de 1’échantillon, la durée
de fixation dépend de la consistance et de
I’épaisseur de I’échantillon : 5mn pour les
cellules isolées, 1 a 2 h pour des fragments
de 1 mm, sous agitation modérée et a 4°C
pour éviter le phénomene d’autolyse.

Si la fixation se fait par perfusion intra-
cardiaque : c’est la méthode la plus rapide
qui préserve au mieux les tissus car les or-
ganes a prélever sont immédiatement fixés
in situ. Le fixateur le plus utilisé est le pa-
raformaldéhyde (microscopie photonique)
ou le glutaraldéhyde (microscopie élec-



tronique). Cette méthode permet une tres
bonne pénétration du fixateur via les vais-
seaux et les capillaires. C’est une méthode
de choix pour la fixation du cerveau et de
la moelle épiniere chez les rongeurs. Elle
peut également étre suivie par une fixation
par immersion a 4° C, sous agitation douce
(mais attention a la surfixation).

Contraintes de la fixation chimique

Il est indispensable de respecter
au mieux les caractéristiques physico-
chimiques des fluides cellulaires pour
éviter que les mouvements d’eau et d’ions
n’affectent les cellules avant la réticula-
tion.

Les caractéristiques physico-chimiques
prises en considération avant et pendant la
fixation sont 1’osmolarité, la force ionique
et le pH.

Le r6le de ’osmolarité : elle joue un
role tres important. La fixation doit étre
effectuée en légeére hyperosmolarité pour
compenser la dilution du fixateur par I’eau
libérée par les tissus. Chez les mammi-
feres (rongeurs) I’osmolarité de référence
est de 300 mosmol. Le tampon phosphate
(mono-diphosphate) a 0,1 M correspond
au milieu ionique circulant.

Le réajustement osmotique nécessaire
peut étre réalisé uniquement a 1’aide du
tampon. La correction peut alors étre faite
par addition de sucre (glucose ou saccha-
rose).

Le pH a un role essentiel au niveau des
protéines : il agit sur la conformation, la
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polymérisation et la dissolution. Des mo-
difications structurales a tous les niveaux
de la cellule peuvent apparaitre en fonction
du pH. Le pH au voisinage de la neutralité
(7,2-7,4) doit étre maintenu tout au long
de la fixation. Etant donné que la fixation
peut acidifier le milieu, il faut utiliser un
systeme tampon efficace pour 1’absorption
des ions H+ libérés. En effet, la propriété
d’un tampon est la capacité a résister aux
changements de concentrations en ions H+
et de maintenir le milieu a un pH détermi-
né.

Pré-fixation chimique - avantages

Cette méthode permet de préserver
I’architecture de 1’échantillon aussi proche
que possible de 1’état natif, tout en rendant
les antigénes accessibles. Une fixation
chimique avant congélation permet éga-
lement de procéder aux dissections fines
sans engendrer d’autolyse des tissus. La
préservation de D’architecture des tissus
est obtenue au cours de ces manipula-
tions. Les blocs de tissus sont conservés a
-80°C dans de bonnes conditions (peu de
formation de cristaux au cours du temps,
< 3 mois, si le prélevement est enrobé de
TissuTek). Une cryoprotection de 1’échan-
tillon peut étre également réalisée avant
sa congélation (voir ci-dessous). Ce n’est
qu’en cas d’insucces que 1’on choisira des
fixations plus douces, voir 1’absence de
fixation par agent chimique.

Pré-fixation chimique - inconvénients

La fixation chimique peut entrainer des
effets pervers sur I’étude histologique
comme 1) une modification chimique des
antigeénes pouvant réduire la réaction anti-



gene-anticorps, 2) une modification des
charges du tissu et/ou de I’antigene avec
une répulsion des anticorps, 3) une réticu-
lation du tissu pouvant nuire a la diffusion
des réactifs, 4) la formation de molécules
auto-fluorescentes (certains neurotrans-
metteurs comme la sérotonine ou la nora-
drénaline).

Une sur-fixation stabilise les structures
tissulaires mais réduit la sensibilité des
détections possibles. Quoiqu’il en soit ce
probléme « insoluble » est a résoudre pour
chaque cas expérimental.

Si la fixation est nécessaire, celle-ci de-
vra étre en adéquation pour ne pas réduire
les avantages apportés par la congélation
c’est-a-dire la sensibilité.

Cryoprotection

La formation des cristaux de glace
peut étre minimisée en imprégnant le tis-
su d’un liquide cryoprotecteur (toujours
sur tissu ayant subi une fixation chimique
préalable), en réalisant une congélation
ultra-rapide qui ne laisse pas le temps aux
cristaux de glace de se former et de gran-
dir, ou encore en congelant les tissus sous
tres forte pression (supérieure ou égale a 2
000 atmospheres). Notons cependant que
la formation de microcristaux peut avoir
un effet bénéfique sur I’immunoréaction
en facilitant la diffusion des réactifs dans
I’épaisseur des tissus et des coupes. Parmi
ces substances, on trouve le saccharose, le
dextran, le glycérol ou encore le DMSO.
L’utilisation de solutions hyperosmolaires
peut cependant provoquer, si les tissus
sont peu ou pas fixés, des perturbations
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osmotiques avec leur cortege d’artefacts
(condensation du cytoplasme, dilatation
des espaces extracellulaires).

La substance la plus utilisée est le
saccharose a des concentrations variant,
suivant les auteurs, de 0,4M (en tampon
phosphate, ce qui correspond a 1’osmola-
rité du tissu), jusqu’a 2,3 M, (concentration
de saturation, a déconseiller car s’accom-
pagne du phénomene d’hyperosmolarité).
Des bains dans un gradient progressif de
sucrose permettent une bonne imprégna-
tion du tissu pour des concentrations hype-
rosmolaires (30-50 %). La chute du tissu au
fond du contenant étant la confirmation de
I’imprégnation du prélevement (Figure 1).
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Figure 1: Principe de I’incubation d’un tissu dans
une solution d’agent cryoprotecteur. L’imprégnation
est totale lorsque le prélevement est tombé au fond du
contenant.

Un exemple : I’embryon est constitué
de plus de 90 % d’eau. Pour éviter la for-
mation de cristaux de glace qui par aug-
mentation de volume déchireraient les
membranes cellulaires lors de la congéla-
tion, il est nécessaire d’incuber le préleve-
ment dans des concentrations de sucrose
pouvant atteindre 50 %. L’eau est rempla-



cée par le cryoprotecteur, véritable «anti-
gel» cellulaire. L’embryon est plongé dans
des bains successifs contenant le cryopro-
tecteur a des concentrations croissantes.
Le sucrose rend le milieu hypertonique par
rapport a I’embryon, ce qui entraine la sor-
tie de I’eau et la rentrée du cryoprotecteur.

Méthodes de congélation possibles

Le tissu a congeler, imprégné de milieu
cryoprotecteur, est d’abord refroidi a une
température proche du point de congéla-
tion (température de surfusion) : c’est le
palier de congélation. Cette température est
environ de -4°C pour du saccharose 0,4 M
en tampon phosphate 100 mM pH 7.4. Puis
la température est abaissée brutalement,
de facon a obtenir une congélation sans
cristaux de glace, comme par exemple en
isopenthane refroidi sur vapeurs d’azote.
Le passage de 1’état liquide a 1’état solide
se fait donc plus rapidement que dans le
cas précédent puisque avant d’étre congelé
le tissu est a une température juste au-des-
sus du point de congélation. Il est a noter
que I’immersion directe en azote liquide
peut générer des artéfacts comme des
bulles d’air ou un bloc fragmenté.

Une autre méthode possible consiste
a orienter le tissu cryoprotégé dans un
moule, a I’enrober d’OCT Tissue-Tek®
O.C.T™ Compound (milieu d’enrobage
qui polymérise a froid) et a le plonger im-
médiatement dans de I’isopentane refroidi
sur vapeurs d’azote pour étre congelé.
L’enrobage peut se faire également avec de
la gélatine ou de 1’agarose pour les petites
pieces. Le rouge neutre peut étre utilisé
pour colorer les petites pieces difficiles a
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visualiser lors de la coupe.

Fixateurs physiques

Dans 1I’objectif d’une détection de mo-
lécule avec une sensibilité optimale (i.e.
un antigéne, un acide nucléique faiblement
exprimé). Il est possible d’utiliser un tissu
congelé, mais la congélation est délicate
avec perte d’information morphologique.

La congélation évite I’inclusion dans

un milieu hydrophobe préservant au mieux
I’antigénicité et les acides nucléiques.
La congélation, par abaissement brutal de
la température en azote liquide, empéche
I’autolyse et, le prélevement durci peut
étre coupé directement au cryostat.

Congélation rapide par immersion directe
dans un liquide refroidi

La congélation directe dans 1’azote
liquide est déconseillée a cause du phé-
nomene de caléfaction. En effet, 1’azote
liquide étant a sa température d’ébullition
(-196°C), il se forme instantanément au
contact du tissu des bulles d’azote gazeux
qui ralentissent considérablement le trans-
fert du froid et ainsi la congélation. Il est
préférable d’utiliser un milieu cryogénique
intermédiaire (éthane, propane, isopentane,
Fréon 2299, etc.) qui sera refroidi dans
I’azote liquide a - 80° C (pour I’isopentane
en phase liquide). Il existe aujourd’hui des
appareils munis d’un groupe froid -80°C
(SNAPFROST®) permettant d’éviter 1’uti-
lisation de I’azote liquide et de travailler
dans des conditions de sécurité plus favo-
rables pour le manipulateur.

En passant a 1‘état de glace, 1’eau



s’organise en cristaux d’autant plus gros
que le refroidissement est lent. Ces cris-
taux endommagent la structure des tis-
sus. Si le refroidissement de 1’échantillon
est suffisamment rapide, les cristaux de
glace n’ont pas le temps de croitre : leur
taille reste en dessous du pouvoir sépara-
teur du microscope. On estime que pour
une bonne préservation ultrastructurale la
vitesse de refroidissement doit atteindre
100000 ° C/seconde.

L’avantage de cette technique : Elle est
rapide. Si nécessaire des résultats peuvent

&tre fournis moins d’une heure apres le pré-
levement. De plus, sans fixation, ni milieu
d’inclusion, il n’y a pas de perturbation de
la reconnaissance antigéne-anticorps par
I’élution éventuelle des antigénes lors des
nombreuses étapes comme 1’hydratation/
déshydratation du tissu, les traitements
chimiques, les solvants (absence de molé-
cules chimiquement réactives dans le mi-
lieu d’inclusion).

C’est une technique de choix d’une
part pour la mise en évidence d’antigénes
«difficiles » (pour lesquels on ne dispose
pas de «bons» anticorps, mais également
lors d’une étude sur des antigénes liposo-
lubles (pas de solvants organiques).

Les coupes réalisées dans les blocs de
tissus pré-fixés montrent souvent des arte-
facts de congélation alors que la préserva-
tion des coupes obtenues a partir de blocs
non fixés semble meilleure. Cette obser-
vation a priori surprenante s’explique
facilement. Les cristaux de glace créent
des trous. La structure des tissus fixés est
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rigide : apres la fonte de la glace les trous
persistent. Au contraire les tissus non fixés
restent fluides et les trous disparaissent a la
décongélation.

Les inconvénients de cette technique :
notons que les tissus congelés doivent étre
stockés a une température aussi basse que
possible (-80° C ou mieux). A —20° C, les
cristaux de glace ont tendance a augmenter
en taille au cours du temps. Le temps de
conservation des blocs est limité (quelques
mois a -80°C). En général, les phéno-
menes qui peuvent abimer les cellules
pendant la cryoconservation se produisent
lors du gel, et comprennent les effets de
solution, la formation de glace hors et au
sein des cellules, la déshydratation. La
formation de glace hors des cellules se
produit lorsque les tissus se refroidissent
lentement, 1’eau s’échappe des cellules et
la glace se forme dans 1’espace intercellu-
laire. Trop de glace entre les cellules peut
produire un effet d’écrasement. La fuite
d’eau (qui forme la glace extracellulaire)
entraine également la déshydratation de la
cellule. De plus, si le niveau de glace au
sein des cellules est élevé, 1’effet est tou-
jours dévastateur pour la structure.

PRINCIPE DE LA CONGELATION
(PASSAGE D’UN ETAT LIQUIDE A
SOLIDE)

La définition de la congélation donnée
par Wikipédia est la suivante : « On appelle
congélation toute technique visant a faire
passer un produit a I’état solide par des
techniques de refroidissement forcé. On
parle de congélation principalement pour
I’eau et les produits qui en contiennent ».



Celle du Larousse donne : «Transition
de phase au cours de laquelle un corps
passe de I’état liquide a 1’état solide ».
La congélation n’est pas un état spontané,
elle est induite par un apport de froid, c’est
un changement de phase dépendant de la
température. Pour les tissus animaux ou
végétaux, elle ne concerne que 1’eau et les

solutés qu’elle contient.

La principale difficulté de I’étude de
ce phénomene réside dans le fait que I’eau
d’un organisme n’est pas 1’eau pure conte-
nue dans le récipient d’un laboratoire.
Considérons dans un premier temps ce
cas simplifié. Omettons le contenant et les
interactions potentielles. Que se passe-t-il
lors d’un apport de froid constant et régu-
lier sur de I’eau pure ? Un enregistreur
thermique, n’interférant pas avec le sys-
teme, montre la courbe de refroidissement
suivante (Figure 2).
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Figure 2: Descente en température de 1’eau pure :
étapes de sa congélation. Les températures 1-7 corres-
pondent aux différentes phases de refroidissement. A
et B respectivement a la multiplication et a 1’accroisse-
ment de la taille des cristaux.

En refroidissant un volume d’eau avec
une vitesse constante, I’eau en phase li-
quide descend en température suivant une
courbe que 1’on peut considérer comme
linéaire (1), bien que sa masse volumique
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est minimale a 4°C, mais sa température
descend au-dela de 0°C jusqu’au point 2
(qui n’est pas une constante mais dépend
des conditions expérimentales) tout en res-
tant en phase liquide. Ce point est appelé
«point de surfusion » (2), et délimite le pic
de surfusion. En ce point 2 apparait le pre-
mier cristal de glace. C’est ce phénomene,
dit de nucléation, qui est exergonique
entrainant la remontée en température
(3). Puis la stabilisation du mélange a la
température de 0 ° C (4) correspond au mé-
lange eau-glace. Les cristaux augmentent
de taille (B) mais ne se multiplient plus.
Lorsque toute 1’eau liquide est agglomérée
en cristaux, la glace est prise en masse et
peut se refroidir a nouveau (6) jusqu’a la
température de 1’agent cryogénique utilisé
comme source de froid (7).

Les cristaux ainsi formés sont dit hexa-
gonaux (Figure 3). Le volume que I’eau
occupe dans cet état est supérieur a celui
de sa phase liquide. Une bouteille d’eau
éclate si elle gele. Au cours de la congé-
lation d’une cellule celle-ci subira des
contraintes mécaniques dues a la dilatation
de I’eau constituant son milieu intérieur
lorsqu’elle se solidifiera. Mais il existe
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Figure 3: Etat cristallin des molécules d’eau. Apres
une congélation lente les cristaux de glace forment des
cristaux hexagonaux. A vitesse rapide les cristaux for-
més sont cubiques.



d’autres cristaux de glace, les cristaux cu-
biques (Figure 3). Ces derniers sont obte-
nus par des vitesses de congélation dites
« rapides » (e.g. =100°C/minute). L’aug-
mentation volumique est moindre et donc
les conséquences mécaniques réduites.

La vitesse de refroidissement aug-
mente et la taille des cristaux diminue.
Cette constatation a des limites techniques
facilement vérifiables. Jeter un préleve-
ment dans 1’azote liquide (-196°C) n’a
jamais permis de congeler correctement
un prélevement. Les échanges thermiques
sont limités par la vaporisation de 1’azote
autour du prélévement qui crée une couche
isolante limitant son refroidissement.

Toutefois il existe une méthode théo-
riquement parfaite : la congélation haute
pression. C’est la méthode qui permet
de passer de la phase liquide de 1’eau a
la glace amorphe, phase solide de 1’eau
sans cristaux, idéale pour 1’observation
directe (2). Différents appareils ont été
développés, un seul persiste sur le marché.
Cependant cette technique présente deux
inconvénients majeurs : la petite taille des
prélevements nécessaire et son cot.

Un autre inconvénient de la congé-
lation est qu’elle ne correspond pas a un
état stable. Des remaniements de la glace
existent dans le temps en fonction de sa
température. En dessous de -100°C la
glace est stable. A - 80 ° C son remaniement
sera plus lent qu’a -20° C. Le remaniement
n’est pas instantané mais se développe
dans le temps et est d’autant plus rapide
que la température est proche de 0°C. Ce
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remaniement cristallin se caractérise par
la croissance des cristaux de glace. Plus
un prélevement congelé est stocké long-
temps, plus sa morphologie se dégrade.
Et ceci d’autant plus qu’il est stocké a
une température supérieure a - 100°C. Ce
phénomene est caractéristique de la glace
amorphe ot les cristaux peuvent apparaitre

sous le faisceau du microscope.

La théorie de I’eau pure est une chose,
les cellules et les tissus en sont d’autres.
Les structures animales ou végétales ne
sont pas constituées que par de 1’eau, ni
des solides flottant dans de 1’eau. Il est
possible de congeler des cellules, des tis-
sus, méme des organismes vivants et de les
décongeler avec un taux de survie impor-
tant. Mais 1a n’est pas la question, puisque
nous congelons des « structures » pour les
observer. Une cellule par exemple est une
individualité caractérisée par son enve-
loppe, son noyau, ses organites d’une part
et, sa position dans le tissu, 1’organisme
d’autre part. La finalité¢ de 1’étude peut
étre primordiale. La morphologie dans son
état le plus proche possible de la réalité est
essentiellement le but de la congélation
en microscopie électronique. Pour plus de
détails consultez 1’ouvrage [2]. En micros-
copie photonique cela n’a qu’un intérét
restreint.

Ceci est la théorie, des expériences per-
sonnelles peuvent étre présentées pour tous
les cas particuliers avec succes. La congé-
lation est une méthode avec ses avantages,
ses inconvénients et ses applications. Des
bases physiques existent, des expériences
et des réalisations pour des cas particuliers.



LES CONDITIONS REDHIBITOIRES
OU IL FAUT ABANDONNER TOUTE
TENTATIVE...
Décongélation et/ou re-congélation
Quelle que soit la raison ayant entrainée
une décongélation du prélevement, méme
suivi d’une recongélation, ce préleévement
est perdu pour une étude «raisonnable ».
La congélation conduit a une modification
du tissu qui est irréversible. Méme avec
cryoprotecteur, ou méme a cause de celui-
ci, les cellules sont perméabilisées méca-
niquement par I’augmentation de volume
de I’eau au cours de la congélation ou, par
diffusion d’une solution souvent hyperos-
molaire, ces deux cas vont entrainer des ar-
téfacts. Sur une coupe fine de tissu, les cel-
lules ne sont plus entieres et les contraintes
mécaniques de la décongélation sont beau-
coup moins évidentes.

Séchage du prélevement

Une coupe de tissu congelé est fine pour
étre observée facilement au microscope.
Sa masse est faible et son séchage rapide
dans de bonnes conditions. Une durée de
10 a 30 mn, la température ambiante, une
atmosphere seche, une ventilation sont de
bonnes conditions, comme le rebord d’une
hotte ventilée par exemple. A I’inverse, de
mauvaises conditions (chambre du cryos-
tat froid, rebord d’une fenétre un jour de
pluie, un rangement immédiat) vont lais-
ser des traces d’humidité et permettre a
des enzymes lytiques de faire leur ceuvre
et de détruire les composants du tissu. Un
stockage au froid, lors de 1’ouverture de
la boite, entraine une condensation sur les
autres lames qui resteront stockées.
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Mauvaise cryoprotection

Le but de la cryoprotection étant la pré-
servation des structures apres congélation,
une mauvaise cryoprotection se caractérise
par une mauvaise congélation (e.g. pré-
sence de cristaux de glace, cassure...).

Mais hélas elle ne s’arréte pas Ia.
Comme cela a ét¢ montré précédemment
deux facteurs sont capitaux pour un effet
optimum : la durée d’incubation et la
concentration de I’agent cryoprotecteur.

- Comme 1’a montré la figure 1, tant que
le prélevement n’est pas imprégné tota-
lement, il ne tombe pas au fond du réci-
pient. Seule cette chute garantit I’impré-
gnation.

- La concentration de I’agent cryoprotec-
teur dans le tampon est beaucoup plus
complexe. En microscopie électronique,
I’osmolarité est capitale [2]. En micros-
copie photonique I’eeil s’accommode
de la présence d’artéfact compris dans
I’épaisseur de la coupe. Mais des dilata-
tions des espaces intercellulaires ou de
I’espace nucléaire sont parfois visibles et
entrainent des problémes au niveau de la
coupe. Les cellules et/ou les noyaux sont
moins jointifs et montrent des cassures ou
méme la disparition de certains noyaux.

Certains agents cryoprotecteurs
peuvent aussi interférer avec les étapes sui-
vantes (immunohistochimie, hybridation
in situ, analyse...) et la nature de cet agent
cryoprotecteur doit étre neutre avec la fi-
nalité de ces coupes. Le saccharose est le
plus utilisé en routine mais il en existe de
nombreux autres : DMSO (propriété d’ex-
traction), glycérol (tissu mou, nécessité de



couper a des températures plus basses),
tréhalose (non réducteur a 1’inverse du sac-
charose)...

LA CRYOCOUPE

Les échantillons congelés vont pouvoir
&tre coupés a 1’aide d’un cryostat (Figure
4). Le cryostat est constitué d’une en-

Figure 4: Exemples de cryostat actuellement commer-
cialisés.

ceinte réfrigérée équipée d’un microtome
a moteur pas a pas permettant de garan-
tir la précision de 1’épaisseur des coupes.
Différents modeles d’appareils existent
dont certaines caractéristiques techniques
peuvent varier. Le choix se fera alors en
fonction de la nature des échantillons, du
débit d’analyses.... Différents parametres
pourront &tre réglés tels que la tempé-
rature du porte-objet, la température de
I’enceinte, 1’épaisseur de coupe depuis le
pupitre de controle.

En fonction des modeles utilisés, la
température du porte objet n’est pas forcé-
ment indépendante de celle de 1’objet mais
attention a I’inertie de réponse dans ce cas.
Il sera important de faire varier la tempé-
rature de I’enceinte et/ou du porte objet en
fonction de la dureté de I’échantillon.

Quelques exemples :
- cerveau : de -15° Ca-25°C
- foie : de -15° C a-25°C
- poumon : de -25° Ca-35°C
- testicule : de -10° C a-15° C
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En fonction du fabricant, ces tempéra-
tures pourront étre modulées et de fagon
courante, le réglage se fera a -20°C pour
un 1° essai et, selon les résultats obtenus,
la température sera modifiée si besoin.

Les coupes fines obtenues avec le
cryostat (généralement entre 5 et 10 um)
peuvent &tre utilisées pour :

e des études de morphologie (mais
le systeme paraffine/microtome est
préférable)

e des immunomarquages et les im-
munofluorescences, car les coupes
congelées permettent une trés bonne
préservation des antigénes cytoplas-
miques et membranaires

* la mise en évidence des lipides

¢ les études d’histoenzymologie

* I’hybridation in situ.

Pour réaliser ces coupes, on pourra uti-
liser des lames jetables ou bien des cou-
teaux (dans le cas des couteaux, il faudra
alors les affuter régulierement). L'un des
parametres €galement important a régler
sur le cryostat est I’angle de dégagement
qu’il faut adapter en fonction de la dureté
du prélevement. Plus 1’objet est dur, plus
I’angle de dégagement est grand ; par
contre plus I’angle de dégagement est
grand, plus la compression de coupe est
importante. Un angle de dégagement trop
petit peut entrainer des coupes d’épaisseur
irréguliere. Un angle de dégagement trop
plat ou trop raide ne permet pas d’obtenir
des résultats de coupes optimaux et dété-
riore les échantillons.

Apres le réglage de 1’angle de dégage-



ment, la position du tranchant par rapport a
I’objet peut étre modifiée. C’est pourquoi,
il faut toujours positionner 1’objet au-des-
sus du couteau lors du réglage de 1’angle
de dégagement. Dans le cas contraire,
I’ objet risque de heurter le couteau lors de
la montée (Figure 5).
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Figure 5: Schéma des réglages possibles sur un cryos-
tat.

Enfin, pour avoir des coupes de bonne
qualité, il faudra étre attentif au réglage de
la lame anti-roll (Figure 6). Cette lame de
verre permet aux coupes de s’étaler bien
a plat des leur formation. Si le systeme
anti-roll est mal positionné par rapport au
tranchant, les problemes suivants peuvent
se produire.
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Figure 6: Principe de réglage de la lame anti-roll.
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LA CONSERVATION DES COUPES
Les tissus restants

Les tissus restants doivent étre conser-
vés a -80° C ou dans I’azote liquide (durée
indéterminée).

Les coupes flottantes

Un « certain » temps, quelques heures,
quelques jours au réfrigérateur si le tam-
pon contient de I’azide de sodium. La
durée d’attente est inverse a la qualité des
résultats obtenus.

Les lames

Apreés un séchage a température am-
biante d’une heure au minimum, les lames
doivent étre conservées au sec dans un em-
ballage étanche et peuvent étre conservées
a-20° C pour un usage a court terme, sinon
il faut les conserver a -80°C. Avant utilisa-
tion on laisse les lames revenir a tempéra-
ture ambiante. I faut se souvenir que seule
I’eau est « congelable » dans une coupe de
tissu. Si la lame est séche, son stockage a
température ambiante est possible dans un
emballage étanche.

QUELQUES CAS PARTICULIERS
Le tissu adipeux

Le tissu adipeux est majoritairement
composé de lipides qui figent a basse tem-
pérature. Ce qui les rend difficile a cou-
per. La température de coupe doit étre tres
basse et I’épaisseur doit alors étre réduite.
Plus la température de coupe est basse,
plus il faut couper fin pour obtenir des
coupes qui ne se « hachent » pas. Le tissu
adipeux est aussi plus facile a couper s’il
est préparé avec un autre organe.



Les tissus embryonnaires

Les tissus embryonnaires sont tres
riches en eau. Ce qui rend la congélation
délicate. Il faut donc les cryoprotéger au
maximum et bien les laisser couler dans le
sucrose 30% voire 40%. La congélation
doit par ailleurs étre treés rapide pour empé-
cher les gros cristaux de se former.

Les poumons

Le poumon est un organe qui est sou-
vent rempli d’air a 1’autopsie. Les bronches
et bronchioles qui le composent sont aussi
« vides » et peuvent donc étre collapsées,
ce qui rend 1’observation difficile. Pour
bien observer les structures du poumon il
faut donc « remplir » le poumon afin de di-
later les bronches et alvéoles. Pour cela on
peut soit insuffler dans le poumon frais du
formol afin de le fixer en position gonflée
puis de le cryoprotéger dans du sucrose. 11
est aussi possible de garder les poumons
frais avant de les congeler et dans ce cas de
tenter d’insuffler de I’OCT dans 1’organe.
L’OCT étant un liquide visqueux cela peut
étre difficile et endommager le tissu. Il faut
savoir que plus I’OCT est chaud moins il
est visqueux, il est donc possible de chauf-
fer un peu I’OCT avant de I’insuffler. L’ or-
gane est ensuite enrobé puis congelé.

Los

L’os étant un tissu calcifié il néces-
site une décalcification avant de pouvoir
étre coupé au cryostat. La décalcification
implique que le tissu doit &étre fixé. La
méthode de décalcification est au choix :
EDTA, acide, micro-ondes. Comme tout
tissu fixé I’os doit alors étre cryoprotégé
avant d’étre congelé. La cryoprotection se
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fait dans des bains successifs de sucrose
20 % puis 30 %.

L’eil

L’ceil contient I’humeur vitrée qui est
composée a 98-99% d’eau. Cette subs-
tance est contenue dans 1’ ceil ce qui fait que
lors de la congélation I"humeur vitrée for-
mera un glagon a ’intérieur de 1’ceil. Cela
rendra le prélevement difficile a couper
par la suite et pourrait aussi endommager
les structures. Lors de la cryoconservation
de I’ceil il est alors indispensable de per-
cer la cornée avec une aiguille pour laisser
I’humeur vitrée s’en échapper. L’ceil ainsi
percé pourra alors étre immergé dans le
fixateur, le trou permettra alors aussi au
fixateur de pénétrer dans 1’organe. Ensuite
I’ceil devra étre cryoprotégé avant d’étre
congelé.

LES ARTEFACTS

Les artéfacts observés sur les coupes de
matériel congelé se manifestent de diffé-
rentes maniéres mais sont dus essentielle-
ment a deux étapes : la congélation et la
coupe. Les artéfacts dus au prélevement, a
la fixation et aux autres étapes précédant
I’observation ne sont pas abordées ici.

De congélation (macroscopiques et mi-
croscopiques, Figure 7)

Les fissures sont essentiellement dues
a une congélation dont la vitesse est ina-
déquate ou a une coupe a trop basse tem-
pérature. Les fissures telles qu’elles sont
observables macroscopiquement, sont sou-
vent présentes dans le prélevement et sont
accentuées par la coupe.



Les trous sont principalement le résul-
tat d’une mauvaise congélation, ce qui
veut dire congélation inadéquate au tissu
étudié. Le cerveau est un exemple typique.
Il en existe de nombreux autres, en géné-
ral des tissus hétérogeénes. Le cerveau a
I’échelle macroscopique est constitué de
substance blanche, essentiellement consti-
tué de lipides et de substance grise consti-
tué de matériel cellulaire. Les tissus riches
en lipides ne se congelent pas de la méme
facon que les autres organes car les lipides
nécessitent une température de congéla-
tion plus basse.

Le front de congélation caractérise une

Figure 7 : Artéfacts observables sur le bloc de tissu

congelé, ici le cerveau. Problemes de congélation pour

un tissu hétérogene :

A : La fleche indique un front de congélation, limite du
tissu correctement congel€ ;

B : Probleme de vitesse de congélation, des trous sont
visibles dans la substance blanche et grise ;

C : Fissure, le cerveau risque de se casser pendant la
coupe ;

D : Front de congélation apparent (fleche), trous liés
a des cristaux de glace dus a une congélation trop
lente ;

E : Trous liés aux cristaux dans la substance blanche
et grise ;

F : Coupe flottante de tissu congelé (bloc E), les arté-
facts de congélation sont manifestes ;

: Hétérogénéité de congélation tissulaire et présence
de fissures ;

: Artéfacts dus a la coupe sur une congélation conve-
nable.
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congélation hétérogene ou une décongéla-
tion partielle (Figures 7A et 7D). Le préle-
vement n’était pas correctement immergé
dans 1’agent cryogénique (en particulier
lors de I'usage de I’isopentane). Ou il a
subi une décongélation partielle au cours
du stockage, du montage sur le support ou
dans le cryostat. Les causes sont variables
et nombreuses. Le résultat est similaire : la
coupe est difficile et souvent inexploitable.

De découpe (Figure 8)

Les bulles peuvent étre générées lors
du montage des coupes sur les lames. Que
ce soit sur coupe en paraffine ou a congé-
lation, ce probleme de montage reste iden-
tique. La coupe n’a pas été collée a un
support généralement une lame de verre
et une bulle d’air est emprisonnée (Figure
8B). Un trou avec une pointe lancéolée
peut réduire cet artéfact de montage a un
trou. Laisser cette bulle conduira au décol-
lement de la coupe au cours des manipula-
tions ultérieures.

Les plis sont des artéfacts de coupe
plus courants qu’en paraffine et les coupes
a congélation sont alors friables, cas-
santes... Le coup de main du manipulateur
est capital.

Les stries sont au départ dues au cou-
teau qui serait lui-méme strié par des
impacts sur le fil. En congélation d’autres
causes sont aussi a prendre en compte :

- Une congélation hétérogene,

- Un probléme d’hétérogénéité du tissu

apres congélation,

- Des cristaux de glace présents dans

certaines zones du tissu.



Le plus souvent ce sont des débris de
coupe qui restent accrochés au couteau qui
peuvent entrainer ces stries (Figure 8B).

Les vibrations sont fréquentes lors
de la coupe de tissu congelé (Figure 8C).

Figure 8 : Artéfacts obtenus sur des coupes de tissus
congelés :
A : Bloc de cerveau sur lequel une strie est apparente;
B : Coupe congelée sur le couteau, montrant des vibra-
tions, des trous, des cassures et des stries ;
: Coupe de cerveau congelé sur laquelle des vibra-
tions, des bulles et des plis sont visibles ;
: Coupe colorée qui révele de nombreux espaces
lacunaires ;
E : Coupe de cerveau colorée qui présente des bulles,
des plis et des trous ;
F : Coupe de muscle révélant les ATPases montrant des
plis et des bulles.

@}
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Les principales causes sont la vitesse de
coupe irréguliere et la fixation du couteau
ou de I’échantillon. Le passage du bloc de
tissu congelé contre le couteau entraine un
réchauffement de celui-ci. La coupe tres
fine absorbe cette chaleur et se réchauffe.
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Certaines zones plus que d’autres d’ou les
modifications de tension et les artéfacts
mécaniques. Ils seront additionnels a ceux
du réchauffement final lors de 1’applica-
tion de la coupe froide sur la lame de verre
chaude.

CONCLUSION

La coupe a congélation a une longue
histoire tant en anatomie pathologique
qu’en recherche. Tout d’abord utilisée en
microscopie photonique pour sa rapidité
d’obtention, elle 1’est maintenant pour sa
sensibilité pour de nombreuses techniques
de détection moléculaire. Nous sommes
loin des années ou le microtome était placé
dans un congélateur. L’appareillage s’est
développé ainsi que les systémes connexes
qui ont simplifié la réalisation des coupes
de tissu congelé. Persiste la difficulté de
la congélation qui reste encore empirique.
Ses inconvénients majeurs sont la pauvreté
morphologique, le matériel spécifique né-
cessaire a cette méthode et la dextérité du
manipulateur pour les réaliser.
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RESUME but est de réparer ou de remplacer le car-
Le cartilage articulaire est un tissu tilage 1ésé en associant des cellules a des

tres spécialisé et différencié. De ce fait, biomatériaux.

ses capacités de réparation sont limitées.

L’ingénierie tissulaire du cartilage est un Cela suppose notamment de choisir le

domaine en plein développement dont le biomatériau idéal, de maitriser le cycle de
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vie des cellules choisies (prolifération et
différenciation chondrogénique), d’y ad-
joindre les molécules capables de favoriser
leur croissance et d’intégrer les contraintes
mécaniques auxquelles doit se plier le nou-
veau tissu, de facon a obtenir des bioma-
tériaux fonctionnalisés qui vont posséder
des propriétés similaires au tissu natif et
donc qui pourront étre réimplantés en site
Iésionnel.

Les cellules souches mésenchy-
mateuses (CSMs) se sont révélées étre
d’excellents candidates pour 1’ingénie-
rie articulaire. Comme toutes les cellules
souches, les CSMs ont des propriétés d’au-
to-renouvellement, et de différenciation en
plusieurs types cellulaires, notamment en
chondrocytes.

Ce travail est le fruit d’une étude de fai-
sabilité dans le cadre d’un prét de matériel
et repose sur une étude morphométrique
de différenciation cellulaire par analyse
quantitative et traitements d’images 2a
contraste de phase. Cette technologie in-
novante et non-invasive permet d’observer
des échantillons biologiques en conditions
stériles, rapides et sans agent de contraste.
Elle fournit des informations quantitatives
sur le changement de phase de la lumiere
transmise selon la différence des trajets op-
tiques induits par les constituants de la cel-
lule et de 1a matrice extracellulaire (MEC).

L’analyse finale est basée sur I’étude
morphologique des CSMs en mono-
couche sur plusieurs passages successifs
et plusieurs jours en fonction du milieu de
culture (additif proline acide ascorbique

-34-

dexaméthasone) en imagerie de phase de
facon a établir une similarité entre les as-
pects morphologiques des cellules et leur
potentiel de différenciation en systeme 3D.

Mots clés : Cellules souches mésenchyma-
teuses (CSMs), différenciation, chondro-
cyte, imagerie de phase quantitative, mi-
croscopie, analyse d’images, morphologie

ABSTRACT

Articular cartilage is a highly specia-
lized and differentiated tissue. Therefore,
its capacities of repair are limited. The
tissue engineering of the cartilage is an
approach in full development, the purpose
of which is to repair or to replace the da-
maged cartilage by associating cells with
biomaterials. It requires in particular to
choose the ideal biomaterial, to master
the life cycle of chosen cells (proliferation
and chondrogenic differentiation), to add
growth factors and to integrate the mecha-
nical constraints with which the new tissue
has to comply, so as to obtain functiona-
lized biomaterials which will exert simi-
lar properties in the native tissue and thus
which can be re-implanted in the lesional
site. Mesenchymal Stem Cells (MSCs)
seem to be promising. As with all stem
cells, bone MSC have properties of auto-
renewal and differentiation into several
different cellular types, in particular chon-
drocytes.

This work is the result of a feasibility
study as a part of an equipment loan. It is
based on a morphological study of cellular
differentiation by analysis and treatment
of a series of images acquired by interfero-



metry in a multilateral gap. This innovative
and non-invasive technology allows the
observation of biological samples in ste-
rile, fast conditions and without contrast
agents. It integrates the transmitted light
passing through the cellular matt and mea-
sures the difference of the refractive index
of the various constituents of the cell and
the extracellular matrix (ECM). This index
is represented as a gap of phase with re-
gard to the transmitted light.

The final analysis is based on the mor-
phological observation of MSCs in a mo-
nolayer in imaging of phase due to medium
(added dexamethasone, proline and ascor-
bic acid) so as to establish a direct correla-
tion between the morphological aspects of
cells and their differentiation potentialities
in 3D systems.

Key Words : Mesenchymal Stem Cell,
differentiation, chondrocyte, quantitative
phase imaging, image processing, mor-
phometry, phase imaging microscopy

INTRODUCTION

Le cartilage articulaire est un tissu
tres spécialisé et différencié. De ce fait,
ses capacités de réparation sont limitées.
L’ingénierie tissulaire du cartilage est un
domaine en plein développement dont le
but est de réparer ou de remplacer le carti-
lage 1ésé en associant des cellules, choisies
en fonction de leurs capacités de différen-
ciation, a des biomatériaux.

Cela suppose notamment de choisir
le biomatériau idéal, de maitriser le cycle
de vie des cellules (prolifération, différen-
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ciation et fonctionnalisation de chondro-
cytes), d’y adjoindre les molécules et les
conditions capables de favoriser leur crois-
sance et leur différenciation. Il est égale-
ment important d’intégrer les contraintes
mécaniques auxquelles doit se plier le nou-
veau tissu, de facon a obtenir des bioma-
tériaux fonctionnalisés qui vont posséder
des propriétés similaires au tissu natif et
donc qui pourront étre réimplantés en site
Iésionnel.

Les chondrocytes, cellules du cartilage,
peuvent sembler a priori les plus adaptés
pour coloniser le biomatériau utilisé. Mais
ces cellules présentent plusieurs incon-
vénients. D’une part, leur obtention par
prélevement dans le cartilage nasal, auri-
culaire ou articulaire est un acte invasif,
ne produisant qu’une quantité réduite de
chondrocytes. D’autre part, la culture des
chondrocytes in vitro induit une perte de
leur spécificité cellulaire et tend a produire
un fibroblaste peu différencié.

Aussi de nouvelles sources de cellules
se sont révélées étre d’excellents candi-
dates : les cellules souches mésenchyma-
teuses (CSMs). Comme toutes les cellules
souches, les CSMs ont des propriétés
d’auto-renouvellement, de différenciation
et la capacité a se différencier en plusieurs
types cellulaires différents, et notamment
en chondrocytes.

Les conditions de cultures en mono-
couche restent une étape primordiale pour
favoriser une différenciation de bonne qua-
lit€. En effet, un milieu de base (DMEM),
Sérum de veau Feetal + Facteurs de crois-



sance (FGF-1 ou 2), augmente la prolifé-
ration et le potentiel de différenciation os-
téogénique et chondrogénique. De méme,
la densité d’ensemencement, le nombre
de passage ainsi que le temps de double-
ment de la population sont des limites de
la culture cellulaire dans le temps et sont
donc responsables de la variabilité du po-
tentiel de différenciation des cellules (1).

Nous proposons dans ce travail d’étu-
dier la différenciation cellulaire par ana-
lyse de séries d’images acquises par in-
terférométrie a décalage multilatéral (2).
Cette technologie, que I’on peut également
appeler «imagerie a contraste de phase»
offre la possibilité d’obtenir une informa-
tion quantitative (cf figure 1) a I’instar de
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Figure 1 : Comparatifs d’observation de CSM en

Lumiére Transmise (a) simple, DIC (b), imagerie de
phase quantitative (c) et profil d’épaisseurs optiques
lié aux angles de déphasage mesuré (d).

la microscopie Nomarski/contraste de dif-
férentes interférences (DIC). Elle fournit
des informations liées aux changements de
phase de la lumiére transmise selon la dif-
férence des trajets optiques induits par les
constituants de la cellule et de la matrice
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extracellulaire (MEC). En conséquence,
elle révele les caractéristiques morphomé-
triques de 1’échantillon biologique concer-
né, et permet d’extraire d’importants pa-
rametres biophysiques tels que la masse
séche (3), le volume optique, ’indice de
réfraction moyen intracellulaire...

Dans notre étude, les critéres mor-
phométrique (élongation, circularité, opa-
cité...) seront utilisés comme facteurs
discriminants. En effet, cette technologie
non-invasive permet d’observer des échan-
tillons biologiques en condition stérile,
rapide et sans agent de contraste exogene,
en mesurant la différence de I’indice de ré-
fraction des différents constituants et ainsi
les représenter en nuances de gris. Nous
pouvons ainsi mesurer I’épaisseur optique
réelle de chaque constituant. L’unité de
mesure s’exprime en degré, qui correspond
aI’écart de phase induit entre la MEC et un
fond référant. L’analyse finale est basée sur
I’observation morphologique des cellules
en monocouche en imagerie a contraste
de phase de facon a établir une similarité
entre les aspects morphologiques des cel-
lules et leur potentiel de différenciation en
systeme 3D. Cette approche nous a ainsi
permis de comparer 1’effet de différents
additifs dans le milieu de culture de fagon
a pré-orienter les CSMs vers une différen-
ciation chondrocytaire avant I’ensemence-
ment en biomatériaux, en sachant que les
cellules mésenchymateuses non différen-
ciées sont de petite taille et allongées. Leur
noyau ovoide est central et leur cytoplasme
peu abondant (4).



MATERIELS ET METHODES
Isolation et expansion des cellules
souches mésenchymateuses issues de
moelle osseuse humaine

Les CSMs sont obtenues a partir de
moelle osseuse prélevée lors de rempla-
cement total de hanche en collaboration
avec le Service de Chirurgie Orthopédique
et Traumatologique (Pr D. Mainard et Pr.
L. Galois) et I’Unité de Thérapie Cellu-
laire et Tissus de Centre Hospitalo-Uni-
versitaire de Nancy (UTCT, CHU Nancy).
Les échantillons sont placés dans des
tubes de 50 mL contenant 1 mL. de tampon
phosphate salin (PBS) supplémenté avec
625Ul/mL d’héparine. Les cellules nu-
cléées sont comptées et ensemencées a une
densité de 50000 cellules/cm® dans une
flasque de culture T75 a 37°C en atmos-
pheére humidifiée contenant 5% (v/v) de
dioxyde de carbone. Le milieu est changé
deux fois par semaine jusqu’a ce que les
cellules arrivent a confluence. Le milieu
utilisé pour le passage 0 au passage 2 est
une base de milieu Dulbecco Eagle modi-
fi€ avec un faible taux de glucose (DMEM-
LG 1g/mL, 31885, Gibco) supplémenté
avec 10% de sérum de veau feetal (FBS,
Sigma), 1 ng/mL de bFGF/(RD), de la glu-
tamine et de la pénicilline-streptomycine
(Gibco). Lorsque les cellules adhérentes
ont atteint environ 80% de confluence,
les cellules souches mésenchymateuses
sont trypsinisées et réensemencées a une
densité de 0,5x107 cellules/flasque. Au
cours du dernier passage, avant I’ensemen-
cement dans des biomatériaux (passage 3),
les cellules sont cultivées avec du milieu de
différenciation composé de DMEM 4,5 g/
mL de glucose, additionné de pyruvate de
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sodium (110pug/mL), de bFGF (1 ng/mL),
de pénicilline-streptomycine, de proline
(P), d’acide L-ascorbique-2-phosphate (A)
et de dexaméthasone (D).

Imagerie a Contraste de Phase

Pour ces travaux nous avons utilisé un
systeme d’acquisition composé d’un mi-
croscope optique inversé Olympus IX70
muni d’un objectif 20x (0.4 NA) autori-
sant une imagerie en lumiére transmise
et muni d’un port caméra de type mon-
ture C sur lequel nous avons installé une
caméra SID4bio de la société Phasics S.A.
Cette caméra dispose d’une matrice de
1600x 1200 pixels de 7,4 mm?. Elle couvre
une gamme de longueur d’onde du proche
UV a l’infrarouge (350 a2 1100nm) et est
utilisée comme un capteur de front d’onde
basé sur I’interférométrie a décalage mul-
tilatéral (5) dont I’image résultante sera de
396 x 296 pixels. Cette technique mesure la
différence de chemin optique introduite par
le matériel biologique en référence a une
image acquise au préalable, appelée inter-
férogramme de référence. Cette référence
est en quelques sortes la fonction de trans-
fert optique du systéme. Par déconvolution
de I’image de 1’objet avec cette référence,
le logiciel d’acquisition SID4 recalcule
une image d’intensité en lumiére trans-
mise, une imagerie DIC dont on peut faire
varier I’angle d’interférence, et une image
a contraste de phase qui est en quelques
sortes un projeté de tous les angles d’inter-
férence/déphasage mesurés en fonction de
I’indice réfraction (ou épaisseur optique)
des matériels biologiques traversés. La
dynamique de I’image est de 32 bits en rai-
son des valeurs décimales positives, néga-



tives ou nulles des déphasages mesurés (cf
figure 1c et 1d représentant en nuances de
gris le profil de déphasages successifs in-
duits par une cellule en lumiére transmise).

ANALYSE D’IMAGE QUANTITATIVE

Nous avons fait le choix de ne pas uti-
liser les informations d’épaisseur optique
ou de calcul de matiere seche, les indices
de réfraction de chacun des constituants de
la cellule et de la matrice extracellulaire
n’étant a ce jour pas connus. Nous avons
utilisé les informations quantitatives des
nuances de gris ainsi que les parametres
morphométriques pour montrer 1’orien-
tation de cellules souches mésenchyma-
teuses en chondrocytes.

Nous avons choisi Image J (6), un
logiciel libre de droits, comme outil pour
I’analyse et le traitement des images.
Cependant, tous les logiciels permettant
un travail sur I’image possedent les algo-
rithmes utilisés et décrits dans ce travail.

Dans un premier temps, nous avons
appliqué a chaque image une série d’algo-
rithmes qui ont eu pour effet d’améliorer le
contraste, la netteté et d’optimiser la répar-
tition des niveaux de gris pour que chaque
image puisse étre comparée 1’'une a 1’autre
(cf figure 2).

Une valeur de déphasage (cf figure 1d)
nulle indique que le fond de I’'image est
similaire a I’interférogramme de référence.
Une pente de déphasage négatif est lie a la
présence d’un indice de réfraction supplé-
mentaire donc que I’épaisseur optique aug-
mente tandis qu’une pente positive indique
une diminution de cet indice. A I’interface,
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Figure 2 : Clichés représentant les différentes étapes
de traitement de I’image pour rehausser le contraste
et améliorer la détection de contour en vue d’obte-
nir une région d’intérét la plus fidele possible a
I’occupation de la cellule et de sa matrice extracel-
lulaire. (a) image brute ; (b) apres normalisation des
valeurs quantitatives de déphasage ; (c) déflouage de
I’image ; (d) rehausse de contraste ; (e) inversion de
lut pour une meilleure appréciation de la dynamique ;
(f) régions d’intéréts avec un rendu plus fidele aux
contours des cellules

on peut observer un artéfact (changement
de pente) directement lié a la diffusion de
la lumiere non cohérente en transmission
et qui crée un halo. Cela a pour incidence
de fausser la délimitation de la cellule et
donc de sa taille. Comme nous pouvons
I’observer sur la figure 2, différentes étapes
successives ont été nécessaires pour dis-
criminer le contour des cellules de fagon
exhaustive. Nous avons appliqué un chan-
gement d’origine de 1’amplitude de ces ni-
veaux de gris (figure 2b) pour s’affranchir
de ce phénomene de diffusion pour chaque
pixel de I’image selon la formule suivante :

Vfinal Xy = Abs (Vlnltlal Xy - Vmax)

Avec Vxy la valeur d’un pixel, Abs() le
calcul de la valeur absolue et Vmax la va-
leur maximum atteinte pour un pixel sur
I’image et correspondant a cette brillance
artéfactuelle.



Une seconde étape a consisté a appli-
quer un filtre de type passe-haut qui a pour
conséquence d’accentuer le contraste et
améliorer les bords en soustrayant une
version floue de 1’image a son originale. 11
s’agit d’un algorithme mathématique appe-
1é «Unsharp Mask ou USM » qui s’utilise
en calcul matriciel en définissant le rayon
de flou gaussien (augmente le contraste de
fagon proportionnel) et le poids du masque
ou force du filtrage dont I’augmentation
rehausse les bords. Nous avons utilisé les
parametres (figure 2¢) : Radius 2.0 Mask
Weight 0.70.

Grace a ce traitement de 1’image, le
détourage cellulaire est rendu aussi plus
simple tandis que les zones semi-trans-
parentes contenues dans la matrice extra-
cellulaire rendent le seuillage impossible.
Les contours exacts des cellules (figure
2f) définissent des régions d’intérét dont
nous pouvons extraire des critéres mor-
pho-géométriques comme 1aire, la circu-
larité (rondeur de la cellule), 1a mesure de
I’¢élongation cellulaire (aussi appelé A.R.
pour aspect ratio qui est le rapport entre
I’axe majeur elliptique et I’axe mineur el-
liptique). Pour une région d’intérét (ROI)
donnée, nous calculons la somme de tous
les niveaux de gris de la fagon suivante :

JVROI =fAbS (Vlnltlal X,y = Vmax) - (Vmin*Aire ROI)

Avec Vxy la valeur d’un pixel, Abs()
le calcul de la valeur absolue, Vmax la va-
leur maximum atteinte pour un pixel sur
I’image et correspondant a cette brillance
artéfactuelle, Vmin 1a valeur seuil rehaussée
due a la normalisation et Aireror I’aire de
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la région d’intérét (ROI) donnée (une cel-
lule détourée). Cette valeur vraie obtenue,
nous utilisons d’autres critéres morphomé-
triques basés sur 1’analyse des niveaux de
gris vrais tels que le niveau de gris moyen,
I’écart-type des niveaux de gris, la va-
riance.

RESULTATS

Apres avoir appliqué différents filtres
successifs pour améliorer le contraste puis
la netteté de 1’image, 1’analyse s’est dérou-
1ée selon plusieurs méthodes en vue d’auto-
matiser le résultat du traitement. La figure
3 est une illustration des étapes successives

.

Figure 3 : Images représentatives des différents pas-
sages successifs (P1, P2, P3), et de I'influence du
PAD (proline, acide ascorbique et dexaméthasone)
en « imagerie de phase quantitative » en comparaison
avec des chondrocytes en passage 0, pour montrer un
changement morphologique des CSMs (pré-difté-
renciation chondrocytaire) en fonction du temps de
culture (J1, J2, J3, J4)

de culture cellulaire nécessaires selon les
jours (J1 ; J2 ; J3 ; J4 en abscisses) et
selon les passages (Pl ; P2 ; P3PAD en
ordonnées) pour orienter les CSMs vers
la différenciation chondrogénique. Pres
de 24 parametres résultants de combinai-



sons de criteres morphométriques ont été
évalués sur plus de 100 images représen-
tatives de cellules souches mésenchyma-
teuses issues de quatre patients différents.
Quatre de ces parametres se sont révélés
discriminants dans 1’analyse de ces images
pour chaque étape correspondant a chaque
image de la figure 3. La synthese gra-
phique de ces résultats sont reproduits sur
la figure 4 en deux parties : (4a) les criteres
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Figure 4 : Orientation des cellules souches mésen-
chymateuses (1point = 1 cellule) selon les jours suc-
cessifs de cultures cellulaires (gradient de couleur
vert J1 ; jaune J2 ; Bleu J3 et violet J4 et plus) et selon
les passages successifs (P1 ; P2 ; P2PAD ; P3PAD)
vers la différenciation chondrocytaire (référence en
rouge) — (a) criteres morphométriques mettant en
relation des variables caractérisant la forme, le rap-
port aire-circularité de chaque cellule, en fonction de
variables représentant 1’intensité globale (b) criteres
morphométriques mettant en relation des variables
caractérisant la forme, la circularité, en fonction de
variables représentant la variance relative de 1’inten-
sité de chaque cellule.

morphométriques mettant en relation des
variables caractérisant la forme, le rapport
aire-circularité de chaque cellule, en fonc-
tion de variables représentant leur intensité
globale ; (4b) les critéres morphométriques
mettant en relation des variables caractéri-
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sant la forme, la circularité, en fonction de
variables représentant la variance relative
de ’intensité de chaque cellule. Chaque
point représente une cellule ; chaque cou-
leur représente un jour de culture cellulaire
(vert J1 ; jaune J2 ; Bleu J3 et violet J4
et plus). Les points rouges sont identiques
quelque soit le graphique respectivement
pour les figures 4a et 4b, puisqu’ils repré-
sentent les chondrocytes comme cellules
“de référence”. Pour chaque nuage de
points, nous avons calculé une courbe de
tendance linéaire pour mieux apprécier la
répartition de population selon les criteres
retenus. Chaque graphique correspond aux
passages successifs (P! ; P2 ; P2PAD ;
P3PAD) de la gauche vers la droite pour
montrer la progression du processus. Ainsi
on peut constater que chaque population
tend un peu plus chaque jour et selon les
passages successifs vers une morphologie
chondrocytaire (fleches rouges). Ce phé-
nomene est accentué par 1’adjonction de
PAD apres quoi on ne peut pratiquement
plus distinguer les populations selon ces
mémes criteres morphométriques. Nous
avons donc réussi a montrer quantitative-
ment et qualitativement une orientation
cellulaire des CSMs vers la différencia-
tion chondrocytaire corroborée par deux
méthodes de discrimination utilisant des
combinaisons de parametres différents. La
figure 5 est un montage d’images illustrant
ces résultats, selon les jours successifs de
culture cellulaire (en abscisse : J1 ; J2 ;
J3 ; J4 et plus) et selon les passages suc-
cessifs (en ordonnées : P1 ; P2 ; P3PAD).



Figure 5 : Effet du PAD lors du passage P3 en fonc-
tion du nombre de jours de culture des CSMs (J1, J2,
J3et J4), en comparaison avec des chondrocytes en
passage 0 : Images représentatives des différents pas-
sages successifs (P1, P2 et P3), et de I'influence du
PAD (proline, acide ascorbique et dexaméthasone)
en «imagerie de phase quantitative» pour montrer
un changement morphologique des CSMs (pré-diffé-
renciation chondrocytaire).

DISCUSSION

Plusieurs techniques chirurgicales, no-
tamment des greffes de chondrocytes, sont
capables de restaurer le cartilage. Elles se
heurtent toutefois a de nombreuses limites:
difficulté de mise en ceuvre, réparation par-
fois médiocre du tissu 1ésé, variabilité de
la réponse des patients. Ainsi, de nouvelles
techniques d’ingénierie sont en développe-
ment. Le principe de I’ingénierie tissulaire
du cartilage consiste a utiliser un bioma-
tériau en tant que matrice, a I’ensemencer
avec des cellules appropriées et a y ajou-
ter des molécules biologiquement actives
(facteurs de croissance) permettant aux
cellules de se différencier et se multiplier
vers le tissu a régénérer.

Un certain nombre de parametres reste
incontournable, comme le choix des cel-
lules ainsi que le choix des biomatériaux.
A T’heure actuelle, ’utilisation des CSMs
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présente une bonne alternative a I’utilisa-
tion des chondrocytes de par leur obtention
facile ainsi que leur grand potentiel de dif-
férenciation (7).

Il est cependant trés important d’éva-
luer le potentiel de différenciation des
CSMs de chaque patient de facon a stan-
dardiser et a optimiser la chondrogenese
en biomatériaux et I’implantation par la
suite d’un implant de bonne qualité en
site articulaire Iésionnel. Banfi et col. ont
d’ailleurs mis en évidence des variabilités
importantes du potentiel de différenciation
des CSMs en fonction de la densité d’en-
semencement (1), du nombre de passage
ainsi que du temps de doublement de la
population. La différenciation chondrogé-
nique des CSMs est également dépendante
de I’age du patient, ainsi que de la quantité
de cellules prélevées (8).

Des études antérieures réalisées au la-
boratoire ont également démontré qu’une
pré-orientation chondrogénique avec un
cocktail de facteurs (dexaméthasone, pro-
line, acide ascorbique) lors du troisieéme
et dernier passage en monocouche était
essentiel a une différenciation des CSMs
de bonne qualité par la suite (9, 10). Ces
résultats sont en accord avec ceux de Jiir-
gen (11) qui utilisent également I’acide as-
corbique et la dexaméthasone tout au long
de la culture en monocouche pour obtenir
une différenciation chondrocytaire.

Ce travail a donc pour but de dévelop-
per une technique basée sur 1’étude mor-
phologique de différenciation cellulaire
par analyse d’images a contraste de phase.



Nous avons donc pu suivre quotidienne-
ment, tout au long de la culture en mono-
couche, 1’aspect morphologique des cel-
lules récupérées en fonction des passages.
Nous avons ainsi pu suivre les change-
ments morphologiques résultant de 1’ajout
du PAD lors du passage 3, en comparaison
avec des chondrocytes. Les chondrocytes
nous ont servi de témoin de morphologie
d’une cellule tres différenciée (de forme
hexagonale), en comparaison avec des
cellules dites indifférenciées comme les
CSMs (de forme fibroblastique trés allon-

gée).

Nous avons pu obtenir, grice a cette
technologie innovante, non-invasive et sté-
rile des informations quantitatives sur le
changement de phase de la lumiére trans-
mise selon la différence des trajets optiques
induits par les constituants de la cellule et
de 1a matrice extracellulaire (MEC).

Nous avons donc pu quantifier les dif-
férences morphologiques entre les CSMs
en passage 1 et 2 et les CSMs en passage
3 avec I’ajout du PAD. Clairement, les
cellules passent d’un aspect trés allongé
et orienté a un aspect plus hexagonal, se
rapprochant de la morphologie du chon-
drocyte (cellule de référence), avec 1’ajout
du PAD. Nous avions déja remarqué dans
de précédentes études que ce changement
morphologique était essentiel a une diffé-
renciation chondrocytaire de bonne qualité
en systeme 3D.

Ce changement morphologique, quan-
tifiable par cette technique, permet donc
d’évaluer le potentiel de différenciation
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des CSMs avant la mise en biomatériaux et
offre donc un outil de contrdle qualité pour
I'utilisation des cellules récupérées. Ce
parametre est extrémement important en
ingénierie tissulaire du cartilage puisqu’il
permettrait de gagner un temps considé-
rable pour I’implantation d’un biomatériau
fonctionnalisé de bonne qualité au sein
d’une lésion. Il serait bien évidemment
souhaitable d’établir un seuil acceptable de
réponse au PAD et donc d’établir un seuil
de prédifférenciation chondrocytaire de
facon a adapter les conditions de culture,
comme par exemple un temps de culture
plus long, pour les cellules les moins ré-
pondantes au PAD.

Cet outil, basé sur de 1’observation
simple, rapide, non invasive, offre éga-
lement de nombreuses possibilités pour
d’autres types cellulaires, dans d’autres
applications et pour une plus grande ro-
bustesse, mériterait d’étre couplé a une ap-
proche statistique pour réaliser une analyse
en composante principale, compte-tenu du
nombre de parametres morphométriques.
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ABSTRACT

Our laboratory uses experimental mo-
dels such as the C57Bl/6 wild-type mouse
to study the possible neurotoxic impact
of chemical substances ingested chroni-
cally, such as pesticides or nanomaterials
(NM). They are suspected to participate
in the occurrence of some neurodegenera-
tive diseases. More precisely, to verify the
hypothesis of a first impact of these chemi-
cals on the enteric nervous system present
in the gut, we have set up a protocol for
glial and neuronal basic detection using
immunohistochemistry. Here we report
how it is possible to use this approach to
evaluate the impact of chronically ingested
chemicals on the enteric nervous system,
by introducing quantitative measurements
of these neuronal and glial markers.
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RESUME

Pour évaluer le role de substances
chimiques potentiellement neurotoxiques,
comme les pesticides ou certains nano-
matériaux (NM), dans les maladies neu-
rodégénératives humaines associées a
I’a-synucléine (maladie de Parkinson,
démence a corps de Lewy, atrophie mul-
ti-systématisée), notre laboratoire s’appuie
sur I’étude d’expositions réalistes notam-
ment par voie alimentaire, menées sur des
analogues expérimentaux tels que la sou-
ris C57B1/6. En effet, dans les hypotheses
les plus récentes du développement de ces
maladies, un déclenchement précoce d’un
processus neurodégénératif a été suggéré
dans le systéme nerveux présent dans le
tube digestif, représentant le premier com-
partiment nerveux avec lequel les subs-



tances chimiques ingérées pourraient inte-
ragir et exercer un potentiel neurotoxique.
Dans ce contexte, il convient en premier
lieu de caractériser le systéme nerveux en-
térique (SNE) dans sa composition gliale
et neuronale. Ainsi, nous rapportons ici la
mise en place des protocoles de détection
immunohistochimique des astrocytes et
des neurones, ainsi que la démarche quan-
titative développée pour permettre d’étu-
dier un impact neurotoxique dans le SNE.

INTRODUCTION

La maladie de Parkinson (MP) est une
maladie neurodégénérative progressive
d’origine multifactorielle. Elle est caracté-
risée par une longue période préclinique,
c’est-a-dire sans les symptomes moteurs
classiques, au cours de laquelle cependant
des modifications cellulaires et molécu-
laires se produisent et se propagent dans le
cerveau. En revanche certains symptomes
non moteurs comme les dysfonctionne-
ments gastro-intestinaux se produisent
dans les premiers stades de la maladie et
de facon remarquable, a ce stade précoce,
des agrégats d’alpha-synucléine (ASYN),
marqueur classique de la maladie de Par-
kinson, ont été décrits dans le systeme
nerveux entérique (SNE) du tube digestif
des patients (2). Ces études histologiques
suggerent que le processus pathologique
progresse selon un mode spatio-tempo-
rel, du SNE vers le cerveau (6). Dans ce
contexte, notre laboratoire étudie le role
de substances chimiques potentiellement
neurotoxiques, comme les pesticides (12)
ou certains nanomatériaux (NM), dans les
maladies neurodégénératives humaines
associées a l’a-synucléine (maladie de
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Parkinson, démence a corps de Lewy,
atrophie multi-systématisée). Nos travaux
s’appuient sur 1’étude d’expositions réa-
listes notamment par voie alimentaire, me-
nées sur des analogues expérimentaux telle
que la souris C57Bl/6. Pour tester 1’hypo-
theése d’une réponse neurotoxique au sein
du SNE il convient d’étudier de fagon sys-
tématique I’histologie du tube digestif des
souris et en particulier le compartiment
nerveux. Dans ce but, nous avons établi
un référentiel d’expression de marqueurs
neuronaux et gliaux, a 1’aide d’anticorps
spécifiques des cellules gliales (GFAP) et
neuronales (NeuN). Nous rapportons ici
la possibilité d’utiliser ce référentiel pour
étudier I’impact possible d’une exposition
a des agents chimiques sur le comparti-
ment du SNE par immunohistochimie, en
appliquant une méthode de quantification
assistée par ordinateur.

Le systeme nerveux entérique (SNE)
L’ensemble des fonctions intestinales
sont régulées grice au systéme nerveux
entérique. Il est composé de deux types
d’innervations. L’innervation extrinseque,
en rouge sur la figure 1, qui désigne les
prolongements axonaux provenant des
neurones du systéme nerveux central
(SNC) (innervation sympathique et para-
sympathique) et se projetant sur les neu-
rones du SNE. Une innervation intrin-
séque, la plus abondante, qui consiste en
des prolongements nerveux issus des neu-
rones interconnectés, en bleu sur la figure
1, formant un réseau dense appelé plexus
nerveux. L’intestin comporte deux plexus,
le plexus myentérique (PM) et le plexus
sous muqueux (PSM). Le PM (ou plexus
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Figure 1 : Schéma d’une coupe transversale de tube
digestif présentant I’ organisation du systéme nerveux
entérique d’aprés Rescigno Mucosal Immunology
2008.

luqueuse

Sous-muqueuse

d’ Auerback), localisé entre les couches
musculaires longitudinales et circulaires de
la musculeuse, est responsable du controle
moteur. Le PSM (ou plexus de Meissner),
situé entre la couche musculaire circulaire
et la sous muqueuse intervient dans la ré-
gulation des sécrétions gastro-intestinales
et du débit sanguin local. Le PM et le PSM
se présentent comme un maillage serré de
faisceaux de fibres nerveuses présents en
continu sur ’ensemble du tractus digestif.
Les ganglions du PM sont en général plus
volumineux et possédent plus de neurones
que ceux du PSM. Ce tissu nerveux est
individualisé au sein de la paroi du tube
digestif, par une lame basale et une enve-
loppe inconstante de cellules interstitielles
et conjonctives permettant aux neuromé-
diateurs et aux hormones d’agir sur le tissu
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nerveux de facon paracrine. D’ailleurs,
beaucoup de neuromédiateurs entériques
sont des molécules de petite taille, comme
la noradrénaline, 1’acétylcholine (ACh), la
sérotonine (SHT), des peptides (substance
P, neurokinine A, vasointestinal peptide
(VIP), calcitonine gene-related peptide
(CGRP), la somatostatine (Som)), des
bases puriques (adénosine, adénosine tri-
phosphate (ATP)) voire des gaz (protoxyde
d’azote (NO)).

Les cellules neuronales

Chez ’Homme, au sein du SNE, le
nombre total de neurones est estimé jusqu’a
200 millions (3). Quatre types neuronaux
sont décrits et expriment un ou plusieurs
neuromédiateurs. Les neurones sensoriels
répondant aux stimuli mécaniques (dé-
formation de la muqueuse) et chimiques
(variation du pH intraluminal) sont le
plus souvent cholinergiques et expriment
également le CGRP. Les interneurones
modulateurs ascendants et descendants
de la muqueuse sont complexes et expri-
ment plusieurs neuromédiateurs ACh/SHT
voire ACh/NO/VIP/Som. Les neurones
sécrétomoteurs agissent sur les artérioles
et modulent I’activité glandulaire parié-
tale du tube digestif, les neurones moteurs
agissent sur la musculeuse circulaire ou sur
la musculeuse longitudinale. Ces motoneu-
rones sont soit excitateurs (cholinergiques)
ou inhibiteurs (nitrergiques) et peuvent
exprimer également le VIP ou I’ATP. Chez
I’Homme, 90 % des neurones sont choli-
nergiques ou nitrergiques ; identifiables
par immunohistochimie a I’aide d’anti-
corps dirigés contre I’enzyme de synthese
de 1’acétylcholine (choline acetyltransfe-



rase, ChAT) et de ’oxyde nitrique (nitric
oxide synthase, NOS), il semblerait qu’une
minorité de neurones co-expriment ces 2
marqueurs. De fagon notable la proportion
de neurones cholinergiques décroit de 1’es-
tomac vers le colon, et inversement pour la
proportion de neurones nitrergiques. Dans
Iintestin gréle, il y aurait environ 60 %
de neurones cholinergiques pour environ
30 % de neurones nitrergiques. Ces 2 types
de neurones peuvent co-exprimer par ail-
leurs le VIP identifié par immunohistochi-
mie (IHC) a I’aide d’anticorps anti-VIP.
De fagcon beaucoup moins présente, cer-
tains neurones du SNE identifiés a 1’aide
d’un anticorps anti-tyrosine hydroxylase
(TH), identifiant 1’enzyme de synthese
des catécholamines (noradrénaline, adré-
naline, dopamine), sont dopaminergiques.
De facon notable, la nature neurochimique
des neurones et leur proportion varie en
fonction des especes. Ainsi le VIP est tres
peu présent au sein des neurones du SNE
de la souris. En conséquence la mise en
place d’un moyen simple mais sensible
d’identifier un impact neurotoxique sur ce
compartiment neuronal est difficile. C’est
pourquoi pour contourner cette spécificité,
nous avons opté pour mettre en évidence
les neurones du SNE par THC a ’aide de
marqueurs neuronaux plus génériques. Le
plus souvent, les anticorps utilisés sont
dirigés contre des marqueurs métaboliques
ou constitutionnels des neurones comme
par exemple le NSE (Neuron Specific Eno-
lase), le NF (Neurofilament), ou le NeuN
(Neuronal nucleus). Dans notre étude nous
avons retenu en premiere intention, 1’uti-
lisation de 1’anticorps NeuN, en espérant
faciliter le comptage des neurones sur la
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base des noyaux marqués spécifiquement.

Les cellules gliales entériques (CGE)

Les cellules gliales ont été décrites des
1891 par Dogiel (9), qui a noté la présence
de cellules satellites nucléées a proximité
des neurones entériques. Ces cellules,
considérées comme les astrocytes du tube
digestif, sont reconnaissables par leur
forme étoilée et leurs extensions. Elles
peuvent étre mises en évidence par [HC a
I’aide d’un anticorps anti-Glial Fibrillary
Acidic Protein (GFAP). Quatre fois plus
nombreuses que les neurones, elles sont
localisées le long des fibres nerveuses, en
périphérie des corps cellulaires neuronaux
ainsi qu’au contact intime avec le pdle ba-
sal de I’épithélium digestif comme avec les
vaisseaux de la sous muqueuse comme il-
lustré en violet dans la figure 1. Il n’y a que
peu de travaux décrivant précisément ces
cellules et leurs fonctions. Cependant il est
admis qu’elles exercent des fonctions phy-
siologiques équivalentes a celles présentes
au sein du SNC : fonctions trophiques, de
soutien mécanique, cytoprotection, régu-
lation de I’activité neuronale en assurant
notamment la synthese des précurseurs de
neuromédiateurs (7). Si les CGE liées aux
plexus nerveux participent a la régulation
de la neurotransmission, les autres CGE
jouent un réle prépondérant dans le main-
tien de la barriere muqueuse épithéliale
comme I’a montré un modele de souris
transgénique ne présentant plus de cellules
gliales dans le SNE (14). Enfin, les CGE
participent a la réponse inflammatoire (en
sécrétant des cytokines) comme a la diffé-
renciation des cellules souches en entéro-
cytes. Nous avons choisi d’utiliser cet anti-



corps anti-GFAP pour mettre en évidence
les CGE dans le SNE de la souris.

Les nanomatériaux manufacturés (NM)
Les nanomatériaux  manufacturés
(NM) sont produits intentionnellement
pour leurs propriétés particulieres, dans
le cadre des nanotechnologies. Les NM
constitués d’une tres grande diversité de
nanoparticules, - en taille, forme, nature
des atomes qui les constituent -, montrent
en effet a cette échelle de dimension (entre
1 et 100nm) des propriétés physico-
chimiques spécifiques offrant des applica-
tions nouvelles dans des secteurs d’activité
variés : électrique, catalytique, mécanique,
optique, biologique... Ces potentialités
nouvelles sont ainsi susceptibles de lever
des verrous technologiques aussi bien dans
le secteur de la santé, de 1’énergie, de 1’en-
vironnement, du transport ou de la com-
munication, et en conséquence ont suscité
I’enthousiasme des industriels pour ces
produits. L’essor considérable des nano-
technologies peut se mesurer par les nom-
breux produits aujourd’hui commercialisés
dans divers secteurs tels que le batiment,
I’automobile, I’emballage, la chimie,
I’environnement, 1’énergie, le bien-étre, la
cosmétologie, I’alimentation, issues du dé-
veloppement de 1’'usage de nanomatériaux
; sans oublier les applications médicales,
en particulier dans le diagnostic, le traite-
ment des cancers, I’imagerie moléculaire,
la chirurgie, les dispositifs médicaux et
I’ingénierie tissulaire. En France, le recen-
sement annuel obligatoire (R-nano) des
NM permet d’identifier que les plus cou-
rants sont composés de carbone (nanotube,
fulleréne), de dioxyde de silice, carbonate
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de calcium, dioxyde de titane et d’oxyde
d’aluminium (5). En parallele de cet es-
sor, les nanotechnologies soulévent aussi
des interrogations d’ordre scientifiques et
sanitaires notamment sur leur impact sur
la santé et I’environnement. L'usage des
nanomatériaux dans les produits courants
cités ci-dessus conduit a une exposition
humaine par inhalation, ingestion, contact
cutané ou encore une combinaison de ces
voies. Si plusieurs travaux ont déja pu iden-
tifier une atteinte possible des voies respi-
ratoires ou cardio-vasculaires, en revanche
tres peu d’études se sont intéressées a une
atteinte possible du cerveau en dépit du
fait qu’il soit une cible potentielle vis-a-vis
d’un effet nanotoxique (4, 5). C’est dans
ce contexte que 1’unité maladies neurodé-
génératives (MND) de I’ANSES de Lyon
a initié une série d’expositions a des NP
dans des modeles in vivo, en vue d’étudier
plus précisément I’impact possible de ces
NM sur les compartiments nerveux.

MATERIELS ET METHODES
Animaux
Des souris femelles de la lignée

C57B1/6 (Laboratoire Charles River, L’ Ar-
bresle) (5 a 7 souris par groupe) ont été
exposées par voie orale en continu sur 18
mois a deux nanomatériaux, le dioxyde de
titane et le dioxyde de silice présents a une
concentration de 30pg/mL dans leur eau de
boisson quotidienne. Un groupe controle
consiste en des animaux exposés a une
eau de boisson habituelle sans ajout de
NP. Les expérimentations ont été menées
au sein de la plateforme d’expérimentation
de ’ANSES de Lyon, apres 1’obtention
d’un avis favorable du comité d’éthique



(ComEth Anses/ENV Maisons Alfort/
UPEC, N°11-0042) et dans le respect de la
réglementation francaise et européenne en
vigueur.

Nanomatériaux étudiés

Le dioxyde de titane (TiO2) (85% ana-
tase, 15 % rutile, 22nm) et le dioxyde de
silice (Si0,) (5-35nm, stable a pH 7) ont
été choisis pour leur usage courant dans
I’industrie alimentaire notamment comme
agent blanchissant pour le titane et comme
antiagglomérant pour la silice. Ces NP ont
été fournies dans le cadre d’un parrainage
de 1’Organisation de coopération et de dé-
veloppement économiques (OCDE) et sont
exactement les mémes que celles utilisées
a I’échelle européenne dans le cadre d’une
action conjointe Nanogenotox (Www.na-
nogenotox.eu) visant a étudier le potentiel
génotoxique de ces particules. Une solu-
tion mere est préparée selon un protocole
de référence établi par Nanogenotox. Les
solutions sont diluées au 1/20°*™ dans une
solution d’albumine bovine sérique (BSA)
a 0,05 % filtrée, dispersés par 1’application
de 3 cycles d’ultra-sons de 24 min a 500W
afin d’éviter la formation d’agrégats. Puis
la solution mere est diluée dans I’eau du
robinet pour remplir les biberons des
souris d’une solution concentrée en NP a
30pg/mL.

Préparations histologiques

A Tlissue des 18 mois d’exposition,
I’expérience est arrétée. Le cerveau et les
organes périphériques des animaux sont
prélevés puis fixés dans une solution tam-
ponnée de formol a 10%. Les intestins
sont prélevés entre le duodénum et I’iléon
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Figure 2 : Préparation des intestins de souris.
A. Repérages anatomiques,

B. Aspect d’un bloc de paraffine apres application de
la méthode du Swiss—roll. Clichés Anses Lyon.
toute leur longueur, le contenu est rincé a
I’aide de tampon phosphate (0.1M) salin
(0,09 %), puis l’intestin est enroulé sur
lui-méme selon la technique du Swiss-
roll (11) et mis a plat dans une cassette
d’inclusion. Apres 48h de fixation mini-
mum, les organes sont ensuite inclus en
paraffine selon un protocole de routine a
I’aide d’un automate. A partir des intestins
inclus en blocs de paraffine, des coupes de
5um d’épaisseur sont recueillies sur lames
de verres chargées positivement (X-Tra,
Surgipath) puis séchées 1h a 37°C. Pour
les mises au point liées a cette étude, des
coupes de cerveau de souris ont été éga-
lement utilisées comme tissu de référence
pour I’expression des marqueurs gliaux et
neuronaux.

Immunohistochimie

Avant d’étre colorées, les coupes histolo-
giques sont déparaffinées et réhydratées
a l’aide d’un automate selon un proto-
cole classique de routine. Les différents
anticorps primaires (Ac I) utilisés dans le
cadre de cette étude sont présentés dans le
tableau I. Un démasquage antigénique a été
nécessaire uniquement pour la détection de
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Tableau I : Récapitulatif et caractéristiques des Ac
utilisés dans cette étude.

la protéine Rbfox3 par 1’anticorps NeuN.
Il consiste en un traitement thermique au
four micro-ondes dans du tampon citrate
10mM (pH 6,2) (S5min puissance maxi-
mum puis Smin position décongélation).
La mise en ceuvre du protocole de détec-
tion par IHC est identique pour les 2 anti-
corps primaires et suit le principe appliqué
pour les coupes d’encéphales tels que déja
publié précédemment (8). En premier lieu
les peroxydases endogenes sont bloquées
dans un bain d’eau oxygénée a 3 %. Afin
de limiter les réactions non spécifiques,
une saturation est effectuée a I’aide d’une
solution bloquante du commerce (Bloc-
king reagent, Roche) diluée selon les re-
commandations du fournisseur au 1/10°™
dans du tampon d’acide maléique (pH 7,5).
L’ Ac I dilué dans du tampon phosphate salin
(PBS 0,1 M et NaCl 0,09 %) et 0,1 %Triton
(X-100) est alors déposé et incubé une
nuit en chambre humide a température
ambiante (TA). En parallele, en guise de
contrdles, des coupes de tube digestif sont
exposées a un sérum normal (SN) de lapin,
en lieu et place des Ac I, pour vérifier la
spécificité des signaux détectés. Apres une
nouvelle étape de saturation qui précede le
dépdt d’Ac II (Ac anti-lapin biotinylé) di-
lué au 1/200% dans du PBS 0,1 M et NaCl
0,09 % + 0,1% Triton X100, les lames sont
incubées 1 a 2h en chambre humide a TA.
Le complexe ABC (Vector) est utilisé afin
d’amplifier le signal ; il correspond au
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complexe Avidine-Biotine (ABC), pré-in-
cubé (30min a 1h) a TA dans 1’obscurité,
puis déposé 30min dans 1’obscurité a TA.
L’avidine sur laquelle sont fixées les bio-
tines du complexe ABC se couple a la bio-
tine pour amplifier le signal. La présence
de HRP (horse radish peroxydase) dans le
complexe ABC permet la révélation de la
présence d’antigéne par 1’oxydation d’un
substrat de I’enzyme. Nous avons utilisé
la diaminobenzidine (DAB, peroxydase
substrate kit, Clinisciences) intensifiée
au chlorure de nickel (dépdts noiratres).
Aprés un dernier ringage, 1’application
d’hématoxyline aqueuse permet la colora-
tion du tissu. Enfin aprés déshydratation,
le montage des lames s’effectue a la résine
(Eukitt) a I’aide d’une colleuse de lames.
Apres séchage, les lames sont observées
a ’aide d’un microscope Olympus BX51
équipé d’une caméra numérique et couplé
a une station d’analyse d’image équipée
des logiciels Mosaic et Morpho Strider
(Explora Nova). Ces logiciels permettent
non seulement la capture d’images mais
aussi leur traitement en vue de quantifier
les immunomarquages observés.

Quantification des cellules gliales

Pour la quantification des cellules
gliales, nous avons d’abord appliqué une
approche visuelle, en faisant référence a
une échelle semi-quantitative (figure 3A),
qui permet d’attribuer un score d’intensité
de marquage compris entre 1 (marquage
faible) et 4 (marquage treés fort). Le score
0 n’existe pas, la GFAP étant exprimée
a I’état basal dans 1’ensemble du SNE
comme c’est le cas dans le cerveau. La
quantification de I’intensité des marquages
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Figure 3 :

A. : Echelle de score appliquée a la quantification
d’un immunomarquage a la GFAP dans le SNE.

B. : Mesure automatique de la surface (en rouge) cor-
respondant au marquage spécifique de la GFAP.

C. : Mesure automatique de la surface (en bleu) cor-
respondant au plexus nerveux identifié par le mar-
quage spécifique NeuN. Le comptage du nombre de
neurones reste manuel.

est effectuée sur la portion du jéjunum. Au
sein d’un méme groupe, les scores sont re-
cueillis pour chaque souris et le score rap-
porté par groupe représente une moyenne.
En parallele nous avons utilisé le logiciel
Morpho Strider en vue de standardiser et de
préciser I’approche quantitative. Pour cela,
la quantification est appliquée apres cap-
ture d’images a 1’objectif x10 de portions
de jéjunum représentatives. La surface de
la musculeuse est délimitée et sélectionnée
comme région d’intérét (pointillés rouges
sur la figure 3B). Au sein de ce comparti-
ment ainsi délimité, le logiciel permet de
sélectionner directement par segmentation
des couleurs les dépdts colorés correspon-
dant au marquage que 1’on souhaite quan-
tifier (apparait en rouge dans la figure 3B).
Nous avons choisi de mesurer la surface
totale de ce marquage spécifique par rap-
port a la surface totale de la musculeuse
qui contient spécifiquement le compar-
timent du SNE. Le logiciel délivre un
tableau Excel distinguant la surface totale
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analysée de la surface du marquage. Ainsi
dans ce cas nous obtenons une proportion
de surfaces de marquage comparables
entre les groupes.

Quantification des cellules neuronales

La population neuronale présente au
sein du SNE a été estimée aprés appli-
cation d’'une IHC pour la détection d’un
marqueur général des populations neu-
ronales, 1’anticorps NeuN. Cet anticorps
est dirigé contre une protéine nucléaire
exprimée seulement dans les neurones
(Rbfox3), et qui permet notamment d’esti-
mer la disparition des neurones et donc de
vérifier I’hypothése d’une mort neuronale.
Cette quantification s’appuie pour chaque
échantillon, sur 10 captures consécutives,
au grossissement x 20, de la musculeuse du
jéjunum. A nouveau la musculeuse est dé-
limitée comme région d’intérét (pointillés
verts sur la figure 3C). Puis les différents
plexus sont délimités afin d’estimer leur
surface (pointillés bleus figure 3C) et leur
nombre mis en évidence dans le champ
étudié, le choix de ces parametres ayant été
inspiré d’une approche quantitative appli-
quée a I’exploration du SNE humain (1).
En revanche, le nombre de neurones est
évalué par un comptage manuel, le mar-
quage ne permettant pas de délimiter auto-
matiquement chaque cellule marquée. Les
résultats exprimés en surface et nombre
de plexus, nombre de neurones pour un
champ examiné sont ensuite comparés
entre les groupes disponibles.

Analyses statistiques
Toutes les données quantitatives
(score, surface, nombre) ont été soumises



a des tests statistiques dans le but d’iden-
tifier ’existence de différences signifi-
catives entre les souris exposées et les
souris contrdles. En particulier un test
de Mann-Whitney pour des échantillons
indépendants et un test de Student ont
été appliqués a I’aide du logiciel en libre
acces (logiciel R). Un risque de 5 % étant
fixé, une différence significative entre les
moyennes sera confirmée avec une p-value
<0,05. Les barres d’erreur représentant
I’écart type ont été introduites dans chaque
histogramme.

RESULTATS
Caractérisation du SNE par IHC
L’objectif de cette étude était de ca-
ractériser le SNE afin de pouvoir étudier
I’impact possible de différentes substances
chimiques absorbées par voie orale sur les
différents composants cellulaires du SNE.
Pour cela, nous avons utilisé des échantil-
lons biologiques représentatifs (cerveau et
tube digestif) issus de souris exposées ou
non a des nanomatériaux, en appliquant
une approche immunohistochimique 2a
I’aide de différents anticorps spécifiques
des cellules gliales (GFAP) et neuronales
(NeuN). Nous avons suivi un protocole
classique employé pour identifier ces types
cellulaires dans le cerveau. Aucun ajus-
tement du protocole en termes de démas-
quage antigénique ou de concentration
d’anticorps n’a été nécessaire, comme
nous I’a montré ’'usage de coupes de cer-
veau en parallele. La figure 4 illustre les
résultats obtenus. Le marquage NeuN est
moins intense dans le SNE que celui mis
en évidence dans le cerveau mais reflete
I’organisation de ce premier. Les neurones
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Figure 4 : Illustration de la caractérisation des cel-
lules gliales et neuronales entériques par IHC. Le
marquage spécifique apparait en brun/noir (DAB
intensifiée au chlorure de nickel). Les cellules gliales
sont associées étroitement a la localisation des neu-
rones des plexus myentériques et sous muqueux mais
aussi intimement liées aux entérocytes des villosités.
Ent : entérocytes, MM muscularis mucosa ; CMLc :
couche musculaire circulaire ; CMLI : couche muscu-
laire longitudinale.

sont en effet regroupés au sein de gan-
glions nerveux enchassés dans les couches
mésentériques et sous muqueuses. La
quantification de ces marquages indique
qu’en moyenne chez une souris témoin il y
a 4 neurones +/- 2 identifiables par plexus.
Les résultats d’analyse des cellules gliales
entériques identifiées par 1’anticorps anti-
GFAP confirme leur présence en plus
grande quantité comparativement aux neu-
rones.

Recherche d’un impact
des nanomatériaux sur le SNE

Pour identifier un impact possible des
nanomatériaux sur le SNE, une quantifi-
cation des cellules gliales et neuronales a
été réalisée. Pour les cellules gliales, 1’ob-
servation attentive des lames a révélé une
surexpression de la GFAP dans les cellules
gliales entériques des souris exposées aux
nano-TiO, et SiO, comparativement aux
souris contrbles. Comme au sein du SNC,
cette surexpression suggere une multipli-



cation de ces cellules gliales entériques ac-
compagnée d’une multiplication de leurs
prolongements. La forte intensité de mar-
quage GFAP illustrée figure 5 est équiva-

Eau

Nano TiO,

Nano SiO,

Jéjunum Duodénum

lléon

Figure 5 : Illustration représentative de 1’intensité
d’expression de la GFAP (en noir) dans le duodénum,
le jéjunum et I’iléon. La GFAP apparait surexprimée
chez les souris exposées aux nanomatériaux, quelle
que soit la section intestinale considérée.

lente dans le duodénum, jéjunum et iléon.
Nous avons donc choisi de quantifier les
cellules gliales que dans le jéjunum. Dans
un premier temps, a 1’aide d’une échelle de
score allant de 1 a 4, ’analyse statistique
des scores moyens indique une différence
significative des groupes exposés par rap-
port au groupe contrdle. L’exposition au
titane induit une expression trois fois plus
importante par rapport au controle. De
méme, le groupe exposé aux nano-silice
exprime deux fois plus de GFAP que les
témoins. Dans un second temps nous avons
également voulu éprouver la possibilité de
quantifier les marquages a I’aide du logi-
ciel d’analyse d’images Morpho Strider.
Dans ce cas, la quantification se base sur
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des mesures de surface du marquage par
rapport a la surface totale considérée qu’il
est possible de comparer entre les groupes.
La figure 6 illustre les résultats obtenus.

A B

Score Surface marquée/surface SNE x 100

® T0, ¥Si0, ¥ Eau
Figure 6 :

A. Intensité moyenne de I’expression GFAP dans le
jéjunum quantifié a I’aide d’une échelle de score de 1
a 4. n =7 pour chaque groupe. Test Mann Whitney -
différence significative,

**2 p<0,01 *a p<0,05.

B. Densité d’expression de la GFAP dans le jéju-
num (surface marquage GFAP/surface totale du SNE
x100) n= 7 pour chaque groupe. Test Student - diffé-
rence significative *a p<0,05.

= T, ®Si0, = Eau

L’analyse statistique confirme la surex-
pression significative de la GFAP dans
les groupes exposés comparativement aux
témoins.

L’analyse statistique du nombre de
ganglions et de neurones dans le jéjunum
quantifié a 1’aide du logiciel Morpho Stri-
der (figure 7) montre 1’absence d’effet

B
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Figure 7 :

A. Moyenne de la surface totale des plexus (um2)
B. Nombre de neurones par plexus, dans la méme
portion de jéjunum étudié. Test Student - différence
significative *a p<0,05



significatif sur la moyenne de la surface
totale des plexus étudiés dans le jéjunum.
En revanche le nombre moyen de neurones
par plexus myentérique est significative-
ment plus faible dans le groupe exposé au
titane comparativement au groupe témoin.

DISCUSSION

L’'unité MND étudie le lien possible
entre une exposition a des produits phy-
tosanitaires ou des nanomatériaux et le
déclenchement de processus neurodégéné-
ratifs en particulier. Pour cela des modeles
d’expositions chroniques sur la souris ont
été développés, tels que des groupes de
souris C57B1/6 exposées a 2 types de nano-
matériaux, (dioxyde de silice et dioxyde de
titane) délivrés pendant 18 mois par I’eau
de boisson comparativement a des sujets
non exposés. Au cours de cette exposition
qui mime une condition réaliste, il est pos-
sible que ces produits chimiques, avant
méme d’impacter le systéme nerveux cen-
tral, puissent induire diverses altérations
neurotoxiques au sein méme du compar-
timent nerveux du systeme digestif. Pour
cela, il est nécessaire d’étudier de fagon
systématique I’histologie du compartiment
nerveux du tube digestif de ces groupes de
souris. A cette fin, le jéjunum a été démon-
tré représentatif de I’ensemble de I’ intestin
gréle.

Pour caractériser le SNE présent au
sein du tube digestif de ces souris, nous
avons validé ’identification des 2 princi-
paux types cellulaires du systéme nerveux,
les cellules gliales et neuronales en faisant
appel a des anticorps spécifiques utilisés
en routine dans 1’étude du cerveau (anti-
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GFAP et anti-NeuN). Nous avons décrit
précisément la distribution de ces cellules
au sein du SNE. Le marquage neuronal
permet d’identifier aisément les plexus
nerveux myentériques et sous muqueux.
Nous avons estimé a 4 neurones plus ou
moins 2 le nombre moyen de neurones par
plexus chez les individus contrdles qui cor-
respond bien a la littérature rapportant chez
la souris 3 a 8 neurones par plexus (10).
Les variations s’expliquent par le plan de
coupe passant par le plexus. La description
des immunomarquages des cellules gliales
a I’aide de la GFAP est d’autant plus pré-
cieuse qu’elle n’est que trés peu rapportée
chez la souris. En effet, la protéine S1003
est plus fréquemment utilisée comme mar-
queur des cellules gliales. Elle fait partie
de la famille des protéines de liaison du
calcium intracytosolique et présente un
caractere spécifique de solubilité. Cette
protéine n’est donc pas constitutive de la
cellule comme 1’est la GFAP qui recon-
nait des éléments du cytosquelette, ce qui
a suggéré de compléter ces travaux par
ce marqueur complémentaire des cellules
gliales entériques.

Pour pouvoir étudier I’impact d’une
exposition chronique a ces nanomaté-
riaux, nous avons voulu quantifier I’inten-
sité des marquages observés a 1’aide de
la GFAP. En effet, il est quasi impossible
de compter les cellules individuellement,
en revanche le taux d’expression de cette
protéine fibrillaire peut étre directement
correlée a ’activation de ces cellules, et
ce critére est classiquement utilisé comme
indicateur d’une réponse a une situation
pathologique. Dans la mesure ou une dif-



férence de niveau d’expression est apparue
de facon évidente entre les groupes expo-
sés et les témoins, nous avons privilégié
dans un premier temps une approche basée
sur Iattribution d’un score d’intensité que
nous avons défini par une échelle de réfé-
rence, concrétisée par une planche photo-
graphique (figure 3). Cette quantification
ciblée sur le compartiment du jéjunum,
nous a permis d’établir que 1’exposition au
dioxyde de titane conduit a une expression
de GFAP 3 fois supérieure a la normale et
celle au dioxyde de silice a une expression
2 fois plus importante par rapport au té-
moin. Nous avons voulu conforter cette ob-
servation avec le recours au logiciel d’ana-
lyse d’images Morpho Strider. Dans ce
cas, la quantification repose sur 1’étendue
du marquage spécifique de la GFAP rap-
portée a une surface étudiée correspondant
en I’occurrence au compartiment du SNE.
C’est une densité relative d’expression de
ce marqueur que nous avons comparé d’un
groupe a ’autre. Cette approche sous-en-
tend une quantification dans le jéjunum,
limitée a quelques champs successifs mais
sans chevauchement. En dépit d’une ap-
proche somme toute différente, nous avons
confirmé la surexpression de la GFAP dans
les groupes exposés par rapport au groupe
témoin. En routine, le scoring visuel est ef-
ficace et rapide, mais en cas de marquage
de faible intensité proche de la normale, le
recours a cette 2°™ approche assistée par
ordinateur est a privilégier, pour mettre en
exergue des différences d’intensité plus
subtiles.

Pour mesurer I’impact sur le compar-
timent neuronal nous avons également
cherché a quantifier I’intensité du mar-
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quage neuronal observé. En s’inspirant
d’une méthode de quantification appliquée
a I’exploration du SNE humain (1), nous
avons quantifié en parallele a la fois la sur-
face des plexus et le nombre de neurones
par plexus. Nos résultats suggerent un im-
pact modeste d’une exposition au dioxyde
de titane sur le nombre moyen de neurones
par plexus avec une perte d’un neurone
seulement par plexus, qui sera sans doute
a confirmer par I'usage d’un autre mar-
queur générique de neurones. Compte tenu
de I’absence de différence sur la surface
totale des plexus, il apparait d’emblée que
ces expositions qui conduisent a une perte
d’environ 25 % des neurones n’expliquent
pas l’intensité de la réaction gliale obser-
vée. Ainsi, au-dela de cette perte neuro-
nale, il est possible qu'un autre type de
souffrance neuronale puisse €tre mise en
relation avec la surexpression de GFAP. En
particulier le niveau d’expression de cer-
tains neurotransmetteurs pourrait étre alté-
ré. Pour tester cette hypothese il convien-
drait d’étudier des marqueurs spécifiques
comme la ChAT, marqueur des neurones
cholinergiques majoritaires au sein du jé-
junum.

CONCLUSION

Nous avons déterminé les conditions
permettant d’étudier le SNE chez la sou-
ris, a ’aide de marqueurs des neurones et
des cellules gliales entériques. Nous avons
montré que plusieurs approches quantita-
tives sont possibles. De facon remarquable
nous avons mis en évidence un impact ma-
jeur sur les intestins des souris exposées
aux nanomatériaux. Cet impact se traduit
par une surexpression de la GFAP par les



cellules gliales entériques. Cette réaction
gliale suggere une réponse inflammatoire
qui n’apparait pas accompagnée d’une
forte perte neuronale, en particulier dans le
cas de I’exposition a la silice. Il convien-
drait de vérifier si d’autres altérations
neuronales ne pourraient pas étre identi-
fiées notamment en ciblant les principales
classes neurochimiques présentes dans le
SNE. Dés a présent, ce travail rapporte une
stratégie utile reposant sur 1’étude immu-
nohistochimique du SNE pour identifier
I’impact neurotoxique possible de produits
chimiques ingérés de facon chronique.

-57-

REMERCIEMENTS

Les auteurs remercient tout particulie-
rement les techniciens de la plateforme
d’expérimentation animale de 1’ANSES
de Lyon, Emilie Antier, Rabah Belkheir,
Damien Gaillard, qui ont pris en charge
I’administration des solutions nanoadditi-
vées, le suivi des animaux et les préleve-
ments des organes.



BIBLIOGRAPHIE

.ANNERINO D., «Parkinson’s disease
is not associated with gastrointestinal
myenteric ganglion neuron loss» Acta
Neuropathol, 2012,124;665-680

.BEACH T.G. et. Multi-organ distri-
bution of phosphorylated alpha-synu-
clein histopathology in subjects with
Lewy body disorders. Acta Neuropathol
2010;119:689-702

.BENARROCH E.E. Enteric nervous
system : functional organization and
neurologic implications. Neurology
2007;69:1953-1957

.BENCSIK A. Is the brain protected
from the impact of nanomaterial expo-
sure? Biologie aujourd’hui 2014. 208,
159-165.

.BENCSIK A. «Les nanoparticules
nuisent-elles au cerveau?» Questions
ouvertes. Pour la Science n°448- février
2015p.14-17

.BRAAK H., DE VOS R.A., BOHL J.,

DEL TREDICI K. Gastric alpha-sy-
nuclein immunoreactive inclusions in
Meissner’s and Auerbach’s plexuses in
cases staged for Parkinson’s disease-
related brain pathology. Neurosci Lett
2006; 396:67-72.

-58-

10

11.

12.

.CLAIREMBAULT T. & al, «Enteric

Glial Cells: New Players in Parkin-
son’s Disease?», Mov Disorders, 2015
30,4;494-498

.COUDERC, A., MUSELLI, L., LE-

BOIDRE, M. and BENCSIK, A. Etudes
histopathologiques du systéme nerveux
central et des organes périphériques de
souris exposées a des nanomatériaux:
choix des marqgeurs et des méthodes.
Rev Fr Histotechnol 2013. 26, 63-75.

.DOGIEL AS. Uber den Bau der Gan-

glien in den Gelf echten des Darmes und
der Gallenblase des Menschen und der
Sdugetiere. Arch Anat Physiol Leipzig
Anat Abt Jg, 1899:130-158

. GABELLA G., «The number of neu-
rons in the small intestine of mice,
guinea pigs and sheep», 1987, Neuros-
cience

MOOLENBEEK C, RUITENBERG
EJ. The «Swiss roll»: a simple tech-
nique for histological studies of the
rodent intestine. Lab Animal, 1981;
15:57-59.

MORETTO A. and COLOSIO, C. The
role of pesticide exposure in the gene-
sis of Parkinson’s disease: epidemio-
logical studies and experimental data.
Toxicology 2013. 307, 24-34.



13. RESCIGNO M. Don’t forget to have a 14. SAVIDGE T. et al «Enteric Glia Re-
«second brain» Mucosal Immunology gulate Intestinal Barrier Function and
2008;1, 328-329. Inflammation Via Release of S-Nitro-

soglutathione » Gastroenterol, 2007,
132;1344-1358

-59-






Rev. Fr. Histotechnol., 2016, 28, n°1, p. 61 a 71

CARACTERISATION D’UNE REPONSE IMMUNE
ADAPTATIVE DANS LES TUMEURS COLORECTALES
DE TYPE MSI : DE ’ANALYSE MOLECULAIRE
A IANALYSE D’IMAGES

Boissieére-Michot F.!, Lazennec G. 2, Frugier H.!, Jarlier M.,
Roca L.!, Du Paty E.2, Laune D.2, Blanchard F.3,Le Pessot F.3, Sabourin J.-C.?, Bibeau F.!

'Institut régional du Cancer de Montpellier (ICM) - Val d’Aurelle,
34298 Montpellier, France

2UMR 3145 SYSDIAG CNRS, 34093, Montpellier, France
3Centre Hospitalier Universitaire Rouen, 76038, Rouen, France
Auteur correspondant :
Unité de Recherche Translationnelle, Institut régional du Cancer de Montpellier

208 rue des Apothicaires, 34298 Montpellier Cedex.
Florence.Boissiere @icm.unicancer.fr, Tél. 04 67 61 85 66

RESUME présentent un meilleur pronostic que ceux

Qu’elles se développent dans un avec microsatellites stables (MSS). Le
contexte héréditaire ou sporadique, les tu- but de cette étude était de caractériser les
meurs colorectales (CRC) présentant une mécanismes immuns dans les CRC MSS
instabilité microsatellitaire (MSI) sont fré- et MSI. Pour ce faire, nous avons analysé
quemment associées a un recrutement lo- par immunohistochimie les différentes
cal de cellules immunes. D’un point de vue populations immunes (lymphocytes T, T
clinique, a stade équivalent, les CRC MSI cytotoxiques, T mémoires, Thl, T régu-
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lateurs, lymphocytes B, macrophages) et
par technique Bioplex® I’expression intra-
tumorale de 48 cytokines, chimiokines ou
facteurs de croissance. Nous avons ainsi pu
mettre en évidence, dans les tumeurs MSI,
un profil d’expression cytokinique particu-
lier qui est impliqué dans une réponse de
type Thl. Il se traduit par un recrutement
de cellules participant a la réponse anti-
tumorale (T cytotoxiques, T mémoires) et
pourrait étre a I’origine du meilleur pro-
nostic de ces tumeurs.

INTRODUCTION

En France, le cancer colorectal (CRC)
se situe, tous sexes confondus, au troisieéme
rang des cancers les plus fréquents : le deu-
xieme chez les femmes et le troisieme chez
les hommes (http://lesdonnees.e-cancer.fr/
les-fiches-de-synthese/1-types-cancer/11-
cancer-colorectal/43-epidemiologie-du-
cancer-colorectal-en-france-metropoli-
taine-incidence.html#ind2). Environ 85% de
ces cancers se produisent dans un contexte
d’instabilité chromosomique alors que 15 %
sont diis a la déficience d’une protéine du
systtme de réparation des mésapparie-
ments de I’Acide DésoxyriboNucléique
(ADN) (systtme MMR pour Mismatch
Repair), en particulier hMLH1, hMSH?2,
hMSH6 ou PMS2, impliquée dans la
réparation des erreurs de réplication de
I’ADN (1). Cette déficience peut étre liée
soit a2 une mutation germinale d’un des
genes codant pour ces protéines soit a un
contexte global d’hyperméthylation tu-
morale (2). Dans cette derniére situation,
la méthylation du promoteur de certains
genes, dont hMLHI1, va conduire a inhiber
I’expression des dits genes. Dans tous les
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cas, I’absence d’expression d’une protéine
du systtme MMR se traduira par 1’accu-
mulation de mutations, en particulier dans
des séquences appelées microsatellites (3).
Il s’agit de séquences mono-, bi-, ou tri-
nucléotidiques répétées en tandem intra-
ou extra-géniques, qui sont treés sensibles
aux erreurs de réplication. En 1’absence de
réparation, les mutations accumulées vont
se traduire par une instabilité de la taille
des microsatellites au niveau de I’ADN
tumoral. La tumeur sera alors caractérisée
comme MicroSatellites Instable (MSI), par
opposition a MSS, MicroSatellites Stable.
Lorsque ces mutations sont intra-géniques,
elles peuvent conduire a un décalage du
cadre de lecture et étre a 1’origine de néo-
antigénes potentiellement immunogenes
(4-6).

Les tumeurs MSI présentent fréquem-
ment une forte réaction inflammatoire
péri-tumorale (réaction Crohn-like), une
infiltration importante par des lympho-
cytes intratumoraux (TILs, pour Tumor
Infiltrating Lymphocytes) et un plus grand
nombre de ganglions lymphatiques, le plus
souvent réactionnels (7). Cette immuno-
génicité des tumeurs MSI pourrait ainsi
expliquer leur bon pronostic.

Cependant, le rdle du systeme immuni-
taire dans le contrdle tumoral est extréme-
ment ambigu. En effet, la réponse immuni-
taire est toujours larésultante d’une balance
entre signaux activateurs et inhibiteurs. La
localisation particuliere de certains lym-
phocytes dans les tumeurs colorectales est
un facteur pronostique majeur (8,9) alors
que I’inflammation chronique de I’intes-



tin est reconnue pour &tre un facteur de
risque (10). Ainsi, une réponse immune
non contr6lée peut conduire a une inflam-
mation pathologique en créant un environ-
nement favorable a la croissance cellulaire.
Dans un environnement tumoral, elle peut
également participer a la phase d’échap-
pement de I’immunosurveillance en agis-
sant a divers niveaux tels que le recrute-
ment de nouvelles populations immunes
(macrophages M2, Lymphocytes T-régu-
lateurs...), I’induction de 1’expression de
facteurs inhibant une réponse anti-tumo-
rale effective (CTLA4, PD1, PDLI...) ou
de facteurs pro-angiogéniques.

L’objectif de notre étude était de carac-
tériser le microenvironnement inflamma-
toire dans des tumeurs colorectales de type
MSS et MSI. Pour ce faire, nous avons
analysé une cohorte de 48 CRC MSI et
62 CRC MSS. Les différentes populations
immunes infiltrant la tumeur ont été carac-
térisées par immunohistochimie (IHC) sur
des Tissues MicroArrays (TMA) spécifi-
quement congus pour cette étude et quan-
tifiées par analyse d’images. Le contenu
intra tumoral en divers facteurs de crois-
sance, cytokines ou chimiokines a été ana-
lysé a partir de broyats tumoraux par tech-
nique multiplexée.

MATERIEL ET METHODES
Echantillons

Tous les cancers colorectaux ayant un
statut MMR documenté et pour lequel un
échantillon FFPE et congelé était dispo-
nible dans les tumorotheques de 1’Institut
du Cancer de Montpellier et du CHU de
Rouen ont été identifiés. Une cryosection
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de chaque échantillon congelé a été réali-
sée, colorée par Hématéine Eosine Safran
(HES) et son contenu en cellules tumorales
a été analysé par un pathologiste. Seuls
les échantillons congelés comportant au
moins 50% de cellules tumorales ont été
conservés pour 1’analyse. Au total, 110 tu-
meurs coliques ont été analysées, 48 MSI
et 62 MSS. Un échantillon fixé en formol
et inclus en paraffine (FFPE), apparié avec
chacune des tumeurs congelées, a été sé-
lectionné pour constituer les TMA.

Détermination du statut MMR

Le statut MMR a été réalisé par ana-
lyse immunohistochimique de hMLHI,
hMSH2, hMSH6 et PMS2 ainsi que par
analyse PCR des séquences microsatelli-
taires comme déja décrit (11).

Construction des TMA

Une lame HES de chaque bloc FFPE
a été analysée. Pour chaque tumeur, six
zones étaient identifiées : 3 en bordure de
tumeur et 3 au centre de la tumeur. Une
carotte de 600 um de diametre était préle-
vée au niveau de chaque zone et intégrée
dans un bloc receveur en utilisant le TMA
arrayer MTA1 (Beecher Instrument, Exci-
lone, France).

Immunohistochimie

Les différents marqueurs analysés ainsi
que les anticorps utilisés sont décrits dans
le tableau 1. Aprés démasquage antigé-
nique et inhibition des peroxydases endo-
genes, les lames ont été incubées avec les
différents anticorps. La liaison spécifique
de I’anticorps a son antigéne a été mise en
évidence avec le systeme d’amplification



Marqueur Type cellulaire Clone Source Démasquage  Dilution Durée d’incubation Protocole de marquage
antigénique

CD3 Lymphocytes T LN10 Menarini EDTA 1/200 20 min Envision™ FLEX

CD8 Lymphocytes T C8/144B  Dako EDTA 1/100 20 min Envision™ FLEX
cytotoxiques

CD45R0 Lymphocytes T UCHLLI Dako EDTA 1/100 20 min Envision™ FLEX+
mémoires

FOXP3 Lymphocytes T 236A/E7  Abcam Citrate 1/100 20 min Envision™ FLEX
régulateurs (Tregs)

T-Bet T helper 1 4B10 SCB EDTA 1/200 20 min Envision™ FLEX+

CD20 Lymphocytes B L26 Dako EDTA 1/800 20 min Envision™ FLEX

CD68 Macrophages KP1 Dako EDTA 1/4000 20 min Envision™ FLEX

Tableau I : Caractéristiques des anticorps utilisés pour immunophénotyper les CRC MSS et MSI.

Flex® ou Flex®+ et révélée par le chromo-
gene diaminobenzidine. Apreés déshydra-
tation et montage entre lame et lamelle,
les lames ont été analysées avec le logi-
ciel SpotBrowser® (Excilone, France) en
appliquant un protocole d’imagerie inté-
grant seuillages et criteres de forme et de
taille (détails sur demande). Les résultats
étaient ensuite exportés sous format Excel
et la moyenne des trois spots (méme loca-
lisation et méme échantillon) calculée. Les
résultats des immunomarquages étaient
exprimés en nombre de cellules positives
par mm? de tissu.

Extraction protéique

Plusieurs coupes de 15 um d’épaisseur,
consécutives a la cryosection initiale ayant
permis de valider le pourcentage de cel-
lules tumorales, étaient réalisées de ma-
niere a obtenir 25 a 100mg de tissu. Ces
coupes étaient collectées dans des tubes
Lysing Matrix (MP Biomedicals) permet-
tant le broyage, aprés rajout d’un tam-
pon de lyse TEG, avec un MagNA Lyser
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(Roche Diagnostics). Apres centrifugation
a 13000 g a +4°C pendant 20 min, les sur-
nageants étaient récupérés et la concen-
tration en protéines totales mesurée par la
technique de Bradford.

Dosage des protéines
par technique Multiplex

Pour mesurer simultanément 48
facteurs de croissance, cytokines ou
chimiokines, nous avons utilisé deux kits
Bio-Plex (BioRad #171-A11127 et #171-
A11171) en suivant les recommandations
du fournisseur. Le premier kit permettait la
détection de 27 protéines (27 plex assay:
IL-1pB, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
CXCLS8 (IL-8), IL-9, IL-10, IL-12 [p70],
IL-13, IL-15, IL-17, CCL11 (Eotaxin), b-
FGF, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, CXCL10
(IP-10), CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-
la), CCL4 (MIP-1f), PDGFbb, CCL5
(RANTES), TNF-a, VEGF) et le second
de 21 facteurs supplémenatires (21 plex
assay: IL-1a, IL-2Ra, IL-3, IL-12 (p40),
IL-16, IL-18, CCL27 (CTACK), CXCL1



(GRO-0)), HGF, IFN-02, LIF, CCL7
(MCP-3), M-CSF, MIF, CXCL9 (MIG),
B-NGF, SCF, SCGF-f, CXCLI2 (SDF-
lo)), TNE-B, TRAIL).

Chaque tube, contenant des billes cou-
plées a des anticorps spécifiques, était in-
cubé avec 25ug de protéines totales dans
un volume final de 50pl. Les données
étaient recueillies sur la plateforme Bio-
Rad, basée sur un lecteur a double laser de
microplaques. Les concentrations de cha-
cune des protéines mesurées étaient expri-
mées en pg/ug de protéines totales.

Analyse statistique

Les variables continues étaient expri-
mées par la moyenne, la médiane, I’écart
type et I’étendue. Selon le type de données
a analyser, les données étaient analysées
en utilisant le test du 2, le test de Fischer
ou de Mann Whitney. Une différence était
considérée comme statistiquement signi-
ficative lorsque P<0,05, a I’exception de
I’analyse des cytokines pour laquelle le
seuil de significativité était ramené a 0,001
avec la correction de Bonferroni, pour tenir
compte des multiples comparaisons effec-
tuées. Toutes les analyses statistiques ont
été réalisées sur STATA 10.0 (StataCorp).

RESULTATS
Infiltrat inflammatoire

L’analyse par immunohistochimie a
permis de mettre en évidence un recrute-
ment intra- et péritumoral des lymphocytes
T (CD3+4), en particulier cytotoxiques
(CD8+), mémoires (CD45R0O), et de la
voie Thl (T-Bet+) dans les tumeurs MSI
par rapport aux tumeurs MSS. A I'inverse,
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les densités de lymphocytes T régulateurs
(FoxP3+) et de lymphocytes B (CD20+)
n’étaient pas significativement différentes
(Figures 1 et 2). Nous avons également
pu noter un recrutement plus important de
macrophages CD68+ dans les tumeurs de
type MSI (Figure 1).
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Figure 1 : Analyse quantitative de I’infiltrat immu-
nitaire au centre (it) ou en périphérie (p) des tumeurs
colorectales MSS ou MSI. Le nombre de cellules
immunoréactives a été évalué sur chaque spot par
analyse d’images.
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Figure 2 : Spots tissulaires immunomarqués par CD8 (A, G), FoxP3 (C, I) et T-Bet (E, K) dans des tumeurs
colorectales MSS (A, C, E) ou MSI (G, I, K). L’analyse d’images correspondant a chacun des spots est illustrée
en parallele (B, H, D, J, F, L). Les cellules détectées par le systéme d’analyse d’images sont colorées en rouge.

Expression cytokinique

La plupart des facteurs analysés
n’étaient pas (médiane = 0; IL-2, IL-4,
IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-15, CCL3, G-
CSF, TNFa, PDGFbb) ou peu détectables
(médiane <1pg/ug de protéines totales ; IL-
la, IL2-Pa, IL-6, IL-7, IL-12(p70), IL-17,
IL-18, LIF, CCL11, CCL27, IFN-y, CCL2,
CCL7, CCL4, B-FGF, B-NGF, IFN-02,
GM-CSF, M-CSF, SCF, TNFp, TRAIL),
aussi bien dans les échantillons MSS que
MSI (Tableau II).

Parmi les cytokines mesurables, CCL5,
CXCL8, CXCL9, IL-18, CXCL10, IL-16,
CXCL1 et IL-1ra étaient significative-

ment surexprimées dans les tumeurs MSI
contrairement a MIF qui était plus for-
tement exprimé dans les tumeurs MSS
(Tableau II). CCL5, CXCL10, CXCLS,
CXCL9 et IL-18 montraient les plus fortes
variations entre les deux groupes de tu-
meurs (entre 12,9 et 2,3 fois).



MSS (n=62)

CCLs
CXcLs
CXCL9
IL1-B
CXCL10
IL-16
CXCL1
MIF
IL-1ra
CCL4
LIF
cc3
IFNy
IL-18
HGF
IL-13
IL-1a
BFGF
IL-12p40
CcCL11
GM-CSF
IL-7
CXCL12
ccL7
CccL27
TNFB
SCF
1L-12p70
SCFGB
ccL2
BNGF
IL-10
IL-17
IL-6
IL-3
IFN-02
PDGFbb
IL-2
TRAIL
VEGF
IL-2Ra
TNFa
G-CSF
IL-9
M-CSF
IL-4
IL-15
IL-5

Moy
0.40
14.62
6.17
2.24
5.84
9.53
1.89
106.66
80.72
0.55
0.08
0.00
0.08
13.32
8.25
0.02
0.26
0.95
2.14
0.22
0.03
0.59
217
0.97
0.28
0.02
0.65
0.18
2.54
0.16
0.06
0.00
0.05
0.35
2.98
0.45
0.02
0.01
0.33
12.94
0.32
0.00
0.02
0.01
0.43
0.00
0.00
0.00

DS
0.80
40.13
8.77
8.87
9.07
8.03
2.58
53.64
116.43
0.97
0.10
0.01
0.17
47.74
10.86
0.04
0.49
1.29
2.72
0.37
0.05
1.56
3.05
1.93
0.21
0.02
0.71
0.31
321
0.25
0.10
0.01
0.08
0.76
4.41
0.30
0.06
0.02
0.41
20.97
0.37
0.00
0.05
0.02
0.51
0.00
0.00
0.00

Méd
0.13
219
3.20
0.13
1.70
7.91
0.94

92.40
37.96
0.28
0.07
0.00
0.00
0.85
5.42
0.00
0.15
0.38

124
0.05
0.00
0.00
1.54
0.16
0.26
0.03
0.48
0.04
1.28
0.08
0.04
0.00
0.00
0.01
1.42
0.43
0.00
0.00
0.21
5.10
0.23
0.00
0.00
0.00
0.33
0.00
0.00
0.00

Etendue
[0-4.29]
[0-284.63]
[0-49.9]
[0-68.39]
[0-44.67]
[1.75-53.59]
[0-12.89]
[47.68-319.81]
[.27-506.35]
[0-5.92]
[0-.65]
[0-.04]
[0-.89]
[.02-270.58]
[1.55-63.03]
[0-.16]
[0-3.02]
[0-4.6]
[0-14.2]
[0-1.71]
[0-.19]
[0-8.9]
[0-16.09]
[0-10.74]
[0-1.17]
[0-1]
[0-3.29]
[0-1.72]
[0-15.46]
[0-1.47]
[0-.59]
[0-.03]
[0-.33]
[0-4.03]
[0-20.35]
[0-1.25]
[0-.32]
[0-.12]
[0-1.89]
[.26-120.91]
[0-1.83]
[0-0]
[0-.24]
[0-.11]
[0-2.96]
[0-0]
[0-0]
[0-0]

Moy
5.16
77.05
28.51
5.13
61.36
14.90
2.84
89.23
105.98
131
0.05
0.02
0.25
6.33
6.16
0.01
0.38
1.00
1.81
0.19
0.03
0.83
1.55
1.01
0.23
0.02
0.90
0.10
2.57
0.16
0.05
0.00
0.08
0.74
3.20
0.42
0.06
0.00
0.33
9.18
0.34
0.00
0.05
0.00
0.36
0.00
0.00
0.00

MSI (n=48) Ratio
DS Méd Etendue  (MSI/MSS)
18.13 1.37 [0-125.92] 129 <0.001
149.22 12.70  [.01-507.61] 53 <0.001

35.39 14.16 [0-154.09] 4.6 <0.001

8.86 1.78 [0-41.93] 23 <0.001
238.43 8.49 [0-1652.31] 10.5 <0.001

14.89 12.10 [0-87.05] 16 0.011
3.58 1.40 [0-18.59] 15 0.033

60.19 76.16 [0-350.63] 0.8 0.039

123.77 58.83  [5.61-567.4] 13 0.049
2.08 0.45 [0-10.25] - -
0.07 0.01 [0-.33]

0.05 0.00 [0-.24]
0.44 0.02 [0-1.97]

24.73 0.31 [0-160.42] - -
5.96 3.85 [0-23.19] 0.7 0.108
0.03 0.00 [0-.18] -
0.62 0.16 [0-3]

1.99 0.17 [0-9.14] - -
2.69 0.69 [0-12.86] 0.8 0.258
0.37 0.02 [0-1.73] - -
0.04 0.00 [0-.15]
172 0.01 [0-9.39] - -
1.93 0.43 [0-7.67] 0.7 0.342
1.38 0.63 [0-7.81] - -
0.22 0.22 [0-.84]
0.03 0.00 [0-.08]
0.98 0.60 [0-3.47]
0.14 0.02 [0-.53] -
3.70 113 [0-18.79] 1.0 0.404
031 0.01 [0-1.53] -
0.08 0.00 [0-.38]
0.00 0.00 [0-.01]
0.15 0.00 [0-.55]
172 0.02 [0-7.86] - -
3.93 252 [0-18.77] 11 0.549
0.32 0.44 [0-1.33] -
0.27 0.00 [0-1.74]
0.01 0.00 [0-.05]
0.44 0.16 [0-2.24] -
9.98 5.16 [.09-46.65] 0.7 0.786
0.38 0.21 [0-1.66] -
0.00 0.00 [0-0]
0.13 0.00 [0-7]
0.01 0.00 [0-.08]
0.30 0.35 [0-1.1]
0.00 0.00 [0-0]
0.00 0.00 [0-0]
0.00 0.00 [0-0]

Abréviations: Moy : moyenne ; DS : déviation standard ; Méd : médiane

Tableau II : Quantification des cytokines, chemokines et facteurs de croissance dans les CRC MSS et MSI

Corrélations cellules inflammatoires /

cytokines

Nous avons pu corréler significative-
ment des sous-populations inflammatoires
et ’expression de cytokines, en particulier

CXCL9 et CXCL10 (Tableau III).
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Par exemple, dans les tumeurs MSS,
de forts niveaux de CXCL9 étaient signi-
ficativement associés a une augmentation
de la densité intra-tumorale de lympho-
cytes CD3+, CD8+ et T-Bet+. De maniere
intéressante, dans les tumeurs MSI, cette
corrélation persistait, était encore plus



CXCL8 CXCL9 IL1-g C€xcL1o IL-16 MIF
Faible Fort [ Faible Fort ] Faible Fort P Faible Fort ] Faible Fort P Faible Fort ]
MSI - CD3 it 1019 751 0.145 404 1577 <0.0001 1007 715 0.307 639 1201 0.056 751 1074 0.069 841 956 0.874
CD3 p 1746 1249 0.114 910 1592 0.032 1479 1350 0.526 1612 1336 0.248 1612 1303 0.741 1609 1324 0.934
CD8 it 525 473 0351 147 952 <0.0001 613 294 0.166 276 882 0.010 312 760 0.010 474 525 0.803
CD8 p 764 632 0.409 480 1000 0.004 725 598 0313 598 894 0.020 617 787 0.465 661 680 0.953
CDA45RO it 1362 1356 0.519 779 1710 0.001 1394 1228 0.318 981 1618 0.039 1059 1565 0.045 1521 1172 0.182
CD45RO p 2474 2754 0.962 1517 3280 0.053 3245 2073 0.139 2007 3018 0.509 2354 3245 0.777 3303 2449 0.318
T-Bet it 319 231 0.509 148 411 0.000 277 214 0.540 154 325 0.038 199 321 0.097 231 279 0.892
T-Betp 94 110 0.556 49 148 0.001 112 90 0.589 103 119 0212 91 120 0.126 104 114 0.916
FoxP3 it 207 211 0.604 194 239 0.358 198 230 0.404 197 224 0.850 159 246 0.124 190 224 0.690
FoxP3 p 259 272 0.697 222 262 0.981 208 348 0.109 302 209 0129 222 262 0.788 222 325 0.733
CD68 it 627 506 0.570 401 691 0.084 705 408 0.188 532 650 0363 415 691 0.139 677 501 0.633
CD68 p 921 609 0.509 602 942 0.164 1070 550 0023 7711 921 0.777 848 778 0.962 858 775 0.664
CD20 it 8 4 0.539 3 12 0.127 10 6 0.555 8 7 0.909 7 12 0.065 10 3 0.089
CD20p 42 67 0.443 18 88 0.031 69 34 0.725 65 44 0751 18 82 0.126 50 82 0.679
MSS  CD3 it 510 637 0.281 499 698 0.051 540 588 0.451 540 698 0.060 556 674 0.418 417 674 0.050
CD3p 741 828 0.482 612 845 0.206 751 808 0.994 759 808 0.589 624 898 0.246 746 818 0.416
D8 it 108 155 0379 82 174 0.014 142 155 0314 108 163 0.058 127 159 0342 82 189 0.051
CD8 p 314 328 0.954 254 369 0.445 329 294 0.594 271 334 0.718 254 353 0535 219 382 0.042
CD45RO it 529 664 0.207 553 623 0.380 529 664 0388 579 494 0513 521 563 0.786 389 722 0.044
CD45RO p 1228 1723 0.149 1598 1862 0.133 1144 1722 0.348 1598 1722 0.348 1144 1722 0.264 1610 1808 0.554
T-Bet it 50 58 0.897 44 143 0.001 62 53 0.762 44 138 0.001 50 85 0.106 41 114 0.116
T-Betp 34 45 0.693 34 53 0.229 31 53 0.447 31 59 0.028 42 36 0.569 32 60 0.149
FoxP3 it 255 233 0.588 230 255 0.379 255 233 0.598 161 291 0.035 200 319 0.015 276 233 0.961
FoxP3 p 239 186 0.851 184 203 0.708 318 157 0.226 210 187 0.507 166 2377 0.480 218 152 0.614
CD68 it 212 318 0.356 195 353 0.038 243 283 0.468 212 353 0.188 209 283 0364 218 402 0.098
CD68 p 507 531 0.420 441 708 0.099 519 500 0.842 501 531 0773 531 500 0.706 475 633 0.399
CD20 it 6 7 0349 4 21 0.018 6 15 0257 6 15 0213 5 1 0223 4 11 0.058
CD20p 50 50 0.448 61 47 0.638 39 54 0.255 61 45 0.565 46 64 0.844 49 54 0.413

La densité de cellules immunopositives localisées au centre (it) ou en périphérie (p) de la tumeur est donnée en nombre de cellules /mm? en fonction du niveau d’expression des chimiokines

Tableau III : Quantification des cytokines, chemokines et facteurs de croissance dans les CRC MSS et MSI.

significative, ne se limitait pas au centre
de la tumeur et impliquait d’autres popula-
tions comme les lymphocytes T mémoires
CDA45RO+.

DISCUSSION

Les tumeurs de type MSI sont carac-
térisées par un microenvironnement tumo-
ral inflammatoire qui pourrait expliquer
leur bon pronostic (7). Dans cette étude,
nous avons documenté le type de cellules
inflammatoires recrutées au site tumoral et
analysé leur contenu cytokinique. En uti-
lisant un systéme d’analyse d’images per-
mettant d’objectiver et de quantifier Iinfil-
trat immun, nous avons mis en évidence
un recrutement de cellules inflammatoires
orientées vers une réponse anti-tumorale
(Iymphocytes T cytotoxiques, helpers et
mémoires) dans les tumeurs de type MSI
alors que la densité en lymphocytes FoxP3,
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qui contrecarrent cette réponse et sont plu-
tot orientés vers une tolérance immunolo-
gique, n’était pas modifiée par rapport aux
tumeurs MSS.

Un des mécanismes impliqués dans le
recrutement des cellules inflammatoires
au site tumoral est I’expression, par les
cellules tumorales et/ou par le microenvi-
ronnement tumoral, de facteurs de crois-
sances, de chimiokines ou de cytokines
(12). Nous avons montré un profil cytoki-
nique particulier dans les mémes échantil-
lons que ceux pour lesquels un recrutement
lymphocytaire existait. Ainsi, les chimio-
kines CXCL1, CXCL8, CXCL9, CXCL10
et CCLS étaient significativement surex-
primées dans les tumeurs MSI par rapport
aux tumeurs MSS. Ces chimiokines, pou-
vant étre produites aussi bien par les cel-
lules inflammatoires que par les cellules



tumorales, pourraient a leur tour participer
au recrutement de cellules inflammatoires
(12,13).

En résumé, nos données suggerent
Iexistence d’une régulation fine du
microenvironnement tumoral dans les
tumeurs de type MSI conduisant a un re-
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crutement de populations lymphocytaires
spécifiques au travers de 1’expression de
chimiokines (14). En particulier, dans les
CRC MSI, I’'axe CXCL9/CXCL10 impli-
qué dans la polarisation d’une réponse
immune de type Thl est activé et participe
trés probablement au bon pronostic de ce
type tumoral.
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INTRODUCTION

Les fentes labiales et/ou palatines
(FL/P) sont les anomalies cranio-faciales
congénitales les plus fréquentes. Leurs ori-
gines étiologiques sont multiples (toxiques,
génétiques ou environnementales). Fogh-
Andersen en 1942 fut le premier a souli-
gner le role de la génétique dans les fentes
faciales. Depuis de nombreuses approches
ont été utilisées pour définir ce role :

modeles animaux, analyse des réarrange-
ments chromosomiques (caryotype), étude
de liaison, études cliniques, séquengage de
genes candidats (1).

L’histoire de la culture cellulaire re-
monte a 1912 quand Carrel décrit la culture
de tissu. Plus tard, en 1956, Tjio and Levan
utiliserent la culture de tissu feetal humain
et le choc hypotonique pour observer 46



chromosomes dans les cellules somatiques
(2). La Cytogénétique humaine est deve-
nue une science médicale en 1959 lors de
la découverte de la trisomie 21. Les tra-
vaux reposent sur la préparation des chro-
mosomes, obtenus sur des tissus a crois-
sance rapide comme la moelle osseuse et
les tissus néoplasiques ; mais également
apres culture cellulaire. Ces cellules sont
des lymphocytes, des fibroblastes, ou des
cellules amniotiques par exemple. De
nombreuses méthodes de culture cellulaire
ont été décrites, toutefois la technique dé-
crite en 1960 par Moorhead reste une réfé-
rence (3). Les premieres cultures de fibro-
blastes furent réalisées a partir de biopsies
cutanées. Par la suite d’autres tissus ont
été utilisés comme les aponévroses, les
muscles, les reins ou les organes génitaux
d’animaux (4).

La plupart des études génétiques de
FL/P ont été faites a partir d’échantillons
de sang. A l’inverse, trés peu d’études se
concentrent sur les échantillons de tis-
sus issus de berges de fentes labio-pala-
tines. Pourtant, cette région est un support
d’étude particulierement intéressant, pour
I’étude de I’expression génique en cas de
mosaicisme germinal mais également pour
des études pharmacologiques ou thérapeu-
tiques futures.

Cependant, si cette zone est accessible,
les échantillons sont uniques, petits et
peuvent &tre uniquement obtenus lors de
la premiére chirurgie réparatrice.

De par la nature mixte (peau, mu-
queuse et parfois muscle) des préleve-
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ments de berges de fente faciale le choix
de la culture de fibroblaste nous a paru étre
le plus approprié. Cette technique, standar-
disée pour les biopsies cutanées n’est pas
bien décrite pour les fentes, méme si cer-
tains auteurs s’y réferent dans leurs études
(5,6,7.,8).

L’objectif de ce travail était le déve-
loppement et la description précise d’un
protocole simple, efficace et reproductible
pour la culture de fibroblastes a partir d’ex-
cisions de berges de fentes labiales et/ou
palatines.

MATERIELS & METHODE
Patients

Cette étude prospective monocen-
trique, a inclut 48 patients opérés d’une
chirurgie primaire de fente labio-palatine
entre 2010 et 2012.

La population cible était constituée de
patients avec fente labiale, fente labio-pa-
latine (uni ou bilatérale), et fente palatine,
requérant une chirurgie primaire répara-
trice de la levre et/ou du palais. Les cri-
teres d’exclusion étaient les chirurgies
secondaires ou le refus des parents a par-
ticiper a I’étude génétique.

Le protocole a été approuvé par le
comité d’éthique du CHU de Reims et les
patients inclus dans I’étude apres informa-
tion complete des parents et signature du
consentement.

Prélevement d’échantillon
Les échantillons de tissu étaient pré-
levés pendant ’intervention chirurgicale



pour réparation primaire de fente labio-
palatine (selon Tennison, modifiée par
Malek, ou Millard, Figures la et 1c).
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Figure 1 : Schémas opératoires et Histologie des pré-
levements réséqués.

la : Schéma opératoire de la cheiloplastie primaire.
Apres incision cutanéo-muqueuse a la lame froide,
les fragments opératoires réséqués issus de la plastie
de la fente labiale ont été gardées (fleches noires).
Les berges externes et internes ont été identifiées.

1b : Aspect externe de fentelabiale (HESx63),
versant muqueux, surface muqueuse malpighienne
hyperplasique et chorion fibreux.

lc : Schéma opératoire d’une fente labio-palatine.
Lors de la chirurgie primaire du voile (Veau Wardill
Kilner ou Furlow), les fragments opératoires réséqués
issus de I’avivement de la luette aux ciseaux ont été
gardés.

1d : (Edeme du chorion sur berges de fentes vélo-pa-
latines (HESx250).

Anatomopathologie

Une analyse anatomopathologique a
été réalisée sur 135 prélevements, dont
111 berges de FL (berges externes et/ou
internes) et 24 berges de FP.

Dans les FL (Fig.1b), I’epithélium mal-
pighien est hyperplasique dans 18 % des
cas mais décrit physiologiquement comme
plus épais du cdté buccal. L’hyperplasie
des glandes sébacées dans 22 % est fréque-
ment retrouvée dans d’autres contextes. La
présence de muscle lisse sur quelques pré-
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Ievements est surprenante. Il n’existe pas
de différence anatomopathologique entre
les berges externes et internes, méme pour
la vascularisation. Des nerfs ont été obser-
vés dans le cas des formes unilatérales.
Parfois hypertrophiques, ils ont rarement
été retrouvés au niveau des bourgeons mé-
dians des formes bilatérales.

Dans les prélevements palatins, en
I’absence de fente, le voile (dans sa par-
tie membraneuse) et la luette sont consti-
tués par une double lame de muscles striés
composée du muscle pharyngostaphylin et
du muscle palato-staphylin. Sur les deux
faces de ce plan musculaire, on trouve une
couche presque continue de glandes sali-
vaires. La muqueuse proprement dite com-
porte un épithélium malpighien épais du
coté buccal et beaucoup plus mince du co6té
pharyngien. Dans les FP (Fig. 1d) le cho-
rion était fréquement cedématié (secondai-
rement a I’infiltration de xylocaine ?). La
présence de muscle était inconstante, les
vaisseaux sanguins et lymphatiques fré-
quemment congestifs. Une inflammation
modérée était retrouvée pour 71 % des cas.

Transport

Au bloc opératoire, en salle, les échan-
tillons étaient placés dans des flacons
stériles préalablement remplis de milieu
HAM/DMEM F12 (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium/F-12, HiMedia Laborato-
ries, Inde) avec substitut de sérum de veau
feetal (Ultroser G, Pall Life Science, USA),
et antibiotiques (Pénicilline, Streptomy-
cine et Gentamycine, Invitrogen, Fischer
Bioblock, USA), puis acheminés immé-
diatement au laboratoire de génétique.



Culture cellulaire

Toutes les étapes ont été réalisées en
environnement stérile. Nous avons fait le
choix d’une dissociation mécanique. Au
laboratoire, les échantillons étaient décou-
pés au scalpel en fragments de quelques
milimetres, puis placés dans une solu-
tion de dissociation & 37°C composée de
Collagénase de type II de Clostridium
histolyticum a 1,25 g/L (Sigma Aldrich),
de désoxyribonucléase 1 de pancréas de
beeuf a 250 mg/L (Sigma Aldrich), dans
le milieu de culture a 10% de sérum de
veau feetal (SVF). Cette solution était fil-
trée et transférée dans des tubes de 100 mL
(congelés si besoin). La durée de la disso-
ciation dépendait de la taille de 1’échan-
tillon (entre 1 et 4 heures avec agitation
douce toutes les 30 minutes). Une fois
dissociées, les cellules étaient lavées avec
le milieu HAM/DMEM F12 supplémenté
en SVF pour inhiber I’action de la collagé-
nase. Les échantillons étaient centrifugés
a 1000rpm, 10min. Apres décantation, le
culot était ensemencé dans 6 mL de milieu
de culture (HAM/DMEM F12) dans des
boites de 25 cm3 (GREINER type, Domi-
nique Dutscher, France).

Le milieu de culture était constitué de :

« DMEM/F12 Glutamax 1x, GIBCO
(Fischer Bioblock Scientific, USA)
supplémenté avec 4 % de substrat de
SVF ULTROSER G et reconstitué
dans 20mL de solution saline injec-
table.

* 20 mL de Pénicilline-Streptomycine a
0,5 % ( Invitrogen, Fischer Bioblock,
10000 unités par mL de Pénicilline et
10000 mg/mL de Streptomycine)

* 20 mL de Gentamycine a 0,1%, (Fi-
scher Bioblock).
Les boites étaient placées dans un
incubateur a 37°C régulé en atmosphere
humide 3 gaz (CO, 5%, O, 5% N, 90 %).

Le milieu était remplacé a J5 en vidant
lentement les boites pour éliminer les cel-
lules mortes non adhérentes, en suspension
et en ajoutant 8 mL de milieu de culture
frais.

Les boites étaient observées au micros-
cope inversé (x40) a partir du 8™ jour afin
d’apprécier la croissance des ilots cellu-
laires. Si le nombre et la taille de ces ilots
atteignait 80% de confluence, la culture
était amplifiée. Sinon, les boites étaient re-
placées dans I’incubateur et observées tous
les jours jusqu’a obtenir une pousse satis-
faisante des cellules. Le milieu de culture
était ensuite changé tous les 2 jours a partir
du 9™ jour (Fig. 2).
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Figure 2 : Culture cellulaire.

2a : Etapes de culture.

2b : 116ts cellulaires en culture observés en inversion
de phase.

L’amplification des cultures était réa-
lisée en séparant les cellules des ilots de
croissance ol les mitoses se produisent



uniquement en périphérie. Une fois déta-
chées les cellules étaient remises en culture
comme décrit précédemment. Le but était
d’obtenir une densité cellulaire homogene
sur toute la surface de la boite et d’aug-
menter ainsi la division cellulaire. Le déta-
chement des cellules était réalisé avec une
solution de PBS, trypsine-EDTA a 0,5 %.
Le jour suivant le traitement par trypsine
la confluence cellulaire était évaluée par
observation au microscope inversé. Le
milieu était remplacé par 8mL de HAM/
DMEM+ULTROSER G. Le lendemain,
la confluence cellulaire atteignait souvent
70 a 80 % preuve d’une activité mitotique
intense.

Certains échantillons étaient congelés a
cette étape pour étudier la faisabilité d’une
culture cellulaire apres décongélation
(comme décrit dans le protocole ci-apres).
D’autres échantillons étaient utilisés pour
I’extraction d’ADN.

Etape de congélation, décongélation et
culture cellulaire

Dans le but de réaliser une cryopré-
servation, apres traitement des boites par
la trypsine, les cellules dans le milieu de
croissance étaient centrifugées et le surna-
geant avec les cellules mortes en suspen-
sion était éliminé. Nous ajoutions un agent
cryoprotecteur, le « Recovery Cell Culture
Freezing Medium » (InVitrogen F GIBCO,
Fischer Bioblock) contenant du DMSO, du
DMEM, et du SVF. Apres suspension au
vortex, le milieu était placé 24h a 4°C.
Puis, les échantillons étaient transférés
dans des cryotubes de 1,8mL (NUNC
by Dutscher) et placés a -80°C pour au
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moins 48 h. Puis dans 1’azote liquide pour
la conservation a long-terme.

La décongélation était réalisée rapi-
dement a 37°C au bain marie juste apres
avoir retiré le tube de 1’azote liquide. Apres
décongélation, le milieu de culture avec du
SVF était ajouté goutte a goutte et centri-
fugé. Les cellules étaient ensuite remises
en suspension, transférées dans des boites
et placées dans I'incubateur a 37°C. Le
milieu de culture était remplacé le lende-
main. La suite du protocole était stricte-
ment similaire au protocole de culture cel-
lulaire initiale.

Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN des cultures cellu-
laires était réalisée sur colonnes QIAGEN
(QIAamp DNA Mini Kit, Pays-Bas) en
centrifugation suivant les recommanda-
tions du fournisseur.

Contréle

Pour chaque extraction nous avons étu-
dié le volume, la concentration en pug/mL
(NanoDrop 1000 Spectrophotometer) et
la quantité d’ ADN obtenue. Le controle de
la qualité d’ADN était évalué par électro-
phorese en gel d’agarose 1% avant et apres
traitement par RNase.

RESULTATS

Apres recueil des consentements éclai-
rés, 48 patients furent inclus consécutive-
ment. 108 échantillons ont été prélevés (23
berges de fente palatine et 85 berges de
fentes labiales). Sur les 108 échantillons,
107 ont été utilisés pour la culture cellu-
laire (1 échantillon n’ayant pas été placé



correctement dans le flacon de recueil
en salle d’opération a été exclu). 91 des
107 échantillons ont suivi le protocole
de culture directe sans congélation (pro-
tocole 1) et les 16 autres échantillons ont
suivi le protocole de culture apres congé-
lation (protocole 2). La durée moyenne de
la culture secondaire apres décongélation

était de 8j (5 a 17 jours).

Il y eut 5 échecs de culture suivant le
premier protocole et 1 échec suivant le 2™
protocole (apres culture primaire, congéla-
tion, décongélation et tentative de remise
en culture). Il n’y a pas de différence signi-
ficative au regard de la fréquence d’échecs
entre les 2 types d’échantillons : palais ou
Ievre (Fisher test p 0.5825).

La durée moyenne de culture cellu-
laire était de 18 jours +/- décongélation
(Tableau I). Il n’y a pas de différence si-
gnificative dans la durée de culture entre
les bords externes et internes des fentes
labiales (Student t-test p=0,52).

Durée Nombre

Naturedu | Nombre de Quantité | Concentration

moyenne de | d’extractions Volume (uL)

prélevement | préfévements @ADN (ug) | dADN (ug/ul)

culture () | dADN

Total FL/P 108 18 (7-54) 102 42 (1,9-191) | 133(9.6:273,6) | 313 (100-1000)

1545235

PP 23 17(8-39) 23 48 (3.,5-96) 3085 (150-500)

273.6)

127.709.6-

FL 85 18 (7-54) 79 41(1,9-191) 314.2(100-1000)

205.4)

Dont bord

1265 (9,6- 33421 (100-

extene de 42 19.(7-54) 40 45(1,9-191)

205.4) 1000)
FL
Dont bord 1278 (522

% 17(7-45) 3 370274 2929 (100-450)

interne de FL. 248.2)

Tableau I : Résultats de la culture cellulaire

Nous avons réalisé 102 extractions
d’ADN (Tableau I). La quantité moyenne
d’ADN obtenue aprés extraction était
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42,31 mg par échantillon, avec un volume
moyen de 312,98 uLL et une concentration
moyenne de 133,17pg/pL. La qualité de
I’ ADN était satisfaisante apres traitement
par RNase (Figures 4 et 5).
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Figures 4 et 5 : Controle de la qualité des ADN par
migration sur gel d’agarose, avant (4) et apres (5),
traitement par RNase.

DISCUSSION

Nous nous sommes inspirés des pro-
tocoles de culture de fibroblastes de peau
pour développer notre protocole. La petite
taille de nos piece d’exérése chirurgicale
s’est révélé ne pas étre un facteur limitant.
Ainsi ces tissus rares et précieux repré-
sentent une source d’ADN de bonne qua-
lité, accessible, et réutilisable en quantité
suffisante. Ces cultures peuvent étre réu-
tilisées a la demande puisque les cellules
peuvent étre remises en culture.

Echec de culture
Nous avons recensé 5 échecs de culture



sur culture native (sans congélation ini-
tiale). 3 ont eu lieu sur une méme semaine
dont deux prélevements issus d’un mé€me
malade. Ces échecs peuvent étre lié a
la manutention des cultures. Toutefois
d’autres prélevements réalisés au méme
moment et traité de la méme maniere ont
correctement évolué. La taille initiale de
I’échantillon est un facteur de réussite de
la technique.

Nos cultures ont été réalisées par diffé-
rents techniciens et techniciennes avec le
méme taux de réussite ce qui souligne la
reproductibilité de cette technique.

Un échec de culture s’est produit apres
I’étape de congélation/décongélation. Le
risque est connu et nécessiterait d’étre étu-
dié sur une plus grande série.

Quantité et qualité A’ADN

La qualité et la quantit¢é de I’ADN
issues de nos extractions est satisfaisante
pour réaliser différentes techniques de cy-
togénétique comme la CGH-array.

Perspectives

Les fentes labio-palatines résultent
d’un défaut de fusion des bourgeons pri-
mitifs de la face (frontonasal, maxillaire
et mandibulaires). [’anomalie observée
a la naissance révele la localisation et la
sévérité des défauts de fusion. Plusieurs
mécanismes peuvent étre impliqués indi-
viduellement ou en association durant la
pathogenese de la fente, comme la migra-
tion cellulaire, la prolifération, la différen-
tiation ou encore 1’apoptose.
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De nombreux éléments ont été iden-
tifiés comme essentiels a la fusion : inte-
raction epithélio-mésenchymateuse et
molécules de signalisation (FGFs, BMPs,
TGFs, MSX, DLX, PAX, TBX)2. L’étude
de I’expression des genes aux sites de fu-
sion semble une voie de recherche intéres-
sante. Grice a la validation de ce protocole
nous sommes désormais capables de pour-
suivre vers des études comparatives en 2
berges, ou entre fentes labiales et palatines
depuis les cultures de fibroblastes issus
des berges de fentes. Les cultures pourront
permettre de tester différentes molécules
ou protéines impliquées dans le dévelop-
pement des fentes sur les cellules cibles
comme cela est déja le cas en cosmétolo-

gie.

CONCLUSION

La culture de fibroblastes issue des
berges des fentes labio-palatines est une
méthode intéressante pour obtenir de
I’ ADN et des cellules de bonne qualité en
grande quantité au regard de la zone mal-
formée. Malgré les risques connus de dé-
rive génétique des cultures, cette approche
reste intéressante car les préleévements
accessibles sont trés petits et uniques.
Notre étude montre que cette technique
est simple, fiable et reproductible. Cela en
fait un outil trés utile pour des études plus
approfondies sur les modeles animaux et
feetaux.

Conflits d’intérét
L’ auteur ne déclare aucun conflit d’in-
térét.
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METHODE D’ORIENTATION DE L’ (FIL
POUR L’ANALYSE HISTOLOGIQUE DE ZONES CIBLEES
DE LA RETINE CHEZ LA SOURIS

Nabholz N., Kalatzis V., Pequignot M.-O.

Inserm U1051, Institut des Neurosciences de Montpellier, CHU St Eloi, 80 rue Augustin
Fliche 34000 Montpellier

INTRODUCTION

La rétine tapisse le fond de 1’ceil et est
composée de deux feuillets, la neurorétine
(NR) et I’épithélium pigmentaire rétinien
(EPR), ces 2 couches étant séparées par
un espace virtuel (1). La neurorétine est
elle-méme formée de différentes couches
cellulaires dont, de 1’extérieur vers 1’inté-
rieur du globe, la couche nucléaire externe
(CNE), qui contient les noyaux des pho-
torécepteurs (PR), la couche nucléaire
interne (CNI), contenant la majorité des
interneurones, et la couche des cellules
ganglionnaires (CCG), qui contient les cel-
lules ganglionnaires et des interneurones.
La lumiere traverse toute la neurorétine
pour étre captée par les PR, qui transfor-
ment le signal lumineux en signal électro-
physiologique. Ce signal est ensuite trans-
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mis aux interneurones qui le transmettent
eux-mémes aux cellules ganglionnaires
dont les axones forment le nerf optique qui
achemine le signal au cerveau. L’épithé-
lium pigmentaire rétinien, qui se trouve en
arriere de la NR, en regard des PR, est une
couche de soutien cruciale pour la survie
et le bon fonctionnement des PR et forme
avec eux un couple interdépendant pour
leur survie. Tout dysfonctionnement de
I’une des couches entraine le dysfonction-
nement de I’autre et souvent la dégénéres-
cence plus ou moins rapide des deux, ce
qui aboutit a la cécité.

En France, plus de 130000 personnes
souffrent de cécité légale (acuité visuelle
< 1/20 selon I’OMS). Plus de 50% de ces
cécités sont dues a des pathologies réti-



niennes héréditaires dont les rétinopathies
pigmentaires, caractérisées par une dégé-
nérescence des PR et/ou de ’EPR (2) et
a ce jour, ils ne bénéficient d’aucun trai-
tement. Le but de 1’équipe est de mettre
au point des thérapies innovantes pour ces
maladies (telle que la thérapie génique)
(3). Les produits thérapeutiques sont pré-
férentiellement administrés localement
par injection sous-rétinienne, c’est-a-dire
dans I’espace virtuel entre les PR et ’EPR.
Suite a cette administration, la toxicité
éventuelle du produit doit étre étudiée en
analysant dans le temps le nombre de PR
tout le long de la zone injectée par rapport
a la zone non injectée et par rapport a des
yeux non injectés ou ayant recu des injec-
tions controles.

Lors de I'injection, la NR est séparée
de ’EPR par le liquide puis se ré-accole
dans les heures qui suivent par résorp-
tion de ce liquide a travers I’EPR. Il est
possible de voir la zone injectée dans les
quelques semaines qui suivent, cependant
cette visualisation s’estompe avec le temps
et il n’est plus possible de reconnaitre la
zone injectée de la zone non injectée a
deux mois post-injection. De plus, méme
si nous notons précisément I’emplacement
de la zone injectée le jour de I’injection,
I’ceil, une fois extrait de son orbite, est
complétement symétrique par rapport au
nerf optique, qui se trouve dans le podle
postérieur, il n’est donc pas possible apres
dissection de déterminer la zone ventrale
de la zone dorsale.

Nous avons donc mis au point une
méthode simple permettant d’orienter
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I’ceil d’un bout a I'autre du traitement de
I’échantillon afin d’obtenir des coupes sa-
gittales de globe oculaire contenant a coup
siir la zone rétinienne d’intérét (hémi-ré-
tine injectée) et une zone contréle (hémi-
rétine non injectée).

MATERIEL ET METHODE

Les souris utilisées sont des C57BL/6J
males de 8 semaines (Harlan, France).
Elles sont hébergées dans des cages en
plastiques transparents avec un environne-
ment enrichi dans une ambiance lumineuse
de 12 heures a 90 lux/12 heures d’obscu-
rité, et nourries ad libitum avec un régime
alimentaire standard pour rongeurs. La
saisine d’éthique correspondante porte le
numéro 01815.01.

Les injections se font apres anesthésie
générale par injection intra-péritonéale
d’un mélange de xylazine (28mg/kg,
Bayer Healthcare, Allemagne) et de kéta-
mine (70mg/kg, Mérial, France). L’ad-
ministration d’une goutte de tropicamide
collyre (0,5 %, Théa, France) permet d’ob-
tenir une mydriase puis I’anesthésie locale
est réalisée par I’administration cornéenne
d’une goutte de chlorhydrate d’oxybupro-
caine (0,4%, Bausch + Lomb, France).
La cornée est protégée de 1’assechement
pendant toute 1’anesthésie par instillation
d’une couche de gel ophtalmique (Alcon,
France).

Les yeux sont injectés soit avec du
NaCl 0,9% (témoin d’un possible effet
délétere de I’injection), soit avec la GFP
(Green Fluorescent Protein, connue pour
avoir un effet toxique dose-dépendant sur



les photorécepteurs, codée dans un vecteur
viral) (4).

L’expérience se fait sous un micros-
cope chirurgical (M80, Leica) dont 1’axe
de la lumiere et 1’axe optique sont confon-
dus, ce qui permet d’éclairer le fond de
I’ceil. Pour I’injection, afin d’obtenir une
surface plane, une lamelle de verre (la-
melle ronde d’histologie) est déposée sur
la couche de gel ophtalmique, et 1’ceil est
maintenu a I’aide d’une pince par la sclere.
L’injection sous-rétinienne de 2ul se fait
par une approche trans-vitréenne par 1’in-
termédiaire d’une aiguille de 34 gauges.
Le décollement de la rétine apparait sous la
forme d’un dome blanc, sa taille et sa posi-
tion (naso-temporale et dorso-ventrale)
sont immédiatement notées sur le compte
rendu papier de 1’expérience. L’animal est
ensuite placé sur une plaque chauffante et
surveillé jusqu’au réveil. Aucune infection
n’a été observée suite a cette procédure. La
NR et ’EPR se ré-accole tres rapidement
apres I’injection.

L’aspect de la rétine peut étre étudié
a différents temps (par exemple 1 mois, 2
mois et plus de 6 mois) post-injection par
photographie du fond d’ceil a 1’aide d’un
Micron III (Phoenix, Etats-Unis). Cet ap-
pareil possede une caméra permettant de
visualiser le fond d’ceil chez le rongeur
anesthésié, en lumieére visible et en fluo-
rescence verte (GFP).

Pour I’analyse histologique, 2 mois
post-injection, les souris sont euthanasiées
par dislocation cervicale. L’ ceil de la souris
étant parfaitement symétrique dans toutes
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les directions par rapport au centre, une
incision dans la cornée de chaque ceil est
pratiquée en regard du centre de la zone
injectée, en se référant au compte-rendu
des injections, afin de la repérer. Puis 1’ ceil
est extrait de I’orbite et immergé dans une
solution de formaldéhyde 4 % sur la nuit.
Le lendemain, 1’ceil est rincé dans du PBS
1X, puis disséqué sous loupe binoculaire
(Leica) et orienté, a I’aide d’un fil chirurgi-
cal (Novosyn, Braun, référence 0069206)
placé a travers la rétine et la sclére puis
noué. Le cristallin, inutile pour notre
étude, est extrait afin de permettre une
imprégnation plus efficace de 1’intérieur
de I'ceil et de faciliter la coupe. L’ceil est
placé dans une solution d’éthanol 70%,
premiere étape de déshydratation en vue
de l'inclusion en paraffine, et coupé (Ré-
seau d’Histologie Expérimentale de Mont-
pellier (RHEM), France). Seize coupes
successives de 4 um passant par le nerf
optique (ou proches) sont alors colorées en
hématoxyline/€osine/safran selon un pro-
tocole standard (RHEM), puis scannées
sur nanozoomer (Hamamatsu, Plateforme
Montpellier RIO Imaging (MRI), France).
Pour chaque globe oculaire, 4 coupes his-
tologiques sont choisies pour leur intégrité
(@il peut y avoir présence de plis, de petits
défauts) et leur netteté apres scan, et analy-
sées.

RESULTATS - DISCUSSION

Le but premier de ce travail était de
mettre au point une technique permettant
d’orienter I’ceil pour des études histolo-
giques post-administration sous-rétinienne
d’un produit d’intérét. Il s’agissait d’obte-
nir des coupes histologiques sagittales du



segment postérieur des globes oculaires
passant par le nerf optique et par le plus
grand diametre de la zone injectée.

L’objectif scientifique était ensuite de
réaliser une étude histopathologique analy-
tique de la zone injectée afin d’évaluer une
toxicité potentielle du produit administré.
Cette étude a été effectuée par comptage
du nombre de noyaux de photorécepteurs
et comparaison des résultats entre la zone
rétinienne injectée et la zone non injectée
d’un méme globe oculaire, et par compa-
raison avec des yeux non injectées (NI) ou
injectés avec du NaCl 0,9 % (NaCl).

Apres 15 jours, lors de 1’observation
au micron III, qui permet de voir le fond
d’ceil et donc I’aspect de la rétine, la zone
injectée est clairement délimitée, par la
fluorescence verte dans le cas des yeux
exprimant de la GFP (non montré) mais
aussi dans les yeux injectés par NaCl 0,9 %
car elle est bordée d’une ligne noire non
observable chez les yeux contrdles (Fig.
1A), correspondant vraisemblablement a
un ré-accolement imparfait de la NR sur
I’EPR (Fig. 1B et 1C) dans les heures qui
suivent I’injection. Cependant, cette ligne
noire s’estompe au cours des semaines et a
disparu dans la plupart des cas a 2 mois, au
temps correspondant a la dissection (Fig.
1D).

Nous avons donc cherché une solution
simple pour orienter les yeux de la dissec-
tion jusqu’a la coupe. Pour cela, lors de
I’injection, la position de la zone de décol-
lement, a la fois dans le sens naso-tempo-
ral et dorso-ventral a été soigneusement
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notée. Cette position a été vérifiée lors de
I’observation des rétines au micron Il a 15
jours.

Lors de la dissection, une incision dans
la cornée de chaque ceil est pratiquée en
regard du plus grand diametre (passant par
le nerf optique) de la zone injectée (Fig.
1E) puis I'ceil est délicatement sorti de
I’orbite en sectionnant soigneusement les
muscles oculo-moteurs et le nerf optique,
avant fixation. Le lendemain, la cornée est
découpée en périphérie sur la moitié¢ dans
le sens inverse des aiguilles d’une montre
(Fig. 1F). A T’aide d’une aiguille chirur-
gicale passant dans le globe oculaire, un
fil est placé a travers la rétine et la sclere
a 90° de la zone injectée (Fig. 1G) et un
nceud plat est fait (Fig. 1H). La cornée est
ensuite completement découpée le long
du limbe (anneau blanc sur le pourtour de
I’ceil) et le cristallin et I’iris enlevés (Fig.
11). Lorsque I’ eil est inclus en paraffine, le
fil, bien visible, est placé vers le haut dans
la cassette d’inclusion (Fig. 1J). L’ceil est
ensuite coupé en commengant par le bas.
Les coupes passant par le nerf optique sont
colorées en hématoxyline/€osine/safran,
puis scannées.

L’analyse se fait sur 4 coupes par ceil.
Grace a l’orientation, la zone injectée
se trouve toujours a la mé€me place sur
la lame. Les hémi-rétines non injectées,
comme les rétines des yeux non injectées,
n’ont pas de remaniements (Fig. 1K), alors
que pour les autres hémi-rétines, I’aspect
varie d’une structure normale (Fig. 1L) a
un affinement des couches de la NR (Fig.

1M), voire un remaniement de la NR et de



G. Pose d’un point, a I’aide d’une aiguille
chirurgicale a travers la rétine, la choroide
et la sclere, permettant de réaliser un nceud
plat a 90° du plus grand diametre de la zone
d’injection.

H. Découpe compleéte de la cornée.

I. Séparation et extraction du cristallin
] avant imprégnation en paraffine.

J. Orientation de 1’ceil dans la cassette a
I’étape d’inclusion avec le nceud en haut, et
le bord opposé positionné contre le fond du
moule. Le nerf optique est placé en arriére,
I’ceil étant en position «debout», ce qui
permet 1’obtention de coupes passant par le
plus grand diametre de la zone d’injection
apres avoir dégrossi le bloc jusqu’a la zone
d’intérét.

K a P. Coupes des globes oculaires colorées
a I’hématoxyline/éosine/safran montrant
les différentes couches de I’ ceil.

K a N. Les 4 photographies sont prises
au méme grossissement. La barre rouge
indique 1’épaisseur de la couche d’intérét
: la couche des noyaux des PR (couche
nucléaire externe). La barre noire indique
100pm.

K. Portion de coupe d’un ceil injecté dans
I’hémi-rétine contrdle, non injectée.

L a N. Portions de coupe d’un ceil injecté
dans la partie injectée.

L. La couche d’intérét est de taille normale.
M. La couche d’intérét est d’épaisseur
réduite.

N. La couche d’intérét est réduite a un
noyau a gauche et est totalement absente a
droite.
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Figure 1:

A. Photographie du fond d’un ceil non injecté. La
structure arrondie blanchatre correspond au nerf
optique.

B. Photographie du fond d’un ceil injecté a 15 jours
post-injection, montrant une ligne noire bordant la
zone d’injection (fleches blanches).

C. Schéma représentant la zone injectée correspon-
dant a la photographie de la figure B.

D. Photographie du fond d’un il injecté & 3 mois
post-injection, ne présentant plus de zone d’injection
identifiable.

E a J. Schémas des différentes étapes de 1’orienta-
tion de I’ceil. La zone d’injection est délimitée par
des pointillés rouges E. Incision de la cornée dans
I’alignement du plus grand diameétre (passant par le
nerf optique) de la zone d’injection (téte de fleche
blanche).

F. Découpe de la moitié de la cornée dans le sens
inverse des aiguilles d’une montre.
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O. Photographie d’une coupe de rétine
colorée a I’hématoxyline/€osine/safran.
La barre noire épaisse, placée sur le nerf
optique, sépare la coupe en 2 hémi-rétines,
I’hémi-rétine injectée se situant toujours en
bas. Chaque hémi-rétine est ensuite découpée en 12
portions dans lesquelles sont comptés les noyaux des
PR

P. Photographie d’une portion de coupe de rétine
montrant les couches de noyaux. La CNE est formée
de I’empilement des noyaux des PR, qui sont comp-
tés en colonne. Exemple donné par les fleches jaunes
montrant une colonne de 10 noyaux.

Q. Courbe représentant, pour chaque groupe, la
moyenne du nombre de couches de PR dans chaque
portion de rétine. Au niveau du nerf optique (no), les
couches rétiniennes s’interrompent (voir Figure 10),
d’ou le «V» du milieu de courbe. Noter la plus grande
variabilité des résultats dans I’hémi-rétine injectée
(barres d’erreurs plus grandes), ainsi qu’une zone
de toxicité due a I'injection du vecteur GFP (courbe
verte).



I’EPR (Fig. IN). Pour chaque coupe ana-
lysée, chaque hémi-rétine est séparée ma-
nuellement, sur photographie de la coupe,
en 12 portions par 1’ajout de barres régulie-
rement espacées (Fig. 10). Le nombre de
couches de noyaux de PR qui forment la
couche nucléaire externe (CNE) est comp-
té manuellement (exemple en Fig. 1P) sur
les 12 segments définis. La moyenne du
nombre de couches de PR pour chaque
hémi-rétine est ensuite calculée pour cha-
cun des yeux puis la moyenne de chaque
groupe est représentée sous forme de
courbe (Fig. 1Q).

L’analyse de cette expérience permet
de voir, d’'une part, la différence entre
les hémi-rétines injectées et non injec-
tées lorsqu’elle existe. En particulier dans
notre étude, une plus grande variabilité des
données est observée dans les hémi-rétines
injectées. D’autre part, ’injection de NaCl
0,9 % n’induit pas de dégénérescence des
photorécepteurs a 2 mois post-injection.
Enfin, les hémi-rétines exprimant la GFP
montrent un plus faible nombre de couches
de noyaux de photorécepteurs, ce qui est
cohérent avec la toxicité connue de cette
protéine sur la rétine (exemple dans (4)).

CONCLUSION

Le protocole technique d’orientation,
de recoupe, d’inclusion et de coupe de
globes oculaires de souris fixés au for-
mol décrit est simple a mettre en ceuvre
et permet de visualiser et donc de pouvoir
comparer dans un méme globe oculaire
une zone rétinienne injectée et une zone
non injectée, cette derniere constituant

un contrdle interne intrinseque. Ceci est
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indispensable en particulier pour analyser
les yeux d’un méme groupe en comptant
toujours le nombre de couches de noyaux
de PR le long du plus grand diametre (pas-
sant par le nerf optique) de I’injection.

L’histologie conventionnelle en colora-
tion H&E, couplée a ce protocole, permet
en particulier d’étudier la toxicité de divers
produits thérapeutiques injectés par voie
sous-rétinienne, grice a un comptage du
nombre de noyaux constituant 1’épaisseur

de la couche nucléaire externe de la rétine.
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RESUME

Le systeme somatosensoriel permet
le traitement de diverses modalités sen-
sorielles telles que la mécanoception, la
proprioception, la nociception et la ther-
moception. Au niveau du tronc, la percep-
tion de ces diverses sensations met en jeu
des récepteurs neuronaux périphériques
spécialisés dont les corps cellulaires sont
localisés dans les ganglions rachidiens ou
ganglions de la racine dorsale (GRDs). Par
différentes approches transcriptomiques,
nous avons identifié plusieurs acteurs mo-
léculaires impliqués dans la mise en place
et/ou le fonctionnement de ce systeme
en conditions normales et pathologiques.
Cet article illustre comment la technique
d’hybridation in situ a permis la validation
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des genes candidats issus de ces criblages
en établissant leur profil d’expression au
sein des GRDs. La caractérisation fine des
populations de neurones sensoriels dans
lesquelles ils sont exprimés a été réalisée
grice a des marquages en double hybri-
dation in situ et/ou en hybridation in situ
couplée a une immunohistochimie. Ainsi,
ces études nous ont permis d’identifier et
de caractériser : 1) des marqueurs spéci-
fiques de populations de neurones sensitifs
au sein des GRDs ; 2) une population fine
de neurones impliquée dans la perception
du toucher ; 3) un nouvel acteur de la ré-
génération des nerfs périphériques apres
Iésion; et 4) une nouvelle cible thérapeu-
tique potentielle pour le traitement des
douleurs neuropathiques chroniques.



The somatosensory system processes seve-
ral sensory modalities including mechano-
ception, proprioception, nociception and
thermoception. At trunk levels, the percep-
tion of these diverse sensations involves
highly specialized peripheral neuronal re-
ceptors whose cell bodies are located in the
dorsal root ganglia (DRGs). Through va-
rious transcriptomic approaches, we have
identified new molecular determinants
involved in the development and/or func-
tioning of the somatosensory system in
normal and pathological conditions. This
article illustrates how the in situ hybridi-
zation technique allowed the validation of
candidate genes issued from these screens
by establishing their expression profiles
in the DRGs. To precisely characterize
the sensory neuron subtypes in which
they are expressed, we performed double
in situ hybridization analyses and/or in
situ hybridization coupled with immu-
nostaining. Altogether these studies have
allowed us to identify and characterize:
1) several molecular markers expressed in
specific DRG sensory neuron subtypes; 2)
a discrete population of mechanoceptive
neurons involved in touch sensations; 3) a
new molecular actor involved in peripheral
nerve regeneration after lesion; and 4) a
new potential therapeutic target for chro-
nic neuropathic pain treatment.

INTRODUCTION

La technique d’hybridation in situ
(HIS), mise au point en 1969 pour la loca-
lisation chromosomique des geénes (1), a
été ensuite adaptée afin d’étudier la loca-
lisation des ARN messagers d’un gene
donné dans un tissu biologique, avec une
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résolution cellulaire. Elle permet une ana-
lyse spatiale et temporelle de I’expression
génique et représente une méthode alterna-
tive ou complémentaire de I’immunohisto-
chimie. Cet article a pour but de présenter
comment la technique d’HIS a constitué
une méthode de choix pour nos études du
systeme somatosensoriel.

Le systeme somatosensoriel est la com-
posante du systéme nerveux qui nous fait
prendre conscience de 1’état de notre corps
dans I’espace et des stimuli qu’il subit de
la part de I’environnement. Il regroupe les
mécanismes nerveux chargés de détecter
les sensations du corps, communément ap-
pelées «sensations somatiques », et de les
transmettre vers le systeme nerveux central
ou elles seront traitées de facon a engen-
drer une réponse adaptative adéquate. La
somesthésie regroupe 4 grandes modalités
que sont la mécanoception, la propriocep-
tion, la nociception et la thermoception. La
nociception englobe les mécanismes qui
permettent la perception des stimuli dou-
loureux détectés en périphérie. La thermo-
ception est le sens qui permet la perception
de la chaleur (entre 30 et 45°C) et du froid
(entre 10 et 30°C). La mécanoception dé-
signe les mécanismes nerveux mis en jeu
afin de percevoir les sensations du toucher
correspondant a des stimuli mécaniques
non douloureux. La proprioception repré-
sente le sens qui nous permet de connaitre
a tout instant la position et les mouve-
ments de chaque partie de notre corps dans
I’espace de sorte a ajuster les contractions
musculaires et ainsi d’assurer des mouve-
ments coordonnés et fluides. La perception
de ces diverses sensations met en jeu des



récepteurs neuronaux périphériques spé-
cialisés dont les corps cellulaires se loca-
lisent dans les ganglions de la racine dor-
sale (GRDs) au niveau du tronc. Les GRDs
sont localisés dans 1’espace péridural de la
colonne vertébrale, contre la paroi osseuse.
Ils forment deux chaines situées de part et
d’autre de la moelle épiniere et sont situés
sur le trajet de la racine dorsale des nerfs
spinaux entrant dans la moelle au niveau
de chaque métamere.

Afin d’étendre nos connaissances sur la
mise en place et le fonctionnement du sys-
teéme somatosensoriel en conditions nor-
males et pathologiques, nous avons entre-
pris le criblage différentiel de différentes
banques SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression) générées a partir 1) de GRDs
a différents stades du développement (pré-
levés au jour embryonnaire 13 (E13), a la
naissance (P0) et au stade adulte) ; 2) de
GRDs dépourvus de neurones thermocep-
tifs (prélevés a partir de souris mutantes
pour le géne TrkA codant pour le récepteur
du Nerve Growth Factor) ou 3) de GRDs
prélevés en condition traumatique apres 1é-
sion du nerf sciatique (2) (3). Notre choix
s’est porté sur la technologie SAGE car
elle présentait 1’avantage de fournir une
analyse globale et quantitative de I’expres-
sion génique dans un tissu donné a un stade
donné, mais aussi d’appartenir aux straté-
gies qualifiées d’«open system» c’est a
dire permettant 1’identification de geénes
encore inconnus (4) (5). Les résultats issus
de ces analyses transcriptomiques ont été
dans un premier temps validés par PCR
quantitative en temps réel. Dans un deu-
xieme temps, 1’expression des ARN mes-
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sagers des genes d’intérét a été étudiée au
niveau cellulaire par la technique d’HIS.

Les neurones sensoriels du GRD for-
ment une population hétérogene et sont
distinguables sur la base de critéres ana-
tomiques (taille de leur soma, diametre
et degré de myélinisation de leur axone,
morphologie de leur terminaison axonale
a la périphérie et le site de leur projection
au sein du systéme nerveux central), fonc-
tionnels (vitesse de conduction des poten-
tiels d’action) et moléculaires (expression
de marqueurs moléculaires appartenant
a diverse familles : facteurs de transcrip-
tion, récepteurs membranaires, canaux
ioniques, neuropeptides). Une classifica-
tion simplifiée des différents sous-types de
neurones sensoriels des ganglions spinaux
chez la souris adulte est présentée dans le
Tableau I. De nombreux travaux se sont
attachés a identifier des génes exprimés
dans les diverses sous-populations neu-
ronales au sein des GRDs. Cependant le
nombre de ces marqueurs, méme s’il est
en constante augmentation, reste encore
relativement limité. La mise au point d’un
protocole fiable, rapide et économique
d’identification histologique des différents
sous-types de neurones sensoriels dans le
GRD, a été essentielle pour nos travaux.
En particulier, par la technique d’HIS en
double marquages ou couplée a un mar-
quage immunohistochimique, nous avons
pu déterminer précisément sur coupe de
tissus dans quelles populations de neu-
rones sensoriels étaient exprimés les genes
candidats révélés par le criblage des diffé-
rentes banques SAGE.



Nociceptifs Mécanosensitifs Proprioceptifs
Taille soma (um) 20-30 30-40 40-50
Type de fibre principale Ad, C Ab, Ad Aa
Diamétre de la fibre (um) 1-5 6-12 13-20
Vitesse de conduction 5-30 35-75 80-120

(m/s)

Terminaisons
périphériques

« Terminaisons libres

« Disques de Merkel

« Corpuscules de Meissner
« Terminaisons de Ruffini

« Corpuscules de Pacini

« Follicule pileux

+ Fuseau neuromusculaire
+ Organes tendineux de Golgi
+ Récepteurs articulaires

Terminaisons centrales

Lamina | et lI-11l

Lamina lll et IV

Lamina VI-VII et IX

Récepteurs aux facteurs
neurotrophiques

« Récepteur TrkA pour le
NGF (P)
 Récepteur Ret (NP),

GFR-a1 et a2 pour le GDNF
et la neurturine

« Récepteur TrkB pour le
BDNF et la NT4/5

« Récepteur Ret pour le
GDNF et la neurturine

+ Récepteur TrkC pour la
NT3

Récepteurs couplés aux
protéines G

- récepteurs au NPY

« PARs

« récepteur a la bradykinine
« récepteurs a la
prostaglandine

« récepteurs aux opioides

* Mrgprs

Marqueurs structuraux Périphérine (NM) NF200 (M) NF200 (M)
Neuropeptides « Neuropeptide Y (P)
« Substance P (P)
- CGRP (P)
« Cholécystokinine (P)
« Somatostatine (P)
Protéines liant le calcium - Calbindine + Calbindine
+ Calrétinine
+ Parvalbumine
Glycoprotéines se lient & I''B4 (NP)
Enzymes - Phosphatase acide, FRAP * Anhydrase carbonique
- TMP
Facteurs de transcription Runx1 (TrkA-/IB4+/Ret+) c-Maf, MafA ER81, Runx3

Canaux ioniques

« Nav1.7, Nav1.8 et Nav1.9

- Canaux calciques de type T
bas seuil (TrkA+/IB4-)

- akKv1.4 (NP)

- TREK1

« TRPV1

« ASIC1, ASIC2 et ASIC3
= P2X3 (NP et IB4+)

» Nav1.1 et Nav1.6
« Kv1.1 etKvi.2

- TRPV2

- Cav3.2

» Nav1.1 et Nav1.6
+Kv1.1 etKvi.2
« TRPV2

Tableau I : Classification simplifiée des neurones sensoriels des ganglions spinaux de souris adultes.
P : Peptidergique ; NP : Non Peptidergique ; M : Myélinisé ; NM : Non Myélinisé
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Ainsi, I’ensemble de cette étude nous
a permis d’identifier et de caractériser : 1)
des marqueurs spécifiques de populations
de neurones sensitifs au sein des GRDs ;
2) une population fine de neurones impli-
quée dans la perception du toucher ; 3) un
nouvel acteur de la régénération des nerfs
périphériques apres 1ésion ; et 4) une nou-
velle cible thérapeutique potentielle pour
le traitement des douleurs neuropathiques
chroniques.

MATERIEL ET METHODES
Animaux et chirurgie

Toutes les expériences ont été approu-
vées par la direction départementale des
services vétérinaires de 1’Hérault (autori-
sation d’expérimentation animale n°34-
376, 17 février 2009) et réalisées selon les
directives de 1’ Association Internationale
pour I’Etude de la Douleur (IASP).

Des souris issues de la lignée C57BL/6
et dgées de 8 semaines sont anesthésiées
par inhalation d’isoflurane (induction
4-5 %, maintien 1,5-2 %) pendant la chirur-
gie d’axotomie. La patte arriere gauche
de I’animal est immobilisée en position
latérale. La peau est incisée a mi-cuisse et
les couches de muscle sont séparées afin
d’atteindre le nerf sciatique. Une portion
de 2 a 4mm de nerf est sectionnée et reti-
rée. Afin de visualiser les neurones 1ésés
par ’axotomie dans le GRD, I’extrémité
de la portion proximale du nerf sectionné
est immergée dans une goutte de solution
de traceur rétrograde (Fluorogold a 1%).
Les couches de muscle sont ensuite délica-
tement repositionnées et la plaie est refer-
mée par un point de suture. Une injection
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sous-cutanée de NaCl 0,9% (10 ml/kg) est
réalisée afin d’éviter la déshydratation de
I’animal.

Préparation des tissus

Les souris sont préalablement anesthé-
siées (Ketamine a 100mg/kg et Xylasine
a 10mg/kg) puis euthanasiées par disloca-
tion cérébrale. La colonne vertébrale est
disséquée puis coupée en deux dans le sens
de la longueur. Apres avoir retiré la moelle
épiniere, les GRDs lombaires 4 a 6 logés
contre la paroi osseuse sont prélevés dans
du PBS stérile. Les ganglions sont ensuite
fixés dans une solution de paraformaldé-
hyde (PFA) 4 % pendant 1h a température
ambiante (TA) et cryopréservés dans une
solution de sucrose a 25% pendant une
nuit a 4°C avant d’étre inclus dans un
milieu d’enrobage (OCT compound, Tis-
sue-Tek). Des coupes de 14 um d’épaisseur
sont réalisées a 1’aide d’un cryostat et sont
collectées sur des lames Super Frost Plus
(Fisher Scientific) et conservées a -80°C.

Synthése des ribosondes

Les ARN totaux extraits de GRDs de
souris sont rétro transcrits par RT-PCR.
Les séquences d’ ADNc sont amplifiées par
PCR a l’aide des couples d’oligonucléo-
tides spécifiques des séquences nucléoti-
diques a visualiser et correspondant aux
genes recherchés. Les fragments amplifiés
ainsi obtenus sont clonés sur le principe du
«TA cloning» dans le vecteur pGEM-T
easy en utilisant le «pGEM-T Easy Vec-
tor System I» (réf. A1360, Promega). Le
«TA cloning» est une méthode de clo-
nage simple et rapide. Le principe de cette
méthode repose sur le fait que les ADN



polymérases dépourvues d’activité exo-
nucléasique de 3’ vers 5°, comme la Taq
polymérase, ajoutent préférentiellement
une Adénine (A) supplémentaire en 3’ en
fin d’élongation. Par le biais d’un vecteur
de clonage linéarisé avec une Thymine (T)
sortante a chaque extrémité 3°’OH (comme
le vecteur pGEM-T fournis dans le kit),
I’insertion du fragment d’intérét sera faci-
litée grace a la complémentarité des bases.
Les ribosondes, d’une taille de 400 a 600
nucléotides et marquées a la Digoxigénine
(DIG) ou a la Fluorescéine, sont synthé-
tisées a 1’aide des «DIG- ou Fluorescein
RNA labeling kit» (réf. 11175025910 et
11685619910 respectivement, Roche) se-
lon les instructions du fabricant. Notre pro-
tocole utilise des ribosondes antisens dont
la séquence est complémentaire de celle de
I’ARNm que I’on veut détecter ainsi que
deux types de témoins. Sur les mémes tis-
sus d’intérét, une ribosonde sens est utili-
sée comme témoin négatif puisqu’elle ne
peut pas s’hybrider avec ’ARNm ciblé.
De plus, un témoin positif est réalisé avec
la ribosonde antisens sur d’autres tissus
connus pour exprimer fortement le geéne
étudié. En fin de synthese, les ribosondes
marquées a la DIG ou a la Fluorescéine
sont purifiées par chromatographie d’ex-
clusion diffusion sur colonne G-50 (réf.
27-5330-01, GE Healthcare).

Hybridation in situ en simple marquage
sur coupes congelées de GRDs

Les lames obtenues précédemment
sont hybridées pendant une nuit a 65°C
avec la ribosonde diluée dans du tampon
d’hybridation (formamide 50%, sulfate
de dextran 10%, yeast tRNA 1mg/ml,
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denhardt’s 1X) , lavées deux fois pendant
30min a 65°C avec du tampon SSC 1X,
50% formamide et 0,1 % Tween-20, deux
fois pendant 30min a TA avec du tampon
MABT (acide maléique 0,1 M, NaCl 0,15
M, 0,1 % Tween-20, pH 7,5) puis saturées
pendant 2 h a TA avec une solution de blo-
cage (MABT, 20% de sérum de mouton
désactivé et 2% de « Blocking reagent »
(réf. 11096176001, Roche)). Les lames
sont ensuite incubées une nuit a 4°C avec
I’anticorps anti DIG couplé a la phospha-
tase alcaline (Anti-Digoxigenin-AP, Fab
fragments, réf. 11093274910, Roche) dilué
au 1/2000 dans la solution de blocage et
révélées apres lavages avec la solution de
révélation NBT/BCIP (réf. 11383213001
et 11383221001 respectivement, Roche).
La révélation est arrétée avec deux lavages
al’eau.

Double hybridation in situ sur coupes
congelées de GRDs

Les doubles hybridation in sifu sont
réalisées sur coupes congelées de 14 um
d’épaisseur préparées comme indiqué au-
dessus. Les ribosondes marquées a la DIG
et Fluorescéine sont diluées et mélangées
dans le tampon d’hybridation puis dépo-
sées sur les coupes de tissu. Apres hybri-
dation pendant une nuit a 65°C, les lames
sont lavées deux fois pendant 30min a
65°C avec du tampon SSC 1X, 50 % for-
mamide et 0,1 % Tween-20, deux fois pen-
dant 30 min a TA avec du tampon MABT
puis saturées pendant 2 h a TA avec une so-
Iution de blocage (MABT, 20 % de sérum
de mouton désactivé et 2% de « Blocking
reagent » (Roche)). Les lames sont ensuite
incubées une nuit a 4°C avec 1’anticorps



anti Fluorescéine couplé a la phosphatase
alcaline (Anti-Fluorescein-AP, Fab frag-
ments, réf. 11426338910, Roche) dilué
au 1/2000 dans la solution de blocage.
Apres lavages, la ribosonde marquée a la
Fluorescéine est visualisée par réaction
enzymatique en utilisant les tablettes Fast
Red (réf. 11496549001, Roche) selon les
instructions du fabricant. La réaction colo-
rée est arrétée avec deux lavages a 1’eau
et les lames sont montées temporairement
avec une solution de glycérol a 90 %, Tris
0,1 M, pH 8,2. Les images de la révélation
sont acquises sur un microscope optique.

Apres lavage pendant 15min a TA
avec une solution de Tris 0,1M a pH 8,2,
I’activité de la phosphatase alcaline est
inhibée pendant 30 min avec une solution
de glycine a 100 mM, 0,1% Tween-20, pH
2,2. Les lames sont ensuite lavées deux
fois pendant 15min dans du PBS, 0,1%
Tween-20, post-fixées dans du PFA 4%
pendant 10 min a TA, lavées pendant 20
min a TA dans du PBS, 0,1 % Tween-20
puis deux fois pendant 30min dans du
tampon MABT. Les lames sont a nouveau
saturées avec la solution de blocage pen-
dant 2h a TA et incubées la nuit a 4°C
avec I’Ac anti DIG-PA dilué au 1/2000.
Les lames sont lavées comme précédem-
ment et incubées cette fois avec la solution
de révélation NBT/BCIP selon les instruc-
tions du fabricant. La réaction colorée est
arrétée avec deux lavages a I’eau.

Les précipités colorés obtenus avec la
révélation Fast Red sont décolorés en in-
cubant les lames dans des concentrations
croissantes d’éthanol et deux incubations
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finales dans de 1’éthanol 100% pendant
10min. Les marquages obtenus avec la
révélation NBT/BCIP sont photographiés
au microscope afin de les comparer a ceux
obtenus avec la révélation Fast Red sur les
mémes coupes. Les signaux obtenus avec
la révélation Fast Red sont alors transfor-
més, grace au logiciel Adobe Photoshop,
en fausse couleur fluorescente rouge et les
signaux obtenus avec la révélation NBT/
BCIP sont eux transformés en fausse cou-
leur fluorescente verte. Les marquages
ainsi convertis en fausse couleur peuvent
alors étre superposés et les co-localisations
apparaissent en jaune. Cette approche sé-
quentielle permet 1’identification claire de
co-localisation au niveau d’une seule cel-
lule.

Hybridation in situ combinée a un immu-
nomarquage

Pour une hybridation in situ combi-
née a un immunomarquage, les lames
sont d’abord hybridées avec la ribosonde
marquée a la DIG. Les lames sont ensuite
saturées avec une solution de blocage
(PBS, BSA 1%, Triton 0,1%) pendant
1h a TA puis incubées avec la solution
d’anticorps primaire suivie de la solution
d’anticorps secondaire couplé a un fluoro-
chrome. Apres acquisition au microscope
des marquages fluorescents, les lames sont
saturées avec 20% de sérum de mouton,
incubées avec 1I’Ac anti DIG-PA et révé-
lées avec la solution NBT/BCIP comme
indiqué précédemment. Les signaux obte-
nus en hybridation in situ sont alors pho-
tographiés au microscope puis convertis
en fausse couleur fluorescente et peuvent
étre alors superposés aux marquages im-



munohistochimiques fluorescents acquis
a I’étape précédente. La co-localisation au
niveau d’une seule cellule peut alors étre
identifiée.

RESULTATS
Identification de genes marqueurs de
sous-populations neuronales du GRD
L’analyse par criblage différentiel des
banques SAGE de GRDs sauvages versus
GRDs dépourvus de neurones thermo-
nociceptifs (a partir des souris mutantes
TrkA-/-) a permis de mettre en évidence
I’expression différentielle de 240 geénes
entre les deux conditions. Parmi eux, des
marqueurs connus de sous-populations
de neurones sensoriels comme CGRP ou
Scnl0a, exprimés dans les neurones noci-
ceptifs, ont été retrouvés dans cette liste
validant ainsi la méthodologie employée.

Les geénes Crip2, Dok4 et Grikl dont
I’expression semblait &tre restreinte a une
sous-population de neurones sensoriels ont
pu étre révélés par cette analyse (3). Crip2
(Cysteine-rich intestinal protein 2) est une
protéine adaptatrice intracellulaire qui
pourrait interagir avec 1’actine du cytosque-
lette (6). Dok4 (Downstream of tyrosine
kinase/Docking proteins) est connue pour
son rdle dans la voie de signalisation des
récepteurs tyrosine kinase (7). Grikl, alias
GIuR5 (Glutamate receptor, ionotropic,
kainate 1), est un récepteur du glutamate
dont I’expression a été associée a celle des
canaux P2X3 dans les neurones nociceptifs
non-peptidergiques des GRDs (8) et joue
un rdle dans la nociception (9). Ces don-
nées issues de 1’analyse des banques SAGE
ont été dans un premier temps validées par
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I’utilisation de la technique de PCR quan-
titative. Dans un deuxiéme temps, les pro-
fils d’expression de ces genes établis par
HIS sur des coupes de GRDs «sauvages »
et TrkA” a PO ainsi qu’a 1’age adulte ont
permis de mettre en évidence leur expres-
sion restreinte dans ces structures. (Figure
1 A-R). Un travail essentiel a cette étape a
été de pouvoir déterminer précisément et
aisément dans quelle(s) sous-population(s)
fonctionnelle(s) de neurones sensoriels
étaient exprimés ces 3 genes d’intérét.
Pour cela la mise au point d’un protocole
fiable, rapide et économique d’identifica-
tion histologique des différents sous-types
de neurones sensoriels dans le GRD (noci-
ceptifs, mécanoceptifs et proprioceptifs)
a été indispensable. Dans cette optique,
des techniques de doubles marquages ont
été développées : double HIS et HIS sui-
vie d’un immunomarquage sur coupes
de GRDs en utilisant des marqueurs de
référence pour chacune des populations
de neurones. Parmi ces marqueurs de réfé-
rence, plusieurs récepteurs tyrosine kinase
des facteurs neurotrophiques appartenant a
différentes familles (Trk et Ret) ont notam-
ment été utilisés : TrkA pour identifier la
population de neurones nociceptifs dits «
peptidergiques », TrkB pour les neurones
mécanoceptifs, TrkC pour les neurones
proprioceptifs et Ret pour une population
de neurones mécanoceptifs de gros dia-
metre mais aussi pour I’ensemble des neu-
rones nociceptifs dits « non-peptidergiques
» de petite taille. Il est a noter que cette
derniere population est également iden-
tifiable histologiquement sur la base des
propriétés biochimiques de sa membrane et
notamment la présence de glycoprotéines
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Figure 1 : Profils d’expression et co-localisation des génes Grikl, Dok4 et Crip2 avec les marqueurs de référence
des sous populations de neurones sensitifs. D apres (3).

HIS sur coupes de GRDs PO sauvages (PO WT) (A, D, G, J, M et P), PO TrkA mutant (PO TrkA-/-) (B, E, H, K, N
et Q) etadultes (C, F, I, L, O et R) avec les ribosondes marquées a la DIG spécifiques de TrkA (A, B et C) ; ScnlOa
(D,EetF); CGRP (G,Hetl); Dok4 (J, KetL); Crip2 (M, N et O) et Grikl (P, Q et R). Les GRDs TrkA mutants
sont entourés en B, E, H, K, N et Q. Les résultats montrent que Dok4 est exprimé dans la majorité des neurones
et quelques cellules négatives ont été observées. Crip2 est largement exprimé bien qu’un nombre substantiel de
cellules négatives ait été noté. Grikl est exprimé dans une sous-population de neurones et est completement absent
dans le GRD 7rkA mutant.

Des doubles HIS ont été réalisées sur des coupes de GRDs adultes en utilisant le systeme de détection Fluores-
cein/Fast Red pour TrkA (S, X et Y), TrkB (T, X’ et Y’), TrkC (U, X" et Y”) et Ret (V, X’ et Y’”’) et la détection
immunohistochimique pour I’isolectine B4 (W). L’ARNm des génes Grikl (S’,T’, U’, V' et W’), Dok4 (X-X’") et
Crip2 (Y-Y") a été par la suite révélé en utilisant le systeme de détection DIG/ NBT-BCIP. Les marquages obtenus
en HIS ont été convertis en couleurs pseudo fluorescentes afin de les superposer pour révéler les co-localisations
cellulaires. Grikl est exclu de la population TrkA+ (S**), TrkB+ (T”*) et TrkC+ (U’’) mais co-localise avec les popu-
lations Ret+ (V") et IB4+ (W”). Dok4 co-localise avec tous les sous-types neuronaux majeurs du GRD (X-X"").
Crip2 est spécifiquement exclu de la population TrkC+ (Y).
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particulieres capables de fixer 1’isolectine
B4. La co-détection ou I’exclusion de ces
différents marqueurs et de nos génes can-
didats a permis d’établir leur localisation
précise au sein des GRDs. Le gene Grik1/
GIuRS est en effet exprimé spécifique-
ment dans I’ensemble de la population des
neurones nociceptifs non-peptidergiques
Ret+/IB4+ (Figure 1 S-W”’), confirmant et
étendant les données de la littérature (8).
Le geéne Dok4 quant a lui est exprimé de
maniere restreinte dans le GRD, mais dans
tous les sous-types de neurones sensoriels
(Figure 1 X-X"""). Enfin, le géne Crip2 est
exprimé dans des sous-populations de neu-
rones nociceptifs et mécanoceptifs mais
est totalement exclu des neurones proprio-
ceptifs (Figure 1 Y-Y””). Ces marqueurs de
sous-populations ont permis d’étendre nos
connaissances de la diversité moléculaire
des différents types de neurones sensitifs
dans le GRD pour une meilleure com-
préhension de leurs spécificités fonction-
nelles.

D’autre part, la présence dans les GRDs
du géne MafA qui code pour un facteur de
transcription a domaine leucine zipper a pu
étre également révélée par I’analyse com-
parative des banques SAGE a différents
stades du développement et chez adulte. Le
profil d’expression du gene MafA a dans
un premier temps €té établi par simple mar-
quage en utilisant la technique d’HIS. Ceci
nous a permis de déterminer que MafA
est exprimé dans une sous-population tres
discrete de neurones du GRD de grande
taille des le stade embryonnaire 11,5 jours
(E11,5) jusqu’a la naissance (Figure 2
A-F). Une fois encore, afin de caractériser
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Figure 2 : Profil d’expression du facteur de trans-
cription MafA au cours du développement du GRD.
D’apres (11).

Analyse de I’expression de I’ARNm de MafA par HIS
sur coupes de GRDs aux stades E10,5, E11,5, E13,5,
E15,5 et PO (A-E). Des cellules exprimant MafA ap-
paraissent au stade E11,5 et sont retrouvées a tous les
autres stades. Quantification du nombre de cellules
exprimant MafA aux différents stades de développe-
ment du GRD (F).

Double HIS pour MafA (G) et Ret (H) et superposi-
tion des images converties en couleur pseudo-fluores-
cente (I). Tous les neurones exprimant MafA au stade
E11,5 expriment le récepteur Ret.

Triple marquage pour MafA, Ret et TrkB (J-L), double
HIS pour MafA et Ret (J), HIS pour Ret combinée a
un immunomarquage pour TrkB (K) et superposition
des images converties en couleur pseudo fluorescente
(L). Les neurones exprimant MafA co-expriment par-
tiellement TrkB.



les sous-populations du GRD 1I’exprimant,
la mise au point de la technique de doubles
marquages utilisant les marqueurs de réfé-
rence Trk et Ret a ét€ mise a profit. Nous
avons pu ainsi quantifier le nombre de cel-
lules MafA+ et MafA+/Ret+ et démontrer
que toutes les cellules MafA expriment le
récepteur Ret a E11,5 (Figure 2 G-I), stade
auquel les petits neurones nociceptifs Ret+
ne sont pas présents. Par ailleurs, cette
population n’exprime ni TrkA ni TrkC
(10) démontrant ainsi que ce ne sont ni des
neurones nociceptifs ni des proprioceptifs.
De plus, au stade E11,5, la quantifica-
tion des doubles marquages obtenus avec
MafA et TrkB nous a permis de déterminer
que 80 % des neurones MafA+ co-expri-
ment TrkB (Figure 2 J-L). Cette analyse
du profil spatio-temporel d’expression du
gene MafA ainsi que sa co-expression et/
ou exclusion avec plusieurs marqueurs de
références ont permis d’associer le facteur
de transcription MafA a une population
précoce de gros neurones mécanosensitifs
Ret+ (11).

Identification de genes régulés apres
lésion périphérique

L’analyse des transcriptomes de GRDs
de souris au stade adulte et aprés Iésion
du nerf sciatique a permis de révéler des
genes connus et déja décrits dans la litté-
rature comme étant régulés apres axotomie
; c’est le cas par exemple de Atf3 (Acti-
vating Transcription Factor 3), Gadd45a
(Growth arrest and DNA-damage-indu-
cible 45 alpha), Sprrla (Small proline-rich
protein la), Hsp27 (Heat shock protein 1)
ou encore le Neuropeptide Y (NPY) (12)
(13) (14) (15) (16). 11 était important de
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retrouver de tels genes dans nos banques
puisqu’ils représentent un critere de vali-
dation de la méthodologie utilisée. Cette
analyse présentait un intérét tout particu-
lier dans 1’étude de la réponse des neu-
rones de GRDs a une 1ésion périphérique
et notamment d’identifier de nouveaux
acteurs potentiellement impliqués dans les
processus de pousse régénérative.

Parmi les génes révélés par cette ana-
lyse, une protéine kinase a particuliere-
ment retenu notre attention : CaMKIa
(Calcium-Calmodulin dependant Kinase
I alpha). L’expression de cette kinase
n’ayant jusque-la jamais été décrite dans le
systeme nerveux périphérique, son induc-
tion dans les GRDs aprés un traumatisme
du nerf était une donnée inédite. Par ail-
leurs CaMKIa est connue dans le systeme
nerveux central pour intervenir dans le
développement neuronal et la synapto-
genese (17). La confirmation de son pro-
fil d’expression dans les GRDs par PCR
quantitative (Figure 3 A-C) et ces données
bibliographiques en ont fait un excellent
candidat pour l’étude des événements
moléculaires nécessaires a la régénération
post-lésionnelle des neurones périphé-
riques. La caractérisation précise de son
profil d’expression dans différents tissus
(Figure 3 D et E) et apreés plusieurs types
de traumatismes périphériques a été établie
par la technique d’HIS. Les résultats obte-
nus ont validé I’induction de I’expression
de CaMKla dans les neurones de GRDs 3
jours apres une axotomie (Figure 3 F-K).
De manieére intéressante, cette induction ne
concerne pas tous les neurones 1ésés, mais
préférentiellement des neurones de
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Figure 3 : L’expression du gene CaMK1a est induite
apres axotomie du nerf sciatique. D’apres (18).
Analyse de I’expression de ’ARNm de CaMKla a
différents stades de développement du GRD (E13, PO
et Adulte) et trois jours apres axotomie (3j. Axo.) par
RT-PCR quantitative (A) et la technologie SAGE (B).
Une forte augmentation de 1’expression de CaMKla
est observée apres section de nerf sciatique en compa-
raison des niveaux de base pendant le développement
et au stade adulte du GRD. La cinétique d’expression
des genes CaMKla et ATF3 réalisée en RT-PCR
quantitative montre une augmentation de I’expression
de CaMK]la des 12h apres axotomie, un pic d’expres-
sion entre 1 a 12 jours et un retour proche du niveau
basal a 45 jours. ATF3 présente un profil similaire
sauf que I’induction de son expression commence
plusieurs heures avant CaMKla (C).

L’HIS utilisant la ribosonde CaMKla montre une
absence d’expression sur les coupes de GRDs adultes
naifs (D) et une expression dans les couches neuro-
nales de I’hippocampe (E).

L’HIS sur des coupes de GRDs prélevés 3 jours apres
axotomie du nerf sciatique révele que le gene CaM-
Kla est détecté dans les neurones des GRDs ipsilaté-
raux (F et G) mais est absent dans les GRDs controla-
téraux (H). Nous avons utilisé comme contrdle positif
le géne ATF3 qui est connu pour &tre induit apres
axotomie. Comme attendu, ATF3 est exprimé dans
les neurones des GRDs ipsilatéraux (I et J) mais pas
dans les GRDs controlatéraux (K).
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moyenne et grande tailles. La localisa-
tion subcellulaire de CaMKIa étudiée par
immunofluorescence, dans le cytoplasme
et les axones au niveau du nerf sciatique,
suggere un transport de la kinase vers le
site de 1ésion, et donc un rdle potentiel de
cette protéine dans la pousse axonale post-
traumatique. Des études in vitro d’inhibi-
tion pharmacologique de la voie CaMKK/
CaMKIa et d’extinction de CaMKIa par
siRNA ont appuyé cette hypothese, révé-
lant une baisse significative de la vitesse
de pousse des neurones de GRDs 1ésés.
Ces données indiquent donc que la voie
CaMKK/CaMKIa contribue & la capacité
intrinseéque des neurones périphériques a
repousser a la suite d’une 1ésion nerveuse
(18).

Lors de cette méme analyse des don-
nées SAGE de GRDs adultes «sauvages »
versus adultes «axotomisés», le geéne
Fxyd2 a été identifié dans le groupe de
genes dont 1’expression présentait un pic
au stade adulte et chutait aprés axotomie
(Figure 4 A), au contraire de CAMK1a. Ce
gene appartient a la famille des molécules
Fxyds qui ont la capacité d’interagir avec
la pompe Na,K-ATPase et d’en réguler la
fonction. En 2012, nos résultats ont per-
mis de décrire pour la premiere fois son
expression dans le systéme nerveux péri-
phérique (19). Les profils d’expression de
ce gene ont été également établis par HIS
sur des coupes de GRDs embryonnaire a
E13 jusqu’au stade adulte (Figure 4 B-E).
En accord avec les résultats obtenus par
SAGE et par PCR quantitative, aucune
expression significative de Fxyd2 n’a pu
étre détectée avant la premicre semaine
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Figure 4 : Profil d’expression du géne Fxyd2 au cours du développement du GRD et aprés section du nerf sciatique.
D’apres (19).

Analyse de ’expression de I’ ARNm de Fxyd2 a différents stades de développement du GRD (E13, PO et Adulte)
et trois jours apres axotomie (Axo) par RT-PCR quantitative et la technologie SAGE (A).

HIS de Fxyd?2 sur des coupes de GRDs aux stades E13, PO, P15 et adulte (B-E). Les fleches et tétes de fleche en E
indiquent les neurones Fxyd2+ et Fxyd2- respectivement. Marquage immunohistochimique de la protéine Fxyd2
sur coupes de GRDs adultes (F). Les fleches et tétes de fleche indiquent respectivement les corps cellulaires et
fibres nerveuses positifs.

Doubles marquages pour Fxyd2 et TrkA, TrkB, TrkC, Ret ou IB4 sur coupes de GRDs adultes (G-P). Aucune co-lo-
calisation n’est observée entre Fxyd2 et TrkA ou TrkC (H et J). Des doubles marquages sont observés pour les neu-
rones TrkB+ (fleches en L) et Ret+/IB4+ (fleches en N et P). Les tétes de fleche en M et N indiquent les neurones
Ret+ de grande taille qui sont Fxyd2 négatifs. Les pourcentages des neurones 7rkB+ (Q) ou IB4+ (R) exprimant
Fxyd?2 indiquent que virtuellement tous les neurones mécanoceptifs 7rkB+ et tous les neurones nociceptifs non
peptidergiques sont Fxyd2+. Distribution des neurones Fxyd2+ dans deux principaux types neuronaux : les 7rkB+
(13 %) et les Ret+/IB4+ (85 %) (S).

L’HIS de Fxyd2 sur des coupes de GRDs adultes naifs (WT) (T) et 3 jours aprés axotomie (Axo 3j) (U) montre
une perte d’expression de Fxyd2 dans les GRDs apres 3 jours d’axotomie. La quantification du pourcentage de
neurones Fxyd2+ chez le GRD naif et 3 jours apres axotomie indique une réduction de 57 % a 16 % apres lésion du
nerf sciatique (V). Cinétique d’expression de Fxyd2 dans les GRDs de 6h jusqu’a 7 jours aprés axotomie par HIS
(W). La quantification révele une importante diminution de 1’expression de Fxyd2 entre 2 et 3 jours pour rester
stable a 7 jours aprés axotomie (X).
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post-natale. En effet 1’expression de ce
gene dans le GRD apparait environ 7 jours
apreés la naissance et semble concerner
I’ensemble des neurones. Cependant cette
expression de Fxyd2 se restreint progressi-
vement au cours du temps pour ne concer-
ner chez I’adulte plus que 60% des neu-
rones. Ces résultats ont été confirmés et
étendus par 1’utilisation d’un anticorps po-
lyclonal spécifique de la protéine Fxyd2.
Au sein des neurones, la protéine Fxyd2
est détectée aussi bien au niveau du corps
cellulaire que dans les axones (Figure 4
F). Par la suite, la caractérisation des sous-
populations du GRD adulte exprimant le
gene Fxyd2 a été réalisée grace a diffé-
rentes techniques de doubles marquages.
Les résultats obtenus ont ainsi révélé que
le geéne Fxyd2 est exprimé principalement
dans deux grandes populations de neu-
rones sensitifs chez ’adulte : la population
TrkB+ identifiant les neurones mécanosen-
sitifs, et la population de neurones Ret+/
IB4+ correspondant aux petits neurones
nociceptifs «non-peptidergiques» (Figure
4 G-S). Par ailleurs, les résultats de 1’ana-
lyse des banques SAGE adultes révélaient
que I’expression de Fxyd2 chutait apres
section de nerf sciatique. Afin d’étudier
plus en détail ce phénomene, nous avons
analysé 1’expression de Fxyd2 a différents
temps apres axotomie (6 heures, 12 heures,
1 jour, 2 jours, 3 jours et 7 jours) par HIS
sur les GRDs adultes. La technique d’HIS
nous a également permis de quantifier
finement la chute d’expression de Fxyd2.
Cette expérience nous a montré que des 3
jours apreés axotomie, le pourcentage de
neurones Fxyd2+ au sein du GRD passe
de 60% a 16% (Figure 4 T-X). De plus,
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nous avons démontré que 1’administra-
tion in vivo de facteurs neurotrophiques
de la famille GDNF, ligand du récepteur
Ret permet le maintien de 1’expression de
Fxyd2 au sein des neurones nocicepteurs
IB4+ 1ésés. Ce résultat démontre donc que
la voie de signalisation Ret participe au
maintien de I’expression de Fxyd2 dans les
neurones nocicepteurs non peptidergiques
chez I’adulte (19).

CONCLUSION

L’analyse des banques d’expression
SAGE a partir de GRDs de souris dans dif-
férentes conditions nous a permis d’iden-
tifier des acteurs moléculaires du systeme
somatosensoriel. L"'HIS a été la technique
essentielle a la validation des différents ré-
sultats issus de I’analyse de ces différentes
banques. En effet, les profils d’expression
précis des différents génes candidats ont
pu étre établis par simple marquage en HIS
sur coupes de GRDs aux différents stades
de développement, mais également en
condition pathologique (en I’occurrence,
apres axotomie). De plus, des marquages
par double HIS ainsi que par combinai-
son d’HIS suivie d’'un immunomarquage
ont permis de déterminer précisément et
aisément dans quelle sous-population de
neurones sensoriels étaient exprimés nos
genes d’intérét.

L’analyse comparative des banques
SAGE de GRDs sauvages versus GRDs
dépourvus de neurones thermoceptifs a ré-
vél¢ le gene Grik1/GluRS comme un mar-
queur permettant d’identifier 1’ensemble
des neurones nociceptifs non peptider-
giques. Ce résultat est en accord avec des



études pharmacologiques précédemment
réalisées sur des cultures de neurones de
GRDs au stade PO. En effet, Lee et colla-
borateurs avaient identifié le gene Grikl
dans les cellules liant I’isolectine B4 (20).
D’autre part, Lucifora et collaborateur
avaient également montré par doubles mar-
quages immunohistochimiques que la pro-
téine Grikl était fortement exprimée dans
la population nociceptive P2X3-positive
(8). Nos résultats confirment et étendent
ces données puisque nous avons pu mon-
trer en HIS que le géne Grikl ne co-loca-
lise jamais avec le récepteur TrkA et que
son expression est restreinte aux neurones
nociceptifs de petit diametre Ret+/IB4+
jusqu’au stade adulte.

Cette analyse a également permis de
mettre en évidence I’expression du geéne
Crip2 dans le GRD. Son expression est
certes large mais, de facon frappante, elle
est totalement exclue des neurones pro-
prioceptifs. Le role de la voie de signali-
sation TrkC-dépendante dans les neurones
proprioceptifs est connu depuis longtemps.
Au-dela d’une fonction essentielle dans la
survie neuronale, cette voie intervient éga-
lement dans la spécification de 1’identité
des neurones proprioceptifs, notamment
en étant indispensable a 1’induction de
I’expression du facteur de transcription
ERS81 qui contrdle la formation du cir-
cuit réflexe monosynaptique proprioceptif
(21). 11 a par ailleurs été démontré que le
facteur de transcription Runx3 joue un role
essentiel dans I’acquisition du phénotype
proprioceptif (10) et dans la mise en place
des projections proprioceptives dans la
région ventrale de la moelle épiniere (22).
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Il y agit notamment en réprimant 1’expres-
sion du marqueur des neurones mécano-
ceptifs TrkB. Ainsi, le géne Crip2 pourrait,
de maniere similaire a TrkB, étre réprimé
par Runx3 et/ou par la signalisation TrkC
dans cette population.

Par ailleurs, cette analyse a permis de
révéler I’expression du gene Dok4 au sein
de tous les sous-types de neurones senso-
riels du GRD adulte. Cette expression est
majoritaire dans les neurones nociceptifs
Ret+/IB4+. Ceci est particulierement inté-
ressant dans la mesure ou une interaction
entre Dok4 et Ret a été mise en évidence
dans un systeme d’expression cellulaire
hétérologue (7). Il pourrait donc avoir un
role dans la transmission du signal passant
par ce récepteur tyrosine-kinase.

L’analyse comparative des banques
SAGE de GRDs a différents stades du
développement (E13, PO et adulte) a per-
mis de mettre en évidence I’expression du
facteur de transcription MafA au sein des
ganglions rachidiens. L’établissement de
son profil d’expression par HIS aux pre-
miers stades du développement des GRDs
a été essentiel et a révélé son expression
des le stade embryonnaire 11,5 jours. Des
manipulations complémentaires nous ont
permis d’identifier le géne MafA comme
un marqueur d’une population fine de neu-
rones responsables de la perception du tou-
cher au cours du développement embryon-
naire.

D’autre part, I’analyse différentielle
des banques adultes sauvages et post-
axotomie nous a permis quant a elle de



caractériser des genes candidats potentiel-
lement impliqués dans les capacités régé-
nératives des neurones du GRD et/ou dans
les remaniements fonctionnels a 1’origine
des douleurs neuropathiques. En effet, le
traumatisme du nerf périphérique induit
de profondes modifications moléculaires
et cellulaires conduisant a un processus de
régénération. Cependant cette régénéra-
tion est dans la plupart des cas incompléte
et conduit souvent a des troubles moteurs,
neurovégétatifs et sensitifs comme les dou-
leurs dites neuropathiques. La recherche
de telles molécules présente donc un inté-
rét important pour une meilleure compré-
hension des événements moléculaires in-
duits aprés un traumatisme et notamment
afin d’identifier les déterminants et voies
de régulation/signalisation clés impliqués
dans le déclenchement d’un programme de
croissance axonale dans le neurone adulte
périphérique. Nos résultats de cette ana-
lyse indiquent que la voie CaMKK/CaM-
KIa contribue a la capacité intrinseque
des neurones périphériques a repousser a
la suite d’une lésion nerveuse et révelent
le géne CaMKIa comme un nouvel acteur
de la régénération des nerfs périphériques
apres 1ésion.

Cette méme analyse a également per-
mis d’identifier I’expression du gene Fxyd2
dans le systeme nerveux périphérique. En
effet, nous avons pu montrer que ce géne est
exprimé dans deux sous-populations spéci-
fiques de neurones du GRD au stade adulte
: les neurones mécanoceptifs TrkB+ et les
neurones nociceptifs non-peptidergiques
qui lient I’isolectine B4 et qui expriment
le récepteur Ret. D’autre part, nous avons
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démontré que 3 jours apres section du nerf
sciatique, 1’expression de Fxyd2 s’éteint
dans les neurones effectivement axotomi-
sés et que la voie de signalisation Ret est
nécessaire au maintien de son expression
dans les neurones nocicepteurs non pepti-
dergiques de GRDs adultes. Des manipu-
lations complémentaires encore en cours
au laboratoire révelent ce géne comme un
candidat a haut potentiel en tant que cible
thérapeutique pour le traitement des dou-
leurs neuropathiques chroniques.

Parmi les différentes techniques d’ana-
lyse d’expression génique, I’'HIS est la
principale méthode pour mettre en évi-
dence la présence d’une séquence d’acides
ribonucléiques déterminée au sein d’un
tissu ou d’une population cellulaire. Dans
notre analyse transcriptomique du GRD
de souris dans différentes conditions, elle
a constitué notre méthode de référence
pour la validation de nos résultats et I’éta-
blissement des profils d’expression précis
des nombreux geénes candidats. En effet, la
mise au point de protocoles robustes et re-
productibles d’HIS en double marquage ou
couplée a un marquage immunohistochi-
mique sur GRDs a été essentielle. Il nous
ait possible aujourd’hui de caractériser,
de maniere fiable et aisée, les populations
de neurones sensoriels ol est exprimé un
gene d’intérét. Les méthodes d’analyse
du transcriptome ont beaucoup évolué ces
dernieres années et la technique d’hybri-
dation reste aujourd’hui notre méthode
de prédilection pour valider nos résultats
obtenus par exemple en séquencage de
seconde génération (NGS Next-generation
sequencing) ou encore pour l’identifica-



tion de cibles de facteurs de transcription
(par Chromatin Immunoprecipitation).
Enfin, le recours a I’HIS s’avere encore
aujourd’hui une technique de choix qui
complémente efficacement [’utilisation
d’anticorps. En effet, dans certains cas,
si les immuno-marquages sont tres utiles
pour caractériser la localisation subcellu-
laire d’une protéine d’intérét, ils peuvent
s’avérer difficiles a interpréter lorsqu’il
s’agit d’identifier clairement les types cel-
lulaires qui les expriment. C’est en parti-
culier le cas pour les neurones sensoriels
regroupés dans les GRDs qui envoient de
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longs prolongements vers la périphérie
et la moelle épiniere. Certaines protéines
étant par exemple localisées spécifique-
ment dans les axones ou au niveau des
synapses, I’HIS constitue une technique
complémentaire indispensable pour I’iden-
tification des corps cellulaires correspon-
dants. Par ailleurs, malgré le nombre en
constante augmentation d’anticorps dis-
ponibles, leurs cofits restent encore élevés
et certains s’averent encore inefficaces en
analyses histochimiques. L’HIS constitue
une solution de repli relativement moins
onéreuse et la plupart du temps efficace.
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INTRODUCTION

La polyarthrite rhumatoide (PR) est
une pathologie auto-immune dont 1’étiolo-
gie demeure mal connue. C’est une mala-
die inflammatoire chronique caractérisée
par la prolifération anormale des cellules
de la membrane synoviale, conduisant a un
épaississement et une désorganisation de
cette membrane. Il se forme alors un pan-
nus érosif responsable du gonflement arti-
culaire, de la douleur et de la destruction
progressive des tissus articulaires tels que
le cartilage, 1’0s, et des éléments de voisi-
nage (les ligaments et les tendons) pouvant
conduire a la perte de fonction des articu-
lations (1). Cette synovite est caractérisée
par la prolifération du tissu de granulation
conjonctivo-vasculaire, avec un infiltrat
cellulaire massif constitué majoritairement
de lymphocytes. Au niveau systémique,
I’inflammation chronique est responsable
d’une perte osseuse généralisée pouvant
aller jusqu’a I’ ostéoporose, due a un désé-
quilibre du processus de remodelage os-
seux au bénéfice de la résorption.

Le processus d’inflammation chro-
nique dans la PR associe une réponse
inflammatoire exacerbée a un déficit du
contrble de la réponse immune. Ainsi
Wang et al. (2) ont montré que le rapport
des lymphocytes T auxiliaires effecteurs
(notamment la sous-population Th17)/T
régulateurs (Treg) circulants était relative-
ment bas chez des patients sains alors qu’il
est fortement augmenté chez les patients
atteints de PR active. Ce déséquilibre joue
un réle majeur dans la pathogénese de la
PR puisque les Th17 induisent non seu-
lement la production de Tumor Necrosis
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Factor (TNF-a, d’interleukine-1-1f (IL-
1B), d’interleukine-6 (IL-6), de chémo-
kines et de metalloprotéases, mais exercent
également une forte activité pro-inflamma-
toire via la production d’interleukine-17
(IL-17) (3).

De plus, les études réalisées chez I’ani-
mal de laboratoire suggerent que 1’IL-17
pourrait étre un médiateur clé des dégra-
dations articulaires puisque son blocage
par des anticorps spécifiques diminue la
sévérité de I’arthrite expérimentale [4]. 11
est bien établi que le potentiel ostéoclasto-
génique de I'IL-17 humaine s’exprime au
travers de la modulation de la voie Recep-
tor Activator of Nuclear factor-KappaB
Ligand (RANKL) / osteoprotegerin (OPG)
(5), ce rapport étant un régulateur essentiel
du remodelage osseux.

L arthrite induite chez le rat par I’injec-
tion d’adjuvant complet de Freund (AIA)
est un modele expérimental qui reproduit
certains aspects immunologiques de la PR,
notamment le role majeur des lymphocytes
T, ainsi que certains aspects pathologiques.
Ainsi, ce modele se caractérise notamment
par une inflammation chronique, une poly-
synovite et une destruction progressive du
cartilage et de ’0s, cette derni¢re pouvant
étre locale ou généralisée [6]. Méme si,
a D’instar des autres modeles, il ne repro-
duit pas la récurrence de la maladie, ces
caractéristiques en font un modele validé
pour I’étude de molécules potentiellement
anti-arthritiques, tels que les agonistes du
récepteur nucléaire activé par les proliféra-
teurs de peroxysome gamma (PPARY).



Le récepteur PPARy appartient a la
super-famille des récepteurs nucléaires
qui sont des facteurs de transcription acti-
vables par des ligands. PPARy est un fac-
teur clé de la différenciation adipocytaire
et de I’homéostasie du glucose dont I’acti-
vation est également capable de moduler la
réponse inflammatoire (7). De nombreuses
équipes de recherche portent un intérét aux
potentialités pharmacologiques associées
de cet isotype et beaucoup ont déja démon-
tré que des agonistes spécifiques avaient la
capacité de réduire la sévérité d’arthrites
expérimentales (8, 9), faisant de PPARy
une cible thérapeutique potentielle dans le
traitement de la polyarthrite rhumatoide.

Cette étude a permis de mettre en évi-
dence qu’un traitement par la pioglitazone,
un agoniste synthétique hautement sélectif
de PPARY, réduisait la sévérité de I’ arthrite
expérimentale via la diminution de 1’ex-
pression articulaire et systémique de 1’IL-
17 et modulait le rapport RANKL/OPG en
faveur d’une réduction de la perte osseuse.
L’étude histologique a également permis
de démontrer, pour la premiere fois, que
les cellules produisant localement 1’TL-17
étaient majoritairement des Polynucléaires
Neutrophiles (PMN) dans notre modele
expérimental de PR.

MATERIEL ET METHODE
Animaux

22 rats méales Lewis de 150-175g ont
été utilisés (Charles River France). Apres
une période d’acclimatation d’une se-
maine, les groupes de traitement ont été
formés en sélectionnant au hasard 7 a 8 rats
par groupe avec un acces sans restriction a
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I’eau courante et a une nourriture standar-
disée (Scientific Animal Food & Enginee-
ring A04, Villemoison-sur-Orge, France).

L’animalerie était thermorégulée a
21°C £ 1°C et les animaux soumis a un
cycle jour/nuit de 12h (avec éclairement
de 6h a 18h). Toutes les expériences sur
les animaux ont été réalisées en accord
avec les recommandations nationales de
soin des animaux et ont été acceptées au
préalable par le comité local d’éthique
(CERLEA). L’induction de I’arthrite, les
prélévements sanguins ainsi que la mise a
mort avant prélevement des tissus ont été
réalisés sous anesthésie générale par iso-
flurane (AErrane™, Baxter SA, Maurepas,
France) au sein de I’animalerie du labora-
toire (autorisation n® A54-547-25).

Induction de la polyarthrite et protocole
expérimental

L arthrite a été induite au jour 0 (JO) par
une injection intra-dermique a la base de la
queue de 0,1 ml d’une émulsion d’adjuvant
complet de Freund (ACF) contenant 10 mg/
ml de Mycobacterium tuberculosis H37Ra
inactivé (Difco Laboratory, Detroit, MI) en
suspension dans 45 % d’huile de paraffine,
45 % de sérum physiologique et 10% de
Tween 80. Les animaux ont regu la piogli-
tazone une fois par jour a partir de JO et
jusqu’a la mise a mort a J21. La pioglita-
zone (Actos™, Takeda) a été administrée
par voie orale dans une suspension a 0,5 %
de carboxyméthylcellulose a la posologie
de 30mg/kg/j. Les animaux ont été divi-
sés en trois groupes : contrdles (animaux
naifs non arthritiques), AIA (animaux ar-
thritiques ne recevant que le véhicule) et



AIA+PIO (animaux arthritiques traités par
la pioglitazone).

Evaluation de la sévérité
de la polyarthrite

Un score clinique a été réalisé selon
(10): une valeur comprise entre 0 (aucun
signe) et 4 (Iésions les plus séveres) a été
attribuée a chacune des quatre pattes en
fonction de la sévérité et de 1’étendue de
I’érytheme, de I’cedeme des tissus mous
péri-articulaires, du gonflement et de la
déformation de 1’articulation. L’évaluation
clinique a été réalisée en insu deux fois par
semaine par deux expérimentateurs.

Analyse histologique des articulations
Les articulations de la cheville ont été
prélevées a J21 et fixées immédiatement
pendant 24 h dans une solution tamponnée
a 4% de paraformaldéhyde (PFA) avant
d’étre décalcifiées pendant 6h a tempéra-
ture ambiante, dans une solution décalci-
fiante commerciale (RDO, Apex enginee-
ring, Plainfield, USA) contenant de I’acide
chlorhydrique, de la quinoléine et des
Furaldéhydes. Les tissus ont ensuite été re-
fixés pendant 24 h dans du PFA avant d’étre
inclus dans la paraffine. Les coupes de 5 pum
d’épaisseur réalisées a 1’aide d’un micro-
tome a rotation (Leica RM 2135, LEICA
Microsystems, France) ont été réhydratées
dans un gradient décroissant d’éthanol et
colorées a I’hématoxyline-éosine-safran
(HES, automate de colorations multipara-
métrique, Tissue-Tek® DRS™, Sakura®).
Les échantillons ont ensuite été déshydratés
dans des bains d’alcool de concentration
croissante et montés entre lame et lamelle
dans un milieu de montage organique (Per-
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tex, Leica Biosystems®). Chaque articu-
lation a fait I’objet de cinq lames sur les-
quelles I’évaluation des lésions du cartilage
articulaire et de 1’os de la cheville a été ef-
fectuée en insu, en utilisant un score global
adapté de celui décrit par Helyes (11). La
dégradation du cartilage a été évaluée sur
une échelle de 0 (pas de 1ésion) a 3 (destruc-
tion importante de la couche de cartilage).
Les criteres morphologiques suivant ont été
utilisés pour apprécier 1’érosion osseuse : 0
=normale, 1 = faible perte localisée de I’o0s
cortical, 2 = perte modérée de 1’os cortical
et trabéculaire, 3 = perte importante généra-
lisée de I’os.

Analyse immunohistochimique (IHC)
des tissus articulaires

Les lames ont été déparaffinées par
passages successifs dans du Tissue Clear®,
de 1’alcool absolu, de 1’alcool a 95% en
enfin de I’alcool a 70 %. Les épitopes ont
ensuite été démasqués par incubation des
lames pendant 6-8 h dans du tampon citrate
pH6 (Zytomed Systems) a 70°C. Apres
plusieurs ringages au PBS, les échantillons
ont été recouverts d’eau oxygénée a 3 %
pendant 10min pour inhiber les peroxy-
dases endogeénes. Apres ringage, un sérum
bloquant a été déposé afin de saturer les
sites de liaison aspécifiques puis les anti-
corps primaires dilués dans un tampon
commercial de saturation (Antibody Di-
luent Zytomed Systems) ont été ajoutés
aux coupes de tissus. L’anticorps polyclo-
nal de lapin anti-IL-17 (Abbiotec) a été di-
Iué au 1/200°™, les anticorps polyclonaux
de chevre anti-RANKL et anti-OPG (Santa
Cruz Biotechnology) ont été dilués respec-
tivement au 1/400°™ et 1/100°™.



La réaction antigéne-anticorps a eu
lieu toute la nuit a 4°C. Le lendemain,
les lames ont été lavées dans du PBS puis
mises en contact avec un anticorps secon-
daire couplé a de la peroxydase de raifort
(Vectorlabs). Apres plusieurs ringages, le
chromogeéne AEC permanent® (Perma-
nent AEC Kit Zytomed Systems) a été
ajouté permettant de détecter notre pro-
téine d’intérét au bout de 8-10min. Une
contre-coloration du tissu a été effectuée
par de I’hématoxyline (Hematoxylin solu-
tion Mayer’s, Sigma-Aldrich) et les lames
ont été bleuies dans de I’eau lithinée. Les
échantillons ont alors été déshydratés dans
des bains d’alcool croissants et montés
entre lame et lamelle dans le milieu de
montage organique cité précédemment.

Dosage des médiateurs de I’ostéoclasto-
génese par immuno-enzymologie

Les taux sériques d’IL-17, de RANKL
soluble (SRANKL) et d’OPG ont été dosés
aJ21 par une méthode ELISA selon les re-
commandations du fournisseur du kit (Mil-
lipore, France). Les données ont été trai-
tées grice au systeéme d’analyse Bio-Plex®
(Bio-Rad). Les limites de quantification
étaient de 1,6 pg/ml pour I'IL-17, 1,0 pg/ml
pour sSRANKL et 2,3 pg/ml pour OPG.

Analyse statistique

Les résultats correspondant a 1’index
arthritique et au score histologique ont été
analysés avec le test non paramétrique de
Kruskal-Wallis. Toutes les autres données
ont été comparées avec le test paramétrique
de Bonferroni, apres analyse de la variance
(Stat View version 5, SAS Institute). Les
différences ont été considérées comme si-
gnificatives pour une valeur de p<0,05.
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RESULTATS
Effet de la pioglitazone sur la sévérité de
la polyarthrite

"ol

Figure 1 : Effet de la pioglitazone sur la sévérité de
la polyarthrite par adjuvant chez le rat. Les rats Lewis
ont ét¢ immunisés avec 1 mg d’adjuvant complet de
Freund a la base de la queue. Les groupes contrdle (n
=7) et AIA (n = 8) ont été traités avec le véhicule seul,
le groupe AIA+PIO (n = 7) a été traité une fois par
jour avec 30 mg/kg/j de pioglitazone (PIO).

a : score arthritique,

b : coupe de cheville représentative de I’inflammation
synoviale,

¢ : score histologique sur le cartilage et I’0s. Gros-
sissement original X400. * p<0,05 vs controle, #
p<0,05 vs AIA (d’aprés I'image originale publiée
dans Arthritis Rheum. 2013 Dec;65(12):3084-95).

La polyarthrite a débuté a partir du
118%™ jour et a atteint son maximum 20
jours aprés l'immunisation (Figure la).
Les animaux arthritiques non traités ont
présenté un score clinique moyen supé-
rieur a 12, ce qui reflete une arthrite sévere
atteignant a la fois les membres antérieurs



et postérieurs. La pioglitazone adminis-
trée a 30mg/kg/j a réduit le score global
de moitié comparativement aux animaux
arthritiques non traités (-49 % a J21). Ceci
a été confirmé par I’analyse histologique
des chevilles colorées a I’HES qui montre
une nette diminution de I’inflammation du
tissu synovial chez les animaux traités (Fi-
gure 1b). Le score histologique réalisé sur
le cartilage et ’0os a mis en évidence une
dégradation du cartilage ainsi qu’une éro-
sion osseuse importante dans les chevilles
des animaux arthritiques non traités com-
parés aux animaux sains. Le traitement
par la pioglitazone a permis de réduire de
facon significative I’érosion osseuse, alors
que son effet sur la dégradation du carti-
lage s’est révélé plus modéré (figure 1c).

Effet de la pioglitazone sur I’expression et
la régulation de UIL-17

L’analyse immunohistochimique des
coupes de cheville des animaux a montré
que I'IL-17 était faiblement exprimée dans
la synoviale des animaux sains alors que
chez les animaux arthritiques non traités,
70% des cellules étaient IL-17 positives
(Figure 2a). L’expression de I'IL-17 a été
nettement réduite chez les animaux trai-
tés par la pioglitazone (44 %). Ceci a été
confirmé par le dosage sérique de I’IL-17
mettant en évidence une réduction de 50 %
des taux circulants chez les animaux arthri-
tiques traités (Figure 2b). L’analyse a fort
grossissement de coupes sériées colorées a
I’HES a permis de mettre en évidence que
les cellules positives pour I'IL-17 étaient
majoritairement des Polynucléaires Neu-
trophiles (PMN) (Figure 2c¢). Le traitement
par la pioglitazone a réduit de fagon signi-
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ficative le pourcentage de PMN positifs
pour I'IL-17 dans la synoviale (86% vs
96 %).

¥ Cantride
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Figure 2 : Effet de la pioglitazone sur ’expression de
I'IL-17 dans la polyarthrite par adjuvant chez le rat.
Les rats Lewis ont ét¢ immunisés avec 1 mg d’adju-
vant complet de Freund a la base de la queue. Les
groupes contrdle (n = 7) et AIA (n = 8) ont été traités
avec le vehicule seul, le groupe AIA+PIO (n=7) a été
traité une fois par jour avec 30 mg/kg/j de pioglitazone
(PIO).

a : production d’IL-17 analysée par IHC dans le tissu
synovial de la cheville X400,

b : taux circulants d’IL-17,

c analyse histologique et IHC de la synoviale X1000,
avec cl = coloration a I’HES, ¢2 = immunomarquage
pour I'TL-17. * p < 0,05 vs contrdle, # p < 0,05 vs AIA
(c : d’apreés I'image originale publiée dans Arthritis
Rheum. 2013 Dec;65(12):3084-95).

Effet de la pioglitazone sur la balance
RANKL/OPG

L’analyse immunohistochimique du
tissu synovial a montré une surexpression
de RANKL chez les animaux arthritiques
non traités comparativement aux animaux
sains, alors que la production d’OPG ne
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Figure 3 : Effet de la pioglitazone sur le ratio sSRAN-
KL/OPG dans la polyarthrite par adjuvant chez le rat.
Les rats Lewis ont ét¢ immunisés avec 1 mg d’adju-
vant complet de Freund a la base de la queue. Les
groupes contrdle (n = 7) et AIA (n = 8) ont été traités
avec le vehicule seul, le groupe AIA+PIO (n =7) a
été traité une fois par jour avec 30 mg/kg/j de piogli-
tazone (PIO).

a: production d’OPG et de RANKL analysée par IHC
dans le tissu synovial de la cheville X400,

b : ratio des taux circulants de SRANKL et d’OPG,

¢ : coupe de cheville représentative du nombre d’os-
téoclastes présents. *p<0,05 vs contrdle (d’aprés
I’image originale publiée dans Arthritis Rheum. 2013
Dec;65(12):3084-95).

variait pas de facon significative (Figure
3a). Chez les animaux traités par la piogli-
tazone, nous avons observé une réduction
importante du nombre de cellules posi-
tives pour RANKL, mais peu d’effet sur la
production d’OPG. Le dosage sérique de
SRANKL et d’OPG a confirmé I’augmen-
tation du rapport SRANKL/OPG au cours
de la polyarthrite et sa diminution par la
pioglitazone (Figure 3b). De plus, I’ana-
lyse du tissu osseux de la cheville coloré
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a I’HES suggere une réduction importante
du nombre d’ostéoclastes chez les animaux
traités comparés aux animaux arthritiques
non traités (Figure 3c)

DISCUSSION

La pioglitazone, qui est une molécule insu-
linosensibilisatrice de la famille des thia-
zolidinedione (TZD), est un agoniste de
haute affinité du récepteur PPAR . Malgré
la limitation de 1’utilisation des TZDs chez
les patients diabétiques, en raison d’effets
indésirables cardiovasculaires, du risque
de cancer de la vessie et d’une possible
altération du métabolisme osseux, il de-
meure beaucoup de controverses a propos
de leur impact sur le remodelage osseux.
En effet, PPARy active la différenciation
des progéniteurs issus de la moelle osseuse
vers la voie adipocytaire au détriment de
la voie ostéoblastique (12). Cependant,
d’autres études suggerent que 1’activa-
tion de PPARypar son agoniste naturel,
la 15-Désoxy-Delta-12,14-prostaglandine
J2 (15d-PGJ2) inhibe la différenciation
ostéoclastique (3). Les propriétés anti-ar-
thritiques de la pioglitazone ont fait 1’objet
de nombreuses études mais peu se sont in-
téressées aux conséquences de I’activation
sélective de PPARy par cette TZD sur le
métabolisme osseux en condition inflam-
matoire.

Lors de cette étude, nous avons évalué la
capacité de la pioglitazone a réduire le pro-
cessus arthritique, en nous intéressant parti-
culierement a son impact sur la voie ostéo-
clastogénique IL-17/RANKL/OPG dans
un modele expérimental de polyarthrite
chez le rat. Nous confirmons les potentia-



lités anti-arthritiques de la pioglitazone
décrites dans la littérature, notamment sur
le score clinique de sévérité de 1’arthrite.
L’analyse histologique a montré que cette
activation tres sélective de PPAR réduisait
également I’hyperplasie synoviale et les
Iésions des tissus cartilagineux et osseux
dans les articulations périphériques.

Chez les patients atteints de PR, des
quantités importantes d’IL-17 sont retrou-
vées dans le liquide synovial. Cette interleu-
kine a été récemment démontrée comme
étant un facteur clé de régulation de la phy-
siopathologie articulaire, capable d’induire
la production de TNFa et d’IL-1, de réguler
positivement la production de RANKL et
de stimuler I’expression des métallopro-
téases (14). Nous avons démontré, grace a
I’analyse immunohistochimique, que 1’IL-
17 était abondamment produite dans la
synoviale inflammatoire, ce qui était cohé-
rent avec les taux d’IL-17 sérique. Le traite-
ment par la pioglitazone a significativement
diminué la production locale et systémique
d’IL-17 chez les animaux arthritiques. De
plus, 1’observation anatomopathologique
des coupes de chevilles inflammatoires
colorées a I’HES nous a permis de démon-
trer que, parmi les populations infiltrant la
synoviale, les PMN étaient majoritairement
responsables de la production locale d’IL-
17. Nos résultats sont en accord avec une
étude récente démontrant que I'IL-17A,
un des sous-types majeur de I’'IL-17, pou-
vait étre exprimée par plusieurs sous-po-
pulations de cellules immunitaires dans la
synoviale inflammatoire de patients atteints
de PR, y compris les mononucléaires et les
PMN (15). Nos résultats confirment éga-
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lement des études récentes en faveur d’un
role régulateur de PPARY sur I’expression
de I'IL-17 et/ou I’activation des Th17 (16).
Le potentiel ostéoclastogénique de I'IL-17
au travers de la voie sSRANKL/OPG est
bien établi et une augmentation de ce rap-
port dans la synoviale a été corrélée a la
sévérité des 1ésions articulaires et a la perte
osseuse dans un modele d’arthrite induite
au collagéene (17). Nous avons démontré
que l’activation de PPARy réduisait a la
fois le ratio de sSRANKL/OPG circulant
ainsi que la production locale de RANKL,
mise en évidence par immunohistochimie.
De plus, I’analyse histologique des articu-
lations périphériques (chevilles) a montré
une réduction significative des cellules mul-
tinucléées de morphologie ostéoclastique
chez les animaux traités par la pioglitazone.
L’ensemble de ces données nous amene a
émettre I’hypothese que la pioglitazone di-
minue la perte osseuse associée a 1’arthrite
via une modulation directe de 1’ostéoclasto-
génese.

En conclusion, notre étude a montré que
la pioglitazone, en plus de réduire la sévé-
rit€ de I’arthrite, avait un effet suppresseur
majeur sur la production articulaire et
systémique d’IL-17 et de RANKL, sug-
gérant un rdle modulateur de 1’ostéoclas-
togénese dépendante de ces médiateurs
dans D’arthrite chronique. Malgré leur role
controversé chez les patients diabétiques,
les TZDs pourraient avoir un intérét théra-
peutique chez des patients atteints de PR
lors de poussées inflammatoires de la ma-
ladie en prévenant la destruction osseuse
responsable des déformations secondaires
des articulations.
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