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Titre : Outils pour l’imagerie Moléculaire  
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Résumé : Cette thèse en Validation des Acquis de 

l’Expérience (VAE) reprend l’ensemble de mon 

parcours professionnel, puis mon travail au sein de 

NeuroSpin. Le sujet qui me tient particulièrement à 

cœur est l’utilisation de magnétosomes comme 

agents de contraste pour l’imagerie moléculaire par 

IRM et leur fonctionnalisation pour devenir des outils 

diagnostiques voire thérapeutiques. Deux chapitres, 

décrivant les projets Mefisto et Orano dans lesquels 

je suis impliquée, sont consacrés à cette thématique 

de recherche. Le projet Mefisto concerne l’étude du 

glioblastome, une tumeur cérébrale de grade IV, 

projet pour lequel les magnétosomes sont 

fonctionnalisés avec un peptide RGD ciblant les 

intégrines ανβ3, surexprimées par les cellules 

tumorales et les cellules endothéliales des vaisseaux 

tumoraux. Le projet Orano concerne quant à lui 

l’étude du cancer du sein pour laquelle les  

magnétosomes sont fonctionnalisés avec un 

anticorps Trastuzumab ciblant le récepteur HER2. 

Dans ces deux chapitres, je présente l’ensemble de 

mes contributions méthodologiques pour étudier 

les interactions entre les magnétosomes et leurs 

cibles, depuis les cultures cellulaires jusqu’aux 

coupes histologiques, en passant par l’induction 

des modèles animaux pour les acquisitions IRM in 

vivo. Dans les deux chapitres suivants, je présente 

les développements méthodologiques dont je 

poursuis la réalisation au sein de NeuroSpin après 

les avoir initiés. Un chapitre concerne la culture 

cellulaire en 3 dimensions avec la mise en place de 

protocoles pour générer des sphéroïdes mono et 

bi-cellulaires. Le dernier chapitre concerne les 

méthodes de transparisation des organes, afin de 

pouvoir réaliser des études d’histologie en 3 

dimensions.  
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Abstract : This thesis in Validation of Acquired 

Experience (VAE) covers my entire professional career 

and my work at NeuroSpin. The subject I am 

particularly interested in is the use of magnetosomes 

as contrast agents for molecular imaging by MRI and 

their functionalization to become diagnostic and 

therapeutic tools. Two chapters, describing the 

Mefisto and Orano projects in which I am involved, 

are devoted to this research theme. The Mefisto 

project concerns the study of glioblastoma, a grade 

IV brain tumor, for which magnetosomes are 

functionalized with an RGD peptide targeting ανβ3 

integrins, overexpressed by tumor cells and 

endothelial cells of tumor vessels. The Orano project 

concerns the study of breast cancer for which  

 magnetosomes are functionalized with a 

Trastuzumab antibody targeting the HER2 

receptor. In these two chapters, I present all my 

methodological contributions to study the 

interactions between magnetosomes and their 

targets, from cell cultures to histological sections, 

through the induction of animal models for in vivo 

MRI acquisitions. In the next two chapters, I present 

the methodological developments that I am 

pursuing at NeuroSpin after having initiated them. 

One chapter deals with cell culture in 3 dimensions 

with the implementation of protocols to generate 

single and double cell spheroids. The last chapter 

concerns the methods of transparentization of 

organs, in order to be able to carry out histology 

studies in 3 dimensions. 
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Parcours Professionnel

Ce manuscrit présente ma thèse en Validation des Acquis de l’Expérience (VAE), ex-
périence que j’ai accumulée au cours de ma carrière, depuis 1991 jusqu’à aujourd’hui. Ma
carrière s’est déroulée tout d’abord dans l’industrie, dans plusieurs entreprises, puis au Com-
missariat à l’Énergie Atomique et aux Énergies Alternatives (CEA), à NeuroSpin, où j’occupe
actuellement le poste d’ingénieur-chercheur.

Le fil conducteur de ma vie professionnelle a été de mettre au point des méthodes et
des techniques expérimentales, que j’ai appliquées sur de très nombreuses thématiques, que
ce soit la pharmacologie générale, l’immunologie, la pharmacologie cardio-vasculaire, l’on-
cologie, la culture cellulaire ou l’histologie. Je me suis formée sur ces thèmes variés, par la
bibliographie et en suivant des cours, durant toutes ces années, en partageant parfois l’ex-
périence de quelques collègues plus expérimentés. J’ai aussi eu l’occasion de former à mon
tour de jeunes collègues et des étudiants dont j’ai été responsable.

Titulaire d’un Diplôme Universitaire de Technologie (DUT, niveau baccalauréat +2) en
analyses biologiques, j’ai débuté ma carrière professionelle en 1992, dans une société de re-
cherche contractuelle (CRO, pour Contract Research Organization), le CERB, située près
de Bourges. Une CRO est une entreprise qui fournit des services dans le domaine de la re-
cherche biomédicale pour l’industrie pharmaceutique ou biotechnologique. En l’occurrence,
durant mes 3 années au CERB, j’ai réalisé la mise en place d’un catalogue d’études en
pharmacologie générale, comprenant 80 tests différents pour proposer un panel varié de mé-
thodes d’investigation à nos clients. Les thématiques étudiées étaient extrêmement variées.
Les tests développés permettaient d’étudier le comportement, la douleur, la pharmacologie
digestive, la pharmacologie respiratoire, la thrombose, la coagulation et l’inflammation. Les
tests étaient classiques (test d’Irwin, test de coagulation, test de transit intestinal. . .) ou
plus récents (bronchospasme, télémétrie. . .). Les nombreux modèles animaux utilisés pour
réaliser ces tests (rongeurs, lagomorphes, cobayes, furets) m’ont permis d’acquérir une solide
expérience en expérimentation animale.

J’ai intégré la société L. Lafon en 1995, sur un poste en pharmacologie cardio-vasculaire. À
cette occasion, j’ai pu participer au développement de candidats médicaments sur trois thé-
matiques principales (anti-thrombotiques, anti-agrégants plaquettaires et anti-coagulants),
sur des modèles in vivo et in vitro. J’ai acquis des compétences en chirurgie cardio-vasculaire
et j’ai même mis au point un modèle de cœur isolé. Suite à l’acquisition d’un appareil de
cytométrie en flux, j’ai été en charge de développer des tests à l’aide de cette technologie,
dont je suis devenue la référente pour le laboratoire.

Après quelques années, l’entreprise a été cédée à une société américaine, Cephalon, qui
ne souhaitait pas poursuivre les thématiques de recherche cardio-vasculaire et qui a dissous
le groupe en 2003. À ma demande, j’ai poursuivi mes activitée en cytométrie en flux dans
une nouvelle unité, le département d’Oncologie. J’ai acquis dans ce nouveau poste des com-
pétences en cancérologie (côlon, peau), en culture cellulaire et en protéomique.



Ces thématiques étaient nouvelles pour moi et j’ai ressenti le besoin de reprendre des études,
en cours du soir. J’ai obtenu un diplôme de niveau baccalauréat +4 (RNCP niveau 2) au
Centre National des Arts et Métiers (CNAM). J’avais réalisé toutes les unités de valeur du
cycle C pour l’obtention d’un diplôme d’ingénieur lorsque la société Cephalon s’est séparée
de l’ensemble des activités de recherche en 2006. J’ai donc dû stopper ma formation pour
rechercher un nouvel emploi.

En 2006, j’ai rejoint la société Sanofi pour un contrat de 6 mois. J’ai ainsi pu utiliser mes
compétences en culture cellulaire, et j’ai également acquis une expérience en patch clamp.
J’ai enchaîné avec un nouvel emploi dans une autre CRO (Cellvax), ce qui m’a permis de
travailler sur de nouveaux modèles de cancer (pancréas, poumon, prostate, cerveau, lym-
phome). J’ai également acquis à cette occasion quelques compétences en gestion de projet
et une première expérience en histologie.
Puis j’ai intégré une société de recherche de candidat médicament (Endotis Pharma), dans
le groupe pharmacocinétique, en 2008. J’ai été embauchée pour mettre en place un test de
thrombose que j’avais utilisé lors de mes expériences précédentes, mais j’ai aussi développé
des méthodes d’étude de l’angiogenèse et continué à travailler sur des thématiques de cancer.

Après cette expérience en pharmacocinétique, je suis arrivée au CEA, à NeuroSpin, en
2009, en intérim pour 18 mois sur le projet Iseult. NeuroSpin est un centre de neuroimage-
rie par Imagerie par Résonance Magnétique (IRM), utilisant des scanners IRM à très haut
champ magnétique, pour l’étude du cerveau en conditions normale et pathologique. Le pro-
jet Iseult consistait en un partenariat entre NeuroSpin et la société Guerbet, pour travailler
au développement d’une nouvelle génération de produits de contraste IRM fonctionnalisés
pour le diagnostic et le suivi de traitement de pathologies cérébrales (glioblastome, accident
vasculaire, maladie d’Alzheimer).

J’ai été en charge de la culture cellulaire et de la mise en place au laboratoire du mo-
dèle animal de glioblastome. J’ai également été responsable de l’acquisition des données
histologiques nécessaires pour valider les données d’IRM, après le départ de ma collègue en
charge de ces techniques. J’ai poursuivi mon contrat d’intérimaire par un contrat court chez
Guerbet, détachée à NeuroSpin sur le même poste. J’ai finalement intégré le Laboratoire
de Biologie Intégrée (LBI) de NeuroSpin en tant que titulaire d’un poste de technicienne
supérieure en culture cellulaire et en histologie, à la fin de l’année 2011. La dissolution de
ce laboratoire en 2012, suite à une réorganisation de l’unité, m’a conduit à intégrer l’équipe
MIDAS (Molecular Imaging and Delivery of Active Substances), qui faisait partie de l’unité
UNIRS (Unité d’Imagerie par Résonance Magnétique à très haut champ et de Spectrosco-
pie). Depuis 2019, cette unité a évolué en une unité mixte de recherche appelée BAOBAB
(UMR 9027, Université Paris-Saclay/CNRS/CEA), dont je fais toujours partie au sein du
laboratoire CIEL (Cerebral Imaging and Engineering Laboratory).
J’ai été nommée Ingénieur-chercheur en 2018, en reconnaissance des différentes activités de
recherche que j’ai menées au cours des projets scientifiques auxquels j’ai participé. Je suis
aujourd’hui responsable des laboratoires d’histologie et de culture cellulaire à NeuroSpin, et
parmi mes principales activités, je développe des modèles cellulaires et animaux pour mes
collègues physiciens de l’IRM et dans le cadre de collaborations scientifiques.
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J’ai décidé de faire un doctorat en VAE pour deux raisons principales :

— À titre personnel, comme un challenge, pour faire une synthèse de mes réalisations
passées et relier différents projets entre eux, ainsi que poursuivre des projets qui me
tiennent à cœur, comme l’histologie 3D et l’utilisation des magnétosomes pour des
applications biomédicales. Cela me permettra aussi de renforcer par un diplôme de
doctorat mon statut cadre au CEA obtenu en 2018.

— À titre professionnel, pour avoir la possibilité de faire des demandes de financement, de
porter des projets, de continuer de développer des méthodes qui me paraissent impor-
tantes pour les thématiques de recherche de mon laboratoire CIEL et de NeuroSpin.
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1.1 NeuroSpin, centre de neuroimagerie par IRM haut champ Chapitre 1. Introduction

Dans cette introduction, je vais présenter mon travail à NeuroSpin, dont certains résul-
tats et développements spécifiques font l’objet de ce manuscrit de thèse. Tout d’abord, une
description de l’infrastructure, puis de la thématique de recherche principale dans laquelle
s’inscrivent mes travaux de recherche (l’imagerie moléculaire) et enfin les différents projets
auxquels j’ai participé et ceux qui sont en cours.

1.1 NeuroSpin, centre de neuroimagerie par IRM haut champ

NeuroSpin est un département de l’Institut des Sciences du Vivant Frédéric Joliot (Insti-
tut Joliot) qui fait partie de la Direction de la Recherche Fondamentale (DRF) du CEA. Au
sein de l’Institut Joliot, NeuroSpin est le centre de neuroimagerie par Imagerie par Résonance
Magnétique (IRM), utilisant des scanners IRM à très haut champ magnétique pour l’étude du
cerveau en conditions normale et pathologique. Ouvert en 2007, NeuroSpin possède actuelle-
ment une plateforme unique au monde de scanners IRM, constituée de 3 systèmes cliniques
(3 T, 7 T et 11,7 T en cours d’installation) et 3 systèmes précliniques dédiés rongeurs (7 T,
11,7 T et 17,2 T).

L’architecture du bâtiment de NeuroSpin est unique, en forme d’arches (Figure 1.1), per-
mettant d’accueillir chacune un scanner IRM.
NeuroSpin comporte 5 entités de recherche :

— Unité Mixte de Recherche BAOBAB (Building large instruments for neuroimaging :
from population imaging to ultra-high magnetic fields), sous tutelle CEA, CNRS et Uni-
versité Paris-Saclay, née de la fusion des deux entités de recherche UNIRS (Unité d’Ima-
gerie par Résonance Magnétique à très haut champ et de Spectroscopie) et UNATI
(Unité d’Analyse et Traitement de l’Information)

— Unité Mixte de Recherche UNICOG (Neuroimagerie Cognitive), sous tutelle CEA,
Inserm et Université Paris-Saclay

— Unité de Recherche UNIACT (NeuroImagerie Applicative Clinique et Translation-
nelle), rattachée à l’UMR 1141

— Unité Mixte MIND (Models and Inference for Neuroimaging Data), sous tutelle Inria
et CEA

— Groupe d’Imagerie Neurofonctionnelle (GIN-IMN), situé à Bordeaux et rattaché à
l’UMR 5293

1.2 L’IRM moléculaire

L’imagerie IRM à très haut champ magnétique (7 T et au-delà) permet d’obtenir des
images avec un meilleur rapport signal-sur-bruit, comparativement à celles acquises à l’hô-
pital avec des scanners conventionnels à plus bas champ (1,5 T et 3 T). Ce gain de sensibi-
lité, combiné au développement d’agents de contraste IRM à très forte relaxivité (i.e., qui
présentent un fort pouvoir contrastant), a permis d’établir l’imagerie moléculaire par IRM
comme nouvelle thématique de recherche à NeuroSpin, initialement dans le cadre du pro-
jet Iseult. Ce projet, qui a permis l’installation à NeuroSpin de 2 systèmes IRM uniques au
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Chapitre 1. Introduction 1.3 Projets auxquels j’ai participé à NeuroSpin

Fig. 1.1 – Arches de NeuroSpin

monde (à 17,2 T pour l’imagerie préclinique et à 11,7 T pour l’imagerie clinique), a également
profité du partenariat avec la société pharmaceutique Guerbet pour développer une nouvelle
génération de molécules pouvant être des produits de contraste IRM fonctionnalisés, dédiés
au diagnostic et au suivi de traitement de pathologies cérébrales comme le glioblastome,
l’accident vasculaire ou la maladie d’Alzheimer, comme illustré par la Figure 1.2. L’imagerie
moléculaire est une modalité d’imagerie qui vise à déterminer directement l’expression de cer-
taines molécules d’intérêt, en les ciblant grâce à des agents de contraste combinant une forte
affinité pour les molécules visées et un fort pouvoir contrastant pour la technique d’imagerie
utilisée (dans notre cas l’IRM). Les différentes recherches menées en imagerie moléculaire
ont donc pour but principal de développer de nouveaux agents de contraste fonctionnali-
sés, permettant un meilleur diagnostic d’une pathologie, et d’améliorer la délivrance in situ
d’agents thérapeutiques, et ainsi de proposer des thérapies innovantes à base de ces agents
dits théranostiques.

1.3 Projets auxquels j’ai participé à NeuroSpin

Les projets sur lesquels je suis impliquée comprennent soit une composante in vitro
(culture cellulaire), soit une composante in vivo (modèles animaux) ou une composante
ex vivo (histologie), et très souvent les trois composantes combinées.
Le premier projet auquel j’ai participé à NeuroSpin est donc le projet Iseult, sur l’IRM molé-
culaire préclinique à très haut champ (7 T puis à 17,2 T). À cette occasion, j’ai développé le
laboratoire de culture cellulaire et mis en place un modèle de glioblastome humain (U87MG)
chez la souris. Travaillant en partenariat avec les chimistes de la société Guerbet, 3 cher-
cheurs et 3 étudiants en thèse de NeuroSpin ont étudié des agents de contraste différents, tous
fonctionnalisés pour réaliser l’imagerie moléculaire par IRM de biomarqueurs spécifiques du
glioblastome. Les trois projets ont consisté à étudier le potentiel de ces nouveaux agents de
contraste pour le diagnostic précoce par IRM haut champ du glioblastome, en utilisant des
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1.3 Projets auxquels j’ai participé à NeuroSpin Chapitre 1. Introduction

Fig. 1.2 – Illustration du principe de l’imagerie moléculaire sur un patient atteint de tumeur
cérébrale : en plus des informations anatomique et fonctionelle, l’IRM moléculaire permet
de détecter la présence de biomarqueurs tumoraux, grâce à des agents de contraste fonction-
nalisés.

souris porteuses de tumeurs cérébrales (U87MG). Je fais partie des auteurs des publications
qui en ont découlé, décrivant les agents de contraste de type émulsions à base de Fluor-
19 [Giraudeau et al., 2013] ou de Gadolinium [Marty et al., 2011], ainsi que des liposomes
contenant des agents de type CEST (Chemical Exange Saturation Transfert) [Flament et al.,
2013].
En parallèle du projet Iseult, j’ai également participé à l’étude des effets des très hauts
champs magnétiques (17,2 T) sur le cerveau sain [Yamaguchi-Sekino et al., 2012], avant de
passer sur les modèles pathologiques.
J’ai ensuite travaillé sur des modèles de glioblastome chez le rat, pour le développement non
plus de produits de contraste mais de séquences IRM innovantes pour améliorer le diagnos-
tic [Valette et al., 2012, Reynaud et al., 2013, Iima et al., 2014], ainsi que pour étudier la dé-
livrance de nanoparticules après perméabilisation de la barrière hémato-encéphalique [Conti
et al., 2017].
L’arrivée du scanner IRM préclinique à 17,2 T m’a permis également de réaliser des images
IRM de cellules uniques, en utilisant un modèle animal particulier, la limace de mer Aplysia
Californica. Cet animal possède la particularité de ne pas avoir de système nerveux central
mais plusieurs ganglions neuronaux dédiés à des activités particulières (se nourrir, se dé-
placer. . .). L’extraction de la plus grosse cellule neurale du ganglion buccal (R2, 0,5 mm de
diamètre), que j’ai réalisée sous loupe binoculaire, a permis d’obtenir des images de cellule
unique vivante, à 17,2 T [Jelescu et al., 2014], afin d’étudier les mouvements de l’eau au
niveau cellulaire lors d’une activation neuronale.
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Chapitre 1. Introduction 1.4 Première partie du manuscrit

Dans toutes les publications citées, je fais partie des auteurs.

Dans l’équipe MIDAS, dédiée à l’imagerie moléculaire par IRM de pathologies cérébrales,
nous avons collaboré avec plusieurs équipes de chimistes qui développent de nouvelles gé-
nérations d’agents de contraste IRM fonctionnalisés [Richard et al., 2016], principalement
pour cibler des tumeurs cérébrales. En effet, l’équipe MIDAS s’est spécialisée dans l’étude de
modèles pathologiques de cancer du cerveau. J’ai d’ailleurs pu travailler sur d’autres types
de tumeurs cérébrales que le glioblastome U87MG, notamment des modèles de tumeurs in-
vasives, comme le gliome pontique intrinsèque diffus humain (DIPG, pour Diffuse Intrinsic
Pontine Glioma) [Plessier et al., 2017] ou le gliome murin (GL261) utilisé par des collabo-
rateurs d’une équipe du CEA Saclay pour développer un vaccin antitumoral (résultats non
publiés).

Depuis la fin du projet Iseult, j’ai eu l’occasion de collaborer plusieurs fois avec une équipe de
l’Institut de Biosciences et Biotechnologies d’Aix-Marseille (BIAM) du CEA de Cadarache.
Avec cette équipe MEM (Laboratoire de Microbiologie Environnementale et Moléculaire),
j’ai participé à la réalisation de deux projets de recherche sur les applications biomédicales
des magnétosomes (Mefisto et Orano) que je vais détailler dans ce manuscrit. De plus, un
nouveau projet (RADIO-MAGNET) a été déposé pour une demande de financement auprès
de l’ITMO Cancer afin de continuer cette collaboration à l’avenir.

Enfin, j’ai également travaillé toutes ces années sur d’autres modèles de pathologies trau-
matiques ou neurodégénératives, telles que l’accident vasculaire cérébral (ou stroke en an-
glais) [Grinberg et al., 2014], la maladie d’Alzheimer [Gerstenmayer et al., 2017, Gersten-
mayer et al., 2018], la sclérose en plaque ou le vieillissement cérébral. Sur les animaux sains,
j’ai notamment mis au point, dans le cadre du projet de microscopie 3-photons, un quadruple
marquage pour la caractérisation de sous-populations de neurones exprimant des protéines
en lien avec le Calcium (calrétinine, calbindin, parvalbumin), et j’ai participé à la mise au
point d’un atlas cérébral chez le rat [Barrière et al., 2019].

Ma thèse en VAE reprend une partie des réalisations effectuées à NeuroSpin, le manuscrit
s’articulant en deux parties :

— une première partie dans laquelle je présente les projets réalisés en collaboration avec
l’équipe MEM, concernant le développement et l’utilisation d’agents de contraste bio-
géniques (les magnétosomes) pour des applications d’imagerie moléculaire par IRM de
tumeurs ;

— une deuxième partie dans laquelle je présente mes développements méthodologiques,
en culture cellulaire et en histologie, notamment la mise au point de protocoles de
transparisation des tissus pour l’imagerie par microscopie optique en 2D et en 3D.

1.4 Première partie du manuscrit

La première partie comprend deux chapitres, correspondant à deux projets de recherche
en IRM moléculaire menés en collaboration avec l’équipe MEM : le projet Mefisto, financé
en 2012 par l’ANR (Agence Nationale de la Recherche) et qui s’est achevé en 2017, et le
projet Orano, financé par la société OranoMed et qui est toujours en cours.
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1.4.1 Projet Mefisto

Le projet Mefisto est un projet réalisé entre 2012 et 2017 en collaboration avec l’équipe
MEM du BIAM au CEA Cadarache, équipe dirigée à l’époque par David Pignol.
L’équipe MEM est une équipe dont les thématiques de recherche sont focalisées sur l’étude
des bactéries magnétotactiques et des nanoparticules de fer qu’elles produisent, les magné-
tosomes. Outre les applications biomédicales, les chercheurs du MEM ont développé par
exemple des méthodes de dépollution des sols à l’aide de magnétosomes fonctionnalisés, pro-
duits par des bactéries magnétotactiques génétiquement modifiées [Ginet et al., 2011].
Sébastien Mériaux, responsable de l’équipe MIDAS et chercheur en imagerie moléculaire par
IRM, a débuté en 2011 une collaboration avec David Pignol afin de tester les magnétosomes
comme agents de contraste pour l’IRM à très haut champ magnétique. Une première étude
a montré les excellentes propriétés des magnétosomes en termes de pouvoir contrastant (no-
tamment une relaxivité transverse très élevée) [Mériaux et al., 2015], ce qui a conduit au
montage du projet Mefisto financé en 2012 par le programme P2N (Nanotechnologies et
Nanosystèmes) de l’ANR. Ce projet s’est alors focalisé sur l’utilisation de magnétosomes,
fonctionnalisés à l’aide d’un peptide (RGD) pour cibler des cellules tumorales humaines de
glioblastome (cancer du cerveau de grade IV).
Ce projet a comporté plusieurs phases :

— le design et la production par l’équipe MEM des magnétosomes fonctionnalisés à partir
de bactéries magnétotactiques génétiquement modifiées ;

— la réalisation par l’équipe MIDAS de l’étude d’affinité des magnétosomes pour leur
cible, réalisée in vitro avec des cellules tumorales de glioblastome humain (U87MG) ;

— l’étude d’imagerie moléculaire in vivo par IRM du ciblage tumoral suite à l’injec-
tion des magnétosomes fonctionnalisés à des souris porteuses de glioblastome (tumeurs
U87MG) ;

— l’étude histologique pour valider ex vivo les résultats d’imagerie.
Mon implication a consisté en la mise en place des modèles in vitro et in vivo de glioblastome
humain, nécessaires pour étudier les propriétés de ciblage tumoral des magnétosomes déve-
loppés par l’équipe MEM, ainsi que la réalisation de l’étude histologique sur les souris U87
ayant reçu une injection de magnétosomes fonctionnalisés. Les acquisitions et les analyses des
données IRM ont été réalisées par Marianne Boucher, étudiante en thèse, avec l’aide d’Erwan
Selingue, technicien en expérimentation animale de l’équipe MIDAS, sous la supervision de
Sébastien Mériaux. 10 communications [Preveral et al., 2014, Ginet et al., 2014, Boucher
et al., 2014, Boucher et al., 2015a, Boucher et al., 2015b, Geffroy et al., 2015, Boucher et al.,
2016a, Boucher et al., 2016b, Geffroy et al., 2016, Boucher et al., 2017a] ont été présentées
dans diverses congrès scientifiques internationaux (ENM, European Nanomedicine Meeting ;
ESB, European Society of Biomaterials ; ISMRM, International Society For Magnetic Reso-
nance In Medicine ; MTB, International Meeting on Magnetotactic Bacteria ; WMIC, World
Molecular Imaging Congress). Les deux posters que j’ai présentés comme premier auteur lors
des conférences WMIC 2015 et 2016 sont fournis en Annexe A.1. Enfin, l’ensemble des résul-
tats du projet a été publié dans le journal Biomaterials [Boucher et al., 2017b], publication
qui a reçu le 2016 Biomaterials Outstanding Paper Award.
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1.4.2 Projet Orano

Ce projet est également un projet en collaboration avec l’équipe MEM du BIAM au CEA
Cadarache, équipe dirigée par Damien Faivre. L’objectif principal de ce projet, financé par
la société OranoMed, est de développer une nouvelle construction de magnétosomes permet-
tant de cibler le récepteur de l’herceptine, la protéine HER2 pour Human Epidermal Growth
Factor Receptor-2, fortement impliquée dans certains types de cancer, de sein notamment.
La fonctionnalisation des magnétosomes est réalisée, non pas par modification génétique
de la bactérie magnétotactique comme pour le projet Mefisto, mais par greffage chimique
à la membrane du magnétosome d’un anticorps, le Trastuzumab qui cible les récepteurs
HER2, couplé à un chélateur de Plomb TCMC (TCMC, pour 2-(4-isothiocyanatobenzyl)-
1,4,7,10-tetraaza-1,4,7,10-tetra-(2-carbamoylmethyl)cyclododecane) permettant de fixer du
Plomb 212 radioactif.
Cette nouvelle construction de magnétosomes fonctionnalisés devrait permettre à la fois de
cibler les cellules tumorales exprimant HER2, mais également de les détruire grâce au rayon-
nement énergétique de particules alpha émis par le Plomb 212.
La fonctionnalisation du magnétosome à l’aide du Trastuzumab-TCMC a été réalisée avec
succès par l’équipe MEM, mais ce travail n’est pas du domaine public, donc je n’en parlerai
pas dans ce manuscrit. Mon implication dans ce projet concerne à la fois les études in vitro
d’interactions des magnétosomes fonctionnalisés avec des lignées de cellules cancéreuses ex-
primant ou non le récepteur HER2, mais également le développement des modèles tumoraux
in vivo utilisés pour les expériences d’IRM moléculaire, ainsi que les immunomarquages réa-
lisés sur les pièces anatomiques ex vivo.

1.5 Deuxième Partie du manuscrit

Cette deuxième partie concerne des développements méthodologiques que j’ai réalisés en
imagerie moléculaire. En effet, l’IRM moléculaire nécessite différentes étapes en amont et en
aval des études par IRM.
En amont, il est indispensable de valider la biocompatibilité de l’agent de contraste et la
spécificité du ciblage, mais également de déterminer la cinétique d’interaction entre l’agent
IRM et sa cible sur des modèles cellulaires en 2D puis en 3D, afin de réduire le nombre d’ani-
maux utilisés in vivo (règles des 3R en éthique animale). En aval, il est nécessaire de valider
les résultats d’imagerie in vivo par des analyses histologiques extensives, notamment pour
confirmer la biodistribution et le ciblage des biomarqueurs d’intérêt observés en IRM, ce qui
nécessite de développer des protocoles de multiples marquages immunohistochimiques et des
protocoles de transparisation pour l’imagerie optique en 3D. En effet, on ne voit pas l’agent
de contraste directement en IRM mais son influence sur les molécules d’eau environnantes,
donc cette étape de cross-validation des résultats IRM par l’histologie 3D est primordiale
pour confirmer le potentiel diagnostique des agents de contraste IRM fonctionnalisés en cours
de développement.
Cette partie comprend deux chapitres. Le premier chapitre, baptisé Culture cellulaire 3D,
décrit les modèles in vitro 3D que j’ai développés à NeuroSpin. Ces modèles ont pour but de
mieux représenter in vitro la réalité du développement tumoral que les modèles 2D. En effet,
il est maintenant avéré que de nombreux candidats médicaments efficaces sur des modèles in
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vitro 2D échouent à traiter les tumeurs lors des essais in vivo. Le deuxième chapitre, baptisé
Transparency, décrit les méthodes que j’ai utilisées ou que j’ai moi-même développées, pour
rendre les cerveaux transparents, et pouvoir faire de l’imagerie optique en 3D afin de valider
les résultats obtenus avec l’imagerie IRM.

1.5.1 Culture cellulaire 3D

Ce projet est le développement d’une demande initiale d’un doctorant (Julien Flament)
pour le projet Iseult, supervisé par Fawzi Boumezbeur. J’ai développé à cette occasion une
technique in vitro de culture de tumeurs cérébrales en 3D (glioblastome U87MG). Ce travail
a fait l’objet d’un poster présenté lors de la conférence WMIC 2010 [Geffroy et al., 2010]
(voir Annexe C.1).
Par la suite, j’ai continué d’utiliser ce modèle de tumeurs en 3D, notamment lors du projet
Mefisto, pour visualiser l’incorporation des magnétosomes en 3D.
J’ai également développé de nouveaux modèles 3D, notamment un modèle de sphéroïdes 3D
bi-cellulaires, combinant des cellules endothéliales et des cellules tumorales, pour imiter de
façon plus pertinente la composition des tumeurs in vivo, riches en néo-vaisseaux. J’ai carac-
térisé ce modèle de sphéroïdes 3D bi-cellulaires et je l’ai utilisé pour tester l’incorporation
des magnétosomes en comparant avec le modèle mono-cellulaire. J’ai également réalisé un
modèle intermédiaire des microsphéroïdes, sous agitation, afin d’étudier l’incorporation des
magnétosomes sur ces modèles plus petits, mimant les premiers stades du développement
tumoral. J’ai enfin amélioré mon modèle bi-cellulaire en transfectant les lignées cellulaires
avec des plasmides porteurs de gènes de protéines fluorescentes, de façon à identifier le posi-
tionnement des cellules entre elles ainsi que leur devenir, mais également pour visualiser leur
ciblage par les particules fonctionnalisées. J’ai utilisé par la suite mes connaissances acquises
lors du projet Mefisto, et lors du développement du modèle bi-cellulaire, pour commencer
à travailler sur d’autres lignées de cellules tumorales, comme le cancer de sein (SKBR3,
MDA-MB-231) et de la peau (A431).

1.5.2 Transparency

J’ai mis en place ce projet dans le but de faire de l’imagerie 3D des tissus en microscopie
de fluorescence et comparer avec l’imagerie moléculaire par IRM. En effet, les résultats
obtenus par IRM sont encore aujourd’hui principalement validés par des études histologiques
utilisant l’imagerie en microscopie, mais en 2D alors que les images IRM acquises sont en
3D. Ce projet a commencé dès 2013, en mettant en place au laboratoire des méthodes
déjà publiées (iDisco, CUBIC, Clarity) [Chung et al., 2013, Renier et al., 2014, Lloyd-Lewis
et al., 2016] et en développant moi-même de nouvelles solutions dédiées à nos thématiques (G-
clear). Je continue à l’heure actuelle d’améliorer les techniques de perméabilisation des tissus,
afin de visualiser en profondeur les immunomarquages. J’ai commencé par travailler sur la
visualisation des ganglions d’aplysie en 3D, puis celle des vaisseaux sanguins de cerveaux de
rongeurs, avant de poursuivre par la visualisation 3D de cellules gliales, microgliales. . .
J’ai également commencé d’utiliser ces méthodes pour visualiser en 3D l’agent de contraste
fonctionnalisé développé lors du projet Mefisto (magnétosomes RGD), dans les sphéroïdes
de cellules tumorales ou sur des coupes épaisses de cerveaux de rongeurs (coupes optiques
en profondeur).
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2.1 Contexte du Projet Mefisto

2.1.1 Pathologie étudiée : le glioblastome

Le projet Mefisto a pour but de développer un nouveau type d’agent de contraste issu de
bactéries magnétotactiques, le magnétosome, en lui ajoutant une spécificité par la fonction-
nalisation de la membrane du magnétosome avec un peptide, visant une cible sur-exprimée
par certaines cellules cancéreuses.
La cible visée est une intégrine, ανβ3, qui est sur-exprimée dans de nombreux cancers notam-
ment les tumeurs cérébrales de grade IV, comme le glioblastome multiforme (GBM) [Mattern
et al., 2005], et dont l’un des rôles est de renforcer la néo-angiogenèse et la capacité à se
déplacer des cellules tumorales.

Les GBM sont des cancers très agressifs, incurables, avec une médiane de survie toujours
faible (environ deux ans) [Tan et al., 2020], en dépit des découvertes de la dernière décade
concernant la physiopathologie de ce type tumoral [Simińska et al., 2021].
Des études génétiques chez les patients pour découvrir les principales mutations en jeu [Bren-
nan et al., 2013, Soomro et al., 2017], des études de biologie moléculaire et de protéomique
pour découvrir de nouveaux biomarqueurs [Parsons et al., 2008], des études sur les voies de
signalisation et la progression tumorale [Ohgaki et Kleihues, 2007] ont bien décrit l’hété-
rogénéité des glioblastomes, entre patients et même entre les cellules d’une même tumeur,
illustrant l’énorme difficulté à traiter ces cancers.

L’étude du microenvironnement tumoral, notamment les interactions avec les cellules im-
munitaires [Chen et Hambardzumyan, 2018], ont montré la complexité des relations entre
cellules tumorales et cellules gliales, microgliales, immunitaires et endothéliales qui les en-
tourent. Les cellules tumorales forment aussi un réseau d’interconnexions entre elles, via des
nanotubulures, beaucoup plus étendu que ce qui était identifié précédemment, avec de fortes
interactions avec le microenvironnent [Osswald et al., 2015].

L’angiogenèse est un facteur particulièrement important pour le développement rapide de
ces tumeurs [Folkman et al., 1971], et par conséquent une cible privilégiée dans la lutte
contre le glioblastome [Vajkoczy et Menger, 2004]. En effet les glioblastomes sont très vas-
cularisés, avec des vaisseaux sanguins anormaux, une tortuosité importante et un réseau
disfonctionel, ainsi qu’une production importante de cytokines et de molécules stimulant
l’angiogenèse [Carmeliet, 2003, Jain et al., 2007, Ahir et al., 2020]. De nombreuses stratégies
visant à réduire l’angiogenèse ont été développées au cours du temps [Lakka et Rao, 2008]
mais la résistance aux thérapies anti-angiogèniques fait que des cibles thérapeutiques sont
toujours recherchées [Le Joncour et al., 2021, Buccarelli et al., 2022].
Les intégrines forment une famille de récepteurs fortement impliqués dans la néo-angiogenèse
tumorale de par leur rôle d’interaction avec la matrice extracellulaire et sont donc particu-
lièrement intéressantes à cibler [Brooks et al., 1994, Lorger et al., 2009].
La transdifférenciation de cellules tumorales en vaisseaux sanguins et le mimétisme vasculaire
ont été découverts assez récemment [El Hallani et al., 2010], ouvrant de nouveaux champs
de recherche concernant le ciblage de l’angiogenèse tumorale comme voie thérapeutique,
notamment en nanomédecine [Feng et al., 2015, Clavreul et al., 2019].
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L’étude de l’hétérogénéité tumorale a aussi permis de découvrir l’importance des cellules
souches tumorales (CSCs, pour Cancer Stem Cells), qui sont notamment impliquées dans
l’agressivité des tumeurs [Yan et al., 2011], la résistance aux traitements par radio ou chi-
miothérapies [Cheray et al., 2017, De Francesco et al., 2018], la résurgeance tumorale [Liu
et al., 2009], et la transdifférenciation en cellules endothéliales [Yan et al., 2017].

Les CSCs sont difficiles à identifier car comme les cellules souches neurales (NSCs, pour
Neural Stem Cells), aucun biomarqueur n’a encore été découvert permettant de les détecter
toutes avec certitude. Les NSCs ont été identifiées depuis la fin des années 1990 [Reynolds et
Weiss, 1992, Palmer et al., 1997, Uchida et al., 2000], in vitro par leur capacité à se diviser
et à former de nouveaux neurones et astrocytes. Les NSCs expriment différents récepteurs,
mais toutes les NSCs n’expriment pas les mêmes récepteurs [Rehfeld et al., 2021]. Elles sont
retrouvées dans différentes structures [Rispoli et al., 2014]. La notion de niche, réservoir
de cellules souches neurales [Robins et al., 2013, Codega et al., 2014, Rojczyk-Gołębiewska
et al., 2014] met en lumière les interactions des NSCs avec le microenvironnement. Il en va
de même avec les CSCs, qui expriment une grande variété de biomarqueurs [Cheray et al.,
2017], correspondant à différentes voies de signalisation [Samoilova et al., 2018], avec égale-
ment une notion de niche dans les tumeurs, exprimant un plus grand nombre de marqueurs
des cellules souches à différents endroits (zones hypoxiques, niches périvasculaires. . .) [Schif-
fer et al., 2014, Gritsenko et al., 2017]. De très nombreux paramètres (énergétiques, méta-
boliques, oxygénation. . .) [De Francesco et al., 2018], le microenvironnement ou encore les
cellules circulantes jouent un rôle dans le développement des CSCs.
Le nombre d’études ciblant ces CSCs augmente de façon exponentielle depuis ces dernières
années, sans pour autant avoir, à ce jour, permis d’identifier une stratégie thérapeutique
satisfaisante, même si certains biomarqueurs sont prometteurs [Chow et al., 2017, Yao et al.,
2018]. Les voies de signalisation qui sont impliquées dans la résistance des CSCs aux traite-
ments notamment la radiothérapie sont des voies d’études prometteuses [Séhédic et al., 2015].

Parmi les voies de signalisation fréquemment étudiées, la transition entre cellules endothé-
liales et mésenchymateuses (EMT, pour Epithelial-Mesenchymal Transition), très présente
dans les tumeurs de haut grade, favorise la migration cellulaire ainsi que la résistance aux
thérapies [Nguemgo Kouam et al., 2018, Ziegler et al., 2019, Zhao et al., 2020]. La transition
EMT est en lien avec le métabolisme du fer dans les cellules [Torti et Torti, 2020, Müller
et al., 2020], ce qui ouvre de nouvelles pistes de traitement, par le blocage du fer dans les
lysosomes [Mai et al., 2017] ou par induction de la ferroptose, mort cellulaire liée à l’excès
de fer via la production d’un excès de peroxydation des lipides, provoquant la rupture des
membranes cellulaires [Rodriguez et al., 2022]. Cependant, ces voies de signalisation sont
également retrouvées fortement exprimées dans les cellules gliales réactives (astrogliose et
microgliose), limitant encore l’identification des CSCs et cellules métastatiques [Bourne et al.,
2010, Rao et al., 2018, Hewer et al., 2020].

Les traitements combinatoires alliant chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie, voire même
immunothérapie et nanomédecine, sont toujours insuffisants pour traiter les tumeurs céré-
brales. Diagnostic tardif, difficulté à délimiter la tumeur durant la résection chirurgicale,
franchissement de la barrière hémato-encéphalique très limité pour certaines molécules thé-
rapeutiques, prolifération de CSCs, hétérogénéité entre les patients... constituent autant de
points d’acchopement importants. Le développement de nouveaux outils diagnostiques, de
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nouveaux biomarqueurs et de nouvelles approches thérapeutiques est toujours essentiel pour
améliorer la prise en charge des patients atteints de GBM [Wen et al., 2020, Muir et al., 2020].

Comme indiqué précédemment, le projet Mefisto a pour but de développer une nouvelle géné-
ration d’agents théranostiques dédiés au GBM, en fonctionnalisant la membrane de magnéto-
somes avec un peptide ciblant spécifiquement les intégrines ανβ3 qui sont sur-exprimées par
les cellules tumorales et les cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux néo-angiogéniques.
Le peptide RGD, composé de trois acides aminés (Arginine, Glycine et Acide aspartique),
est bien connu pour cibler spécifiquement les intégrines ανβ3 [D’Souza et al., 1991].

En accrochant, par génie génétique, un peptide RGD sur une protéine de la membrane
bilipidique des magnétosomes, nous pouvons donc obtenir un agent de contraste IRM fonc-
tionnalisé, ciblant préférentiellement les tumeurs de type GBM et permettant, non seulement
d’identifier les cellules tumorales et les vaisseaux tumoraux néo-angiogéniques, mais aussi po-
tentiellement de les traiter par photothermie, hyperthermie magnétique et radiothérapie.

L’idée commune à ces différentes stratégies est de transférer de l’énergie (provenant d’un
rayonnement) aux nanocristaux de fer constituant le cœur des magnétosomes, qui vont à leur
tour retransférer cette énergie aux tissus environnants, énergie qui va principalement se dis-
siper sous forme de chaleur. La photothermie utilise un laser pour engendrer une stimulation
lumineuse au niveau de la tumeur. L’utilisation de nanomagnétosomes (NPs), absorbantes
dans la bonne bande de fréquence optique, permet d’accroître localement la température.
De même, la radiothérapie utilise un faisceau de rayons X haute énergie qui, une fois ab-
sorbé par les NPs accumulées dans la tumeur, va engendrer une augmentation locale de la
température. L’hyperthermie magnétique quant à elle délivre localement une énergie ther-
mique, en appliquant un champ magnétique radiofréquence alternatif qui va exciter les NPs
magnétiques accumulées dans la tumeur.

2.1.2 Quelques notions d’IRM

Fondée sur le principe de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN), l’Imagerie par Réso-
nance Magnétique (IRM) est une technique d’imagerie très utilisée en clinique pour visualiser
les tissus mous (cerveau, tendon, ligament. . .).
Schématiquement, le phénomène de RMN s’appuie sur l’existence d’un spin nucléaire, qui
est une caractéristique intrinsèque de certains atomes (comme les atomes d’hydrogène conte-
nus dans une molécule d’eau), dont le noyau atomique possède un proton isolé (non lié à
un neutron). Ce spin nucléaire, qui vaut ½ dans le cas du proton, possède un moment ma-
gnétique associé. Ainsi, l’application d’un champ magnétique externe intense (appelé B0)
permet d’aligner les moments magnétiques des différents spins nucléaires, créant ainsi une
aimantation magnétique résultante.

Il est alors possible de « manipuler » cette aimantation magnétique en transférant de l’éner-
gie aux spins nucléaires grâce à l’émission d’une onde radiofréquence, dont la fréquence doit
correspondre exactement à la fréquence de précession du noyau atomique, dite fréquence de
Larmor : ν0 = γ B0, avec γ le rapport gyromagnétique du noyau atomique (= 42,576 MHz.T−1

dans le cas de l’hydrogène). Lorsque l’excitation des spins nucléaires par l’onde radiofréquence
est stoppée, ceux-ci retournent à leur état d’équilibre avec un mécanisme de relaxation qui
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se caractérise par deux temps de relaxation distincts, le temps de relaxation longitudinale T1

(également appelé temps de relaxation spin-réseau) et le temps de relaxation transverse T2

(également appelé temps de relaxation spin-spin). Ces temps de relaxation T1 et T2 sont des
caractéristiques intrinsèques des tissus que l’on cherche à imager : ils dépendent de l’environ-
nement et de la mobilité des molécules dans lesquelles sont engagés les noyaux d’hydrogène.

L’intérêt de l’IRM est qu’en jouant sur des paramètres propres à la séquence d’acquisi-
tion de l’image, notamment le temps d’écho TE (temps séparant l’excitation et la mesure
du signal IRM) et le temps de répétition TR (temps séparant deux excitations des spins
nucléaires), il est possible de pondérer l’image obtenue en fonction des valeurs de T1, T2 ou
de la densité de protons, et ainsi de générer différents types de contraste entre les différentes
structures dans l’image (Figure 2.1).

Fig. 2.1 – Différents contrastes IRM entre les structures cérébrales obtenus pour différents
types de pondération, en fonction des paramètres de séquence IRM utilisés

Un autre intérêt de l’IRM est sa dimension multimodale : en effet, en jouant sur l’ensemble
des paramètres d’acquisition (TE, TR, gradients, bandes passantes d’excitation et de ré-
ception. . .), il est possible d’accéder à différents types d’information (structurelle, fonction-
nelle. . .) avec la même méthode d’imagerie. Les exemples ci-dessous permettent d’illustrer
quelques unes des images qu’il est possible d’obtenir.

— Une image anatomique IRM (Figure 2.2-a) permet de visualiser dans un organe la
répartition et l’organisation des différents tissus, grâce aux contrastes différents entre les
structures provenant des différences entre les contenus en eau et les temps de relaxation
(T1 et T2).

— L’imagerie de diffusion par IRM (Figure 2.2-b) est une technique fondée sur la détection
des mouvements des molécules d’eau dans les tissus : un déplacement anisotrope est
détecté lorsque les mouvements des molécules d’eau sont contraints dans une structure
de type fibre, comme par exemple les faisceaux de matière blanche dans le cerveau, ce
qui permet de réaliser des images de tractographie des faisceaux d’axones.

— L’imagerie fonctionnelle par IRM (Figure 2.2-c) utilise le couplage neurovasculaire,
et plus spécifiquement un signal dépendant du niveau d’oxygénation cérébrale (signal
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BOLD, pour Blood Oxygenation Level Dependent), pour détecter les zones cérébrales
actives.

— La spectroscopie IRM (Figure 2.2-d) permet de détecter dans des régions spécifiques
d’un organe les différentes molécules présentes, chaque molécule possédant un spectre
RMN distinct, mais également de quantifier la concentration de chacune d’entre elles
à condition d’être décelables.

— L’imagerie moléculaire par IRM (Figure 2.2-e) permet de visualiser in vivo des biomar-
queurs de façon non invasive, grâce à leur ciblage spécifique par des agents de contraste
fonctionnalisés qui modifient le signal IRM détecté.

Fig. 2.2 – IRM multimodale : illustration des types d’information accessible (a- IRM ana-
tomique, b- tractographie par IRM, c- IRM fonctionnelle, d- spectroscopie IRM, e- IRM
moléculaire)

Dans ce manuscrit de thèse, nous présentons des résultats d’IRM anatomique et molécu-
laire obtenus grâce à des scanners précliniques à très haut champ magnétique (7 T, 11,7 T et
17,2 T). Les séquences IRM utilisées pour obtenir ces résultats sont présentées à l’Annexe B.1.

2.1.3 Bactéries magnétotactiques

Les bactéries magnétotactiques (MTB, pour Magnetotactic Bacteria) sont des bacté-
ries Gram-, découvertes puis décrites par Salvatore Bellini en 1963 [Bellini, 1963], à partir
d’échantillons collectés à Pavie, en Italie. Ces bactéries ont ensuite été re-découvertes de
façon indépendante par Richard Blakemore en 1975 [Blakemore et al., 1979] puis largement
étudiées pour leurs propriétés magnétiques [Frankel et al., 1981, Wajnberg et al., 1986, Fran-
kel et Blakemore, 1988, Lins de Barros et al., 1990].

page 15



2.1 Contexte du Projet Mefisto Chapitre 2. Mefisto

Désormais, elle sont observées partout sur la planète, dans des environnements humides.
Elles ont la particularité de produire des nano-aimants dans des organelles spécialisées (les
magnétosomes), leur permettant de s’orienter par rapport au champ magnétique terrestre.
Cette propriété, appelée magnétotactisme, leur confère un avantage évolutif en matière de
recherche de nourriture et d’un environnement leur convenant en termes d’oxygène et de
température [Blakemore, 1982, Lefèvre et Bazylinski, 2013]. En effet, elles vivent pour la
plupart dans les zones peu oxygénées, à la limite des zones anoxiques. L’orientation par rap-
port au champ magnétique terrestre leur permet de diminuer la zone de recherche de leur
habitat, passant d’une zone de recherche tri-dimensionnelle à une zone uni-dimensionelle, et
donc d’économiser de l’énergie.

Les magnétosomes sont composés d’une couche bi-lipidique et protéique enfermant un cristal
magnétique d’oxyde de fer (magnétite, maghémite. . .), ou de sulfite de fer (greigite), de taille
nanométique (20-120 nm), régulier et très reproductible entre magnétosomes. Les cristaux
peuvent être de différentes formes selon la souche bactérienne qui les produit (en forme de
balle de fusil, de cubo-octaèdre, parallélépipède. . .) [Bazylinski et al., 1994, Schüler, 2008].
Les magnétosomes sont souvent alignés sous forme de chaîne dans la bactérie, comme illustré
sur la Figure 2.3.

Fig. 2.3 – Images en microscopie électronique de MTB, illustrant les différentes formes de
magnétosomes dans les bactéries. Les magnétosomes peuvent être cubo-octaédriques (b),
allongés (a,e,f,h,i,j) ou en forme de balle de fusil (c,d,g). Ils peuvent former une ou plusieurs
chaînes dans les bactéries. (Source : adapté de [Schüler, 2008])
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Depuis 1979, une douzaine de souches de bactéries magnétotactiques sont cultivées en
laboratoire [Blakemore et al., 1979, Dieudonné et al., 2019]. Le génome de certaines souches a
été entièrement décodé, ce qui a permis d’utiliser des outils de génie génétique pour faire ex-
primer à la membrane des magnétosomes certaines protéines d’intérêt. Les applications de ces
magnétosomes fonctionnalisés obtenus par modification génétique sont très variées, allant de
la dépollution à la recherche biomédicale [Matsunaga et Arakaki, 2007, Chen et al., 2016, Var-
gas et al., 2018]. En effet, la biocompatibilité des magnétosomes est excellente [Xiang et al.,
2007, Sun et al., 2010] et les magnétosomes extraits de ces bactéries génétiquement modifiées
ont été testés dès 1987 comme transporteurs d’enzymes [Matsunaga et Kamiya, 1987, Yo-
shino et al., 2009], puis d’acides nucléiques [Takeyama et al., 1995, Yoza et al., 2002, Ota
et al., 2003, Tanaka et al., 2003], ou bien encore d’anticorps [Nakamura et al., 1993, Wacker
et al., 2007]. Les magnétosomes ont aussi été utilisés comme outils de détection ou de sélec-
tion que ce soit d’auto-anticorps [Sugamata et al., 2013], de cellules immunitaires [Takahashi
et al., 2009] ou progénitrices [Kuhara et al., 2009].

L’utilisation des magnétosomes dans la lutte contre le cancer s’est rapidement dévelopée,
comme transporteurs de molécules anti-cancéreuses [Hopkin, 2004, Lu et Martel, 2006, Sun
et al., 2011], ainsi que comme agents de contraste pour le diagnostic et le suivi de traite-
ment [Felfoul et al., 2007, Martel et al., 2009]. Les magnétosomes peuvent également être
utilisés comme outil thérapeutique à part entière, par hyperthermie magnétique [Alphan-
déry et al., 2013] ou photothermie [Plan Sangnier et al., 2018, Hafsi et al., 2020], voire
par une approche multimodale [Nima et al., 2019], que ce soit pour lutter contre différents
types de cancer [Mannucci et al., 2014, Lee et al., 2015, Orlando et al., 2016, Le Fèvre et al.,
2017, Al Faruque et al., 2020] ou contre les bactéries résistantes [Kim et al., 2013]. Le nombre
d’applications et de publications relatives à l’utilisation des magnétosomes ne cesse d’aug-
menter depuis ces dix dernières années, illustrant l’intêret croissant dans la communauté
internationale pour cette technologie.

Nos collaborateurs de l’équipe MEM du BIAM travaillent depuis plus de 15 ans sur les
applications potentielles des magnétosomes et ils ont notamment réussi à modifier généti-
quement la souche Magnetospirillum magneticum AMB-1 (AMB-1 pour Magnetospirillum
magneticum AMB-1) pour se servir des magnétosomes comme outils de dépollution des
sols, ciblant la dégradation d’un pesticide (le paraoxonde) de type organophosphate par une
enzyme [Ginet et al., 2011].

2.1.4 Magnétosomes non fonctionnalisés comme agents de contraste IRM

Suite au travail effectué par l’équipe MEM du BIAM sur la dépollution des sols, nous
nous sommes intéressés à NeuroSpin spécifiquement aux propriétés magnétiques des ma-
gnétosomes pour leur utilisation comme agents de contraste IRM. Un agent de contraste
IRM est une molécule qui va perturber les propriétés de relaxation des molécules d’eau en-
vironnantes, ce qui va permettre sa détection sur des images IRM pondérées en T1 ou en
T2. Parmi les agents de contraste IRM les plus étudiés, les nanoparticules d’oxyde de fer
superparamagnétiques (SPIONs, pour SuperParmagnetic Iron Oxyde Nanoparticles) sont
particulièrement intéressantes car elles possèdent une relaxivité transverse très élevée, ce qui
signifie un fort pouvoir de perturbation du temps de relaxation transverse T2 des molécules
d’eau environnantes, et par conséquent une sensibilité de détection importante.
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La formation des magnétosomes au sein des bactéries magnétotactiques est soumise à une
régulation génétique stricte, ce qui affecte la taille et la forme du cristal d’oxyde de fer,
avec une distribution de taille étroite et des structures cristallines élevées. Ces propriétés
conduisent à des relaxivités transverses extrêmement élevées, notamment en comparaison
avec des nanoparticules produites chimiquement de même taille, pour lesquelles la régula-
rité du cristal est plus difficile à contrôler. Ainsi, les propriétés magnétiques des bactéries
magnétotactiques et des magnétosomes ont été décrites, notamment dans différentes études
réalisées avec des scanners IRM cliniques à 1,5 ou 3 T [Hartung et al., 2007, Benoit et al.,
2009, Hu et al., 2010].
Dans une première étude, nous avons cherché à caractériser les propriétés magnétiques
des magnétosomes à très haut champ magnétique en utilisant notre scanner préclinique à
17,2 T [Mériaux et al., 2015], par comparaison avec des SPIONs commercialisées par Guerbet
(Endorem®). L’Endorem® est un ferumoxide synthétisé chimiquement, composé de nano-
particules d’oxyde de fer recouvertes de dextran et d’une taille similaire aux magnétosomes
(50-100 nm). Les magnétosomes utilisés ont été extraits à partir de la souche Magnetovibrio
blakemorei MV-1, leur forme étant de type allongé prismatique (polyèdre dont les bases
sont deux polygones égaux à côtés parallèles et dont les faces latérales sont des parallélo-
grammes). Leur taille a été mesurée à 53,6 ± 7,2 nm par microscopie électronique et leur
relaxivité transverse a été estimée à 17,2 T par cartographie T2 (r2 = 728 ± 35 mM−1.s−1).
La relaxivité transverse des magnétosomes MV-1 s’est avérée 4 fois meilleure que celle du
ferumoxide (r2 = 173 ± 15 mM−1.s−1), permettant d’obtenir une sensibilité de détection de
l’ordre de 100 nM en fer, contre 440 nM pour l’Endorem®.
Les résultats obtenus avec les magnétosomes MV-1 ont été comparés avec ceux obtenus avec
les magnétosomes AMB-1, de forme cubo-octaédrique. La relaxivité transverse des magné-
tosomes issus de MV-1 s’est avérée 1,5 fois plus grande que celle des magnétosomes issus de
AMB-1 (r2 = 489 ± 26 mM−1.s−1), confirmant l’influence de la forme du nanocristal d’oxyde
de fer sur les propriétés magnétiques du magnétosome.
Une étude in vivo a également été réalisée en injectant à des souris un volume de 100 µL de
magnétosomes issus de MV-1 ou d’Endorem®, le groupe contrôle correspondant à l’injection
à des souris du même volume de sérum physiologique. Deux doses ont été testées : une dose
de 200 µmol.kg−1 de fer habituellement utilisée dans les études précliniques et une dose de
20 µmol.kg−1 de fer correspondant aux doses de SPIONs utilisées en clinique. Des images
IRM à haute résolution spatiale (90×90×180 µm3) ont été acquises à 17,2 T pour détecter
les magnétosomes circulant dans la vascularisation sanguine après injection, et reconstruire
ainsi des angiogrammes de cerveaux de souris en 3D. Un rehaussement de la vascularisation
cérébrale a été mis en évidence avec les magnétosomes MV-1 dès l’injection de la dose cli-
nique de 20 µmol.kg−1 de fer, alors qu’aucun rehaussement n’a été détecté après injection
d’Endorem® à la même dose ou pour le groupe contrôle (voir Annexe B.2). À plus forte
dose (200 µmol.kg−1 de fer), un rehaussement similaire de la vascularisation cérébrale a été
obtenu après injection de l’Endorem® et des magnétosomes MV-1, les angiogrammes avec
les magnétosomes montrant des zones saturées correspondant probablement aux plus gros
vaisseaux.

Cette étude confirme l’intérêt des magnétosomes comme agents de contraste
IRM, notamment à très haut champ magnétique (17,2 T) avec une sensibi-
lité de détection de l’ordre de 100 nM en fer, compatible avec des protocoles
d’imagerie moléculaire.
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2.1.5 Fonctionnalisation des Magnétosomes

Comme indiqué au Paragraphe 2.1, le peptide RGD est un ligand des intégrines ανβ3, qui
sont sur-exprimées dans les GBM par les cellules tumorales et les cellules endothéliales des
vaisseaux tumoraux néo-angiogéniques. L’équipe MEM du BIAM a donc modifié génétique-
ment la souche de bactéries magnétotactiques AMB-1, pour que les magnétosomes produits
expriment à leur membrane le peptide RGD ainsi qu’un fluorochrome (Venus), une protéine
proche de la GFP (GFP, pour Green Fluorescent Protein) fluorescente en jaune-vert.
Le protocole de modification génétique utilisé est décrit dans l’article [Boucher et al., 2017b]
et indiqué en Annexe A.2. La Figure 2.4 montre la construction du magnétosome AMB-1
fonctionnalisé par greffage de la protéine Venus et du peptide RGD à la membrane grâce à
la protéine d’accroche de la fusion, MamC.

Fig. 2.4 – Schéma de la construction des magnétosomes fonctionnalisés AMB-1 avec Venus-
RGD (Source : adapté de [Boucher et al., 2014])

La fonctionnalisation des magnétosomes AMB-1 a été vérifiée in vivo grâce à la présence
de la protéine fluorescente Venus. Les bactéries magnétotactiques AMB-1 ont été préférées
aux bactéries MV-1 pour la production de magnétosomes fonctionnalisés, malgré un pouvoir
contrastant IRM moins élevé (une relaxivité transverse r2 1,5 fois plus faible), car la pro-
téine membranaire utilisée pour le greffage de la fonctionnalisation (MamC) est exprimée en
bien plus grande quantité sur les magnétosomes issus de AMB-1, permettant potentiellement
l’accrochage d’un plus grand nombre de peptides RGD.
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2.2 Résultats in vitro

Dans le cadre du projet Mefisto, j’ai été en charge de toutes les études réalisées in vitro.
J’ai tout d’abord étudié l’intérêt de la fonctionnalisation par le peptide RGD, puis travaillé
sur l’incorporation des magnétosomes et leur visualisation au cours du temps. J’ai préparé
également les modèles in vitro qui ont été étudiés à l’IRM par Marianne Boucher, doctorante,
et comparé les résultats avec mes images en immunocytochimie (ICC, pour ImmunoCytoChi-
mie). J’ai aussi commencé d’étudier les interactions entre les magnétosomes et les modèles
in vitro 3D.

2.2.1 Ciblage : comparaison des Magnétosomes Venus et VRGD

Afin de vérifier notre hypothèse de liaison spécifique de la particule fonctionnalisée sur
les cellules de GBM humain, le MEM a produit deux types de magnétosomes. Les magnéto-
somes AMB1-VRGD, entièrement fonctionnalisés et les magnétosomes AMB1-V exprimant
uniquement le fluorochrome Venus. Ces magnétosomes, ainsi que les magnétosomes non
fonctionnalisés AMB1-WT, ont tout d’abord été testés in vitro sur un modèle cellulaire de
glioblastome humain, les cellules U87MG (U87MG, pour Uppsala 87 Malignant Glioma).

Les cellules U87MG sont cultivées comme décrit en Annexe A.3.1 et mises en contact
avec les magnétosomes comme décrit en Annexe A.4. Les essais se sont déroulés en faisant
varier deux paramètres : la concentration de magnétosomes mise en contact et le temps
d’incubation. Lors de la première série d’essai, les cellules cultivées sur lames huit puits sont
mises en contact avec les magnétosomes AMB1-V versus celles AMB1-VRD, à 2 mgFer/L
pendant 3 heures 30 versus 1 heure 30.

Fig. 2.5 – Incorporation des magnétosomes fonctionnalisés AMB1-VRGD par rapport à
ceux AMB1-V, temps 3h30, dose 2 mgFer/L grossissement x20
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La Figure 2.5 montre la différence notable d’incorporation des magnétosomes AMB1-
VRGD (image A) par rapport aux magnétosomes AMB1-V (image B), au temps d’incu-
bation 3 heures 30. Bien qu’on ne puisse déterminer si les magnétosomes sont dans ou sur
les cellules avec certitude, les magnétosomes fonctionnalisées uniquement par le fluorophore
Venus sont beaucoup moins nombreuses et souvent non accrochées aux cellules. Au temps 1
heure 30, beaucoup moins de magnétosomes sont visibles, les magnétosomes n’ont pas encore
atteint les cellules (résultat non montré).

Une gamme de dose a été réalisée avec des concentrations élevées de magnétosomes fonc-
tionnalisés de 1 mgFer/L à 10 mgFer/L, avec un temps d’incubation de 3 heures 30.

Fig. 2.6 – Incorporation des magnétosomes fonctionnalisés AMB1-VRGD, temps 3h30,
Gamme de dose 1 (image A), 5 (image B) et 10 mgFer/L (image C) mosaïques grossis-
sement x40
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La Figure 2.6 montre que le nombre de magnétosomes AMB1-VRGD incorporés aux
concentrations de 5 et 10 mgFer/L n’augmente pas de façon significative par rapport à la
concentration 2 mgFer/L, mais plutôt que les magnétosomes en trop grand nombre s’agrégent
entre elles et ne peuvent plus entrer dans les cellules. Les magnétosomes AMB1-V incubés
avec les cellules aux concentrations de 1 et 10 mgFer/L sont retrouvés sur et à coté des
cellules, en nombre beaucoup plus faible, comme montré Figure A.10 à l’Annexe A.7. Les
amas de magnétosomes concentrés, fonctionalisés ou non, sont à saturation en fluorescence
Vénus, pour une durée d’acquisition rapide (250 ms).

Un essai a été réalisé en parallèle pour déterminer si la température joue un rôle dans
l’incorporation des magnétosomes, en comparant une incubation réalisée à 37°C par rapport
à une incubation à +4°C (résultats non montrés). Clairement à +4°C, les cellules n’incor-
porent pas les magnétosomes, un mécanisme dynamique serait donc à l’oeuvre plutôt qu’un
simple accrochage par contact. Cela semble bien correspondre avec le fait que l’intégrine ανβ3

est internalisée périodiquement avec son substrat accroché puis retourne à la membrane, le
cycle d’endocytose-exocytose étant bien décrit dans la littérature [Roberts et al., 2004, Cas-
well et Norman, 2006]. L’agrégation des magnétosomes entre elles pose donc un problème
majeur pour l’incorporation au cours du temps, car cela bloque mécaniquement l’endocytose
du complexe intégrine-magnétosomes.

2.2.2 Incorporation

Afin de réduire le nombre et la taille des agrégats, la sonication est fréquemment utili-
sée. Cela consiste à exposer la suspension de NPs à des ultrasons, provoquant des effets de
cavitation, qui vont disperser mécaniquement les magnétosomes. Une étape de sonication
de 20 minutes a été ajoutée à notre protocole de mise en contact, permettant une réduc-
tion de la taille des agrégats mais insuffisante pour améliorer l’incorporation dans les cellules.

La sonication ne suffisant pas, un milieu de dispersion a été mis au point afin de pou-
voir améliorer l’incorporation des magnétosomes dans les cellules. La dispersion de nanoma-
gnétosomes peut être réalisée en utilisant des méthodes de répulsion stérique par ajout de
surfactants qui vont éloigner les magnétosomes entre elles [Krause, 1987, Odenbach, 2003],
ou par répulsion électrostatique ou ionique en utilisant les charges de surface des magnéto-
somes dans un milieu donné [Massart, 1981, Cabane, 2003].

Les agents de dispersion sont donc souvent des tensioacifs ou des émulsifiants, permettant
d’obtenir une supension colloïdale maintenant en suspension des magnétosomes et évitant
l’agrégation de celles-ci. Divers réactifs tels que l’hexane ou l’acide oléique sont fréquemments
utilisés pour disperser les oxydes de fer [Tadmor et al., 2000]. Les nanomagnétosomes sont
aussi fréquemment recouvertes de diverses molécules telles que des groupements carboxylés
ou sulfonates alkyles [Lu et al., 2003].

Le cœur de fer de nos magnétosomes est englobé dans une bi-couche membranaire, lipidique
et protéique, ce qui entraine des contraintes chimiques pour ne pas dénaturer la membrane.
De plus, les magnétosomes sont utilisées sur des cellules vivantes, limitant le nombre d’agents
possibles, qui doivent être facilement supportés par les cellules. J’ai donc commencé par tester
sur les cellules seules différentes concentrations de réactifs me paraissant remplir les critères
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d’agents de dispersion (citrate trisodique, ovalbumine, glycérol, lysolécithine). J’ai utilisé du
milieu sans sérum afin d’éviter de surcharger le milieu de culture, sachant que les cellules
U87MG ont une croissance rapide même sans sérum.

Le tableau présenté à la Figure A.6 (voir Annexe A.5) montre l’impact de ces réactifs sur les
cellules, certains entrainant une mort cellulaire ou un décrochage précoce des cellules bien
avant la confluence. Après avoir déterminé les concentrations maximales utilisables sans dom-
mages pour les cellules, différents tests ont été réalisés avec un agent ou une combinaison de
plusieurs agents, en présence des magnétosomes. La Figure A.7 (voir Annexe A.5) illustre
les effets de certains réactifs, après 3 heure 30 d’incubation à 2 mgFer/L de magnétosomes
V versus VRGD. Visuellement, le glycérol permet de mieux éliminer les agrégats restés au
fond de la boîte mais semble éliminer également la plus grande partie des magnétosomes. Le
chlorure de potassium et la lysolécithine ne réduisent pas la taille des aggrégats. Le citrate
trisodique et les protéines telles que l’ovalbumine et la caséine donnent de bons résultats.
Les agents sont ensuite combinés afin d’augmenter l’effet dispersant sans altérer les magné-
tosomes.

Fig. 2.7 – Incorporation des magnétosomes fonctionnalisés avec Venus-RGD par rapport à
Venus seul, temps 3h30, 2 mgFer/L, Milieu de dispersion, grossissement x40.

page 23



2.2 Résultats in vitro Chapitre 2. Mefisto

La Figure 2.7 montre les résultats obtenus après 3 heure 30 d’incubation à 2 mgFer/L de
magnétosomes fonctionnalisés versus non fonctionnalisés dans le milieu de dispersion retenu :
un milieu sans sérum, avec 1mM de citrate, 1% de glycérol et 0.25% de sel de sodium de
caséine, en conservant la sonication de 20 minutes.

L’image A montre la différence entre les cellules traitées avec les magnétosomes AMB1-
V versus les magnétosomes AMB1-VRGD. Les magnétosomes AMB1-V sont pratiquement
toutes rinçées lors des lavages avant la fixation au PFA 4%, alors que les magnétosomes
AMB1-VRGD restent bien dans et sur les cellules. Les magnétosomes AMB1-VRGD semblent
s’accumuler dans de petites vésicules dans les cellules (image B, ROI de l’image A, flèches
rouges), ainsi qu’en gros amas sur les celllules (flèches bleues). En effet, la concentration im-
portante fait qu’une partie des magnétosomes AMB1-VRGD s’agrégent néanmoins dans/sur
les cellules, produisant des amas très fluorescents, ce qui sature le signal et limite l’incorpo-
ration dans les cellules.

L’image C est une image prise en “profondeur” (z-stack) à l’aide du module apotome 2 du
microscope AxioObserver Z1 de Carl Zeiss. Le microscope Zeiss Apotome utilise la méthode
d’illumination structurée appelée 1D-SIM (SIM, pour Structured Illumination Microscopy).
Cette méthode de projection de grille permet de retirer le flou dans l’image à partir de
seulement trois images et d’obtenir ainsi des images confocales. L’image MIP (MIP, pour
Maximum Intensity Projection) est obtenue en compilant les coupes optiques sur la dis-
tance d’acquisition en z. Cette image MIP permet de définir que les petites vésicules (flèches
rouges) sont bien situées dans les cellules, les gros amas restant accrochés à la membrane
à l’extérieur. La présence de la cible, l’intégrine ανβ3 est révélée par un immunomarquage
avec un anticorps anti-ανβ3 (MAB1976H couplé Phycoérythrine (PE), Merck-Millipore).

Il est donc nécessaire de diminuer la concentration de magnétosomes pour pouvoir observer
plus facilement une accumulation à l’intérieur des cellules. Une gamme de concentrations a
donc été étudiée pour déterminer la dose la plus faible permettant de voir les magnétosomes
AMB-VRGD, après 3 heures 30 d’incubation, afin de suivre le devenir des magnétosomes
dans la cellule sur un plus long terme. Les concentrations utilisées sont 10, 25, 50, 100, 250,
500 et 1000 µgFer/L.

La Figure 2.8 illustre les résultats obtenus. Les images en fond clair montrent en noir les
magnétosomes de fer et les images en fluorescence montre la fluorescence Venus. Les images
A et B de la Figure 2.8 montrent que les magnétosomes commencent d’être tout juste détec-
tables à la concentration de 50 µgFer/L, dans quelques cellules, à un grossissement de x 20.
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Fig. 2.8 – Gamme de concentrations en magnétosomes AMB1-VRGD, temps 3h30, Milieu
de dispersion, grossissement x20

Une région d’intérêt des champs de vue à 250 (image A) et 1000 µgFer/L (image B)
montre que les magnétosomes sont bien dispersés dans de nombreuses cellules à la concen-
tration de 250 µgFer/L et qu’à 1000 µgFer/L, les magnétosomes en excès commencent à
former des amas, sur les cellules (Figure 2.9).

La concentration de 250 µgFer/L a donc été choisie pour réaliser les essais suivants d’in-
corporation au cours du temps. Après 24 heures d’incubation avec les magnétosomes AMB-
VRGD à la concentration de 250 µgFer/L, nous avons constaté que la fluorescence émise
par la protéine Venus diminue beaucoup en intensité, au point qu’au grossissement x 20 la
fluorescence soit proche du bruit de fond, alors même que les images en fond clair semblent
bien indiquer une incorporation plus importante au cours du temps.
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Fig. 2.9 – ROI des concentrations 250 et 1000 µgFer/L, temps 3h30

Fig. 2.10 – Magnétosomes AMB1-VRGD, 250 µgFer/L, temps 24h, Milieu de dispersion,
grossissement x20 (A), x63 (B) et ROI image B (C)
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La Figure 2.10 compare les images en fond clair et en fluorescence à un grossissement de
x 20 (image A) et à x 63 (image B). L’image C est une ROI de l’image B, soulignant bien
une accumulation de magnétosomes noirs en fond clair alors que l’intensité de fluorescence
diminue fortement, bien qu’encore partiellement visible à x 63.

Nous avons émis plusieurs hypothèses :
— l’incorporation dans les cellules décroche le fluorochrome dans le cytoplasme.
— la membrane des magnétosomes est tout ou partie abimée.
— la protéine Venus est dénaturée dans le cytoplasme.
Pour étudier ces hypothèses, nous avons réalisé des immunomarquages.

2.2.3 Immunomarquages in vitro en 2D

Anti-GFP et Anti-AMB1

Pour vérifier si la protéine Venus est toujours présente bien que la fluorescence soit trop
faible pour se distinguer du bruit de fond, un immunomarquage à l’aide d’un anticorps anti-
GFP (Abcam ref. ab13970) a été réalisé, cet anticorps reconnaissant la protéine Vénus. Un
anticorps anti-AMB1 a également été développé en interne, au CEA Marcoule, par l’équipe
dirigée par Laurent Bellanger, partenaire du projet Mefisto.
Cet anticorps a été produit chez le lapin, selon le protocole décrit en Annexe A.6. Le proto-
cole d’immunomarquage est également décrit en Annexe A.6.

L’utilisation de ces deux anticorps nous a permis de démontrer que même lorsque la fluores-
cence émise par la protéine Venus n’est plus visible, les magnétosomes peuvent être révélés
ainsi que visualisés (Figure 2.11).

Les cellules incubées avec les magnétosomes AMB1-VRGD à la concentration de 250 µgFer/L
en milieu de dispersion sont visibles en fond clair (images A et B) et seuls quelques amas
sont décelables en fluorescence Venus. Les images C et D sont les régions d’intérêt identi-
fiées sur les images A et B par un carré rouge. Les magnétosomes sont visibles en fond clair
et révélés par l’anti-GFP (images A et C) ou par l’anticorps anti-AMB1 (images B et D).
L’anticorps anti-AMB1 (image B) permet de révéler beaucoup plus de magnétosomes que
l’anticorps anti-GFP (image A), nous confortant dans l’hypothèse que la protéine Venus est
partiellement décrochée ou dégradée lors de l’incorporation. Nous utiliserons donc l’anticorps
anti-AMB1 pour révéler la présence des magnétosomes lors des études suivantes.
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Fig. 2.11 – Révélation des magnétosomes AMB1-VRGD par immunomarquages par les
anticorps anti-AMB1 et GFP, après incubation 24h à 250 µgFer/L, grossissement x20 (Images
A et B) ROI des images A et B (C et D)

Devenir des magnétosomes dans les cellules

Pour définir l’évolution des magnétosomes dans les cellules, une étude a été réalisée sur
cellules vivantes en culture, à l’aide de l’anticorps anti-AMB1 et d’un marqueur des lyso-
somes (cytopainter), selon le protocole décrit à l’Annexe A.8.
L’anticorps anti-AMB1 ne rentre pas dans les cellules, pas sans perméabilisation de la mem-
brane après fixation. Il permet de révéler dans cette étude les magnétosomes accrochées à la
membrane à l’extérieur, après rinçage. Le cytopainter, lui rentre très bien dans les cellules
vivantes et permet de colorer en orange les lysosomes. La fluorescence Venus a été utili-
sée afin de colocaliser les vésicules visibles en fond clair, les lysosomes et les magnétosomes
fluorescents en Venus.
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Fig. 2.12 – Immunomarquage par l’anticorps anti-AMB1 et coloration des lysosomes avec
le colorant cytopainter sur cellules U87MG en culture, incubation 24h à 250 µgFer/L, gros-
sissement x63

La Figure 2.12 au grossissement x 63 (image A) montre bien une importante disparité
entre les vésicules. Une région d’intérêt permet de mieux distinguer les vésicules (image B) et
la décomposition par filtres de fluorescences (image C) montre différentes configurations de
vésicules. En effet, si une partie des magnétosomes positives en Venus sont bien colocalisées
avec les lysosomes (flèche orange), une partie des magnétosomes positives avec l’anticorps
anti-AMB1 (flèche jaune) sont restées accrochée à l’extérieur de la membrane et une majorité
de vésicules ne sont pas dans les lysosomes ni à l’extérieur, uniquement visibles en fond clair
(flèche bleue). Des essais d’immunomarquages avec un anticorps anti-EEA1 qui cible les
endosomes précoces n’a pas donné de résultats probants (résultats non montrés).

Pour vérifier que les magnétosomes sombres visibles en fond clair ne sont pas des dépôts
protéiques ou des dégradations d’ADN mais bien nos magnétosomes de fer, quelque soit le
type de vésicules dans lesquelles elles se trouvent, une coloration au Bleu de Prusse a été
réalisée, montrant bien la présence de magnétosomes de fer dans les cellules traitées par les
magnétosomes AMB1-VRGD (voir Figure 2.13).
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2.2.4 Coloration Perl’s en 2D

La coloration Perl’s ou coloration au Bleu de Prusse est une coloration du fer, classique en
histologie, développée depuis 1867 par le docteur Max Perl, fréquement utilisée pour révéler
les dépôts de fer dans les organes, dont le cerveau [Thulborn et al., 1990].
Le principe de cette coloration est l’utilisation d’une solution de sels de cyanure (ferrocyanide)
en milieu acide pour révéler les ions Fe2+, colorés en bleu.
Pour notre application, sur cellules fixées sur lame, le protocole a été légèrement modifié
en ajoutant une étape de perméabilisation afin d’atteindre les magnétosomes incorporées
dans les vésicules cytoplasmiques. Le protocole est décrit en Annexe A.9. Sans cette étape
de perméabilisation, les magnétosomes restent noires, comme montré en Figure A.12 en
Annexe A.9. La Figure 2.13 montre les cellules U87MG à un grossissement de x63, incubées
avec les magnétosomes AMB1-V (image A) et AMB1-VRGD (image B), colorées au Bleu de
Prusse. Les magnétosomes AMB1-VRGD sont bien visibles en bleu dans les cellules, contre-
colorées au rouge d’aniline.

Fig. 2.13 – Coloration Perl’s sur cellules U87 incubées avec les magnétosomes AMB1-V (A)
et AMB1-VRGD (B), incubation 24h à 250 µgFer/L, grossissement x63

2.2.5 Cinétiques d’incorporation des magnétosomes in vitro

Un traitement, cinétique sur 72 heures

Afin de déterminer si les cellules continuent d’intégrer les magnétosomes au cours du
temps, ou bien si une saturation ou un relarguage se produit, des études longitudinales ont
été réalisées.

Une première cinétique a été réalisée à la concentration minimale retenue précédemment :
250 µgFer/L. Les magnétosmes fonctionnalisés et non fonctionnalisés ont été mis en contact
24, 48, et 72 heures avec les cellules U87MG. Un immunomarquage a été réalisé avec l’anti-
corps anti-AMB1, après une étape de perméabilisation, révélé par un anticorps anti-rabbit
A647 (rouge).
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La Figure A.11 en Annexe A.7 montre bien une augmentation de l’incorporation de magnéto-
somes, mais il est toujours difficile de définir avec certitude si les magnétosomes sont dans ou
sur les cellules. Á noter que même après 72 heures, les magnétosomes AMB1-V ne rentrent
pas dans les cellules. De plus, les magnétosomes AMB1-VRGD ne semblent pas s’accumuler
beaucoup plus après 48 heures.

Pour déterminer si les magnétosomes sont restés en surface ou bien ont été incorporés dans le
cytoplasme, un marquage double “in&out”, utilisant l’anticorps anti-AMB1 a été réalisé. Le
protocole est présenté en Annexe A.6.2. Brièvement, il s’agit de faire un immunomarquage
avec l’anticorps anti-AMB1 avant et après une étape de perméabilisation, révélant en Alexa
647 (rouge) la partie uniquement en surface et en Alexa 488 (vert) la partie internalisée plus
la partie en surface. Les magnétosomes uniquement révélés en vert sont ceux internalisés.

Fig. 2.14 – Cinétique d’incorporation des magnétosomes AMB1-VRGD après 5, 24, 48 et 72
heures d’incubation, à la concentration de 250 µgFer/L, révélés par l’anticorps anti-AMB1,
grossissement x63
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La Figure 2.14 montre une augmentation du nombre de magnétosomes fonctionnalisés
dans les cellules au cours du temps, à la concentration de 250 µgFer/L (grossissement x 63).
L’image A montre les magnétosomes en fond clair, l’image B montre l’image composite de
la fluorescence de l’anticorps anti-ανβ3 (PE) et de l’anticorps anti-AMB1 en Alexa 647 pour
la partie non internalisée, en Alexa 488 pour la partie internalisée. L’image C montre le
marquage anti-AMB1, les magnétosomes rouges et vertes apparaissant en jaune.

La Figure 2.15 présente en image A les cellules U87MG incubées 48 heures et en B, une
ROI de l’image A, permettant de mieux voir la répartition des magnétosomes fonctionalisés
“in” et “out”. L’incorporation dans le cytoplasme semble être plus importante à 48 heures
qu’à 72 heures, potentiellement en raison d’un effet de la croissance des cellules et à l’appau-
vrissement progressif du milieu en magnétosomes non agrégées ou bien un effet de relargage
dans le milieu de culture. À noter que la présence de l’intégrine ανβ3 s’intensifie avec le
temps, en raison de la croissance cellulaire et de l’augmentation du nombre de cellules en
interaction.

Fig. 2.15 – Cinétique d’incorporation des magnétosomes AMB1-VRGD après 48 heures
d’incubation, à la concentration de 250 µgFer/L, révélés par l’anticorps anti-AMB1, grossis-
sement x63

Multi-traitements, cinétique sur 72 heures

Le même protocole d’immunomarquage a été utilisé pour comparer l’incorporation des
magnétosomes en multi-traitements, en ajoutant des magnétosomes fonctionnalisés toutes
les 24 heures, pendant trois jours. Deux essais ont été réalisés en multi-traitements.

Le premier essai a consisté à comparer un seul traitement à 250 µgFer/L par rapport à
apporter trois fois la dose de 250 µgFer/L sur trois jours, pour voir si les cellules sont ca-
pables d’accumuler les magnétosomes ou si une saturation se fait jour.
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La Figure 2.16 montre l’augmentation du nombre de magnétosomes dans les cellules au
cours du temps et du nombre de traitements, à 250 µgFer/L.

Fig. 2.16 – Cinétique d’incorporation des magnétosomes AMB1-VRGD après 1, 2 ou 3
traitements, 24 et 48 heures d’incubation (250 µgFer/L), révélés par l’anticorps anti-AMB1,
grossissement x63

Les cellules continuent d’incorporer les magnétosomes fonctionnalisés, même après trois
ajouts dans le milieu de culture, bien que de nombreux magnétosomes restent en excès à
l’extérieur. Il est notable que l’intensité de fluorescence des cellules après un traitement au
temps 48 heures est similaire à celle observée au temps 48 heures avec deux traitements et
au temps 72 heures avec trois traitements, alors qu’après 72 heures d’incubation avec un seul
traitement l’intensité de fluorescence dimine fortement.

Les magnétosomes visibles en fond clair semblent plus nombreux après chaque ajout dans
le milieu de culture, quelque soit la quantité de magnétosomes révélés par l’anticorps anti-
AMB1, ce qui parait indiquer une dégradation de la membrane des magnétosomes dans le
cytoplasme cellulaire, comme déjà observée au temps 24h. La concentration de 250 µgFer/L
ajoutée en une seule fois n’est pas saturante. Les magnétosomes restés à l’extérieur des cel-
lules n’ont pas été incorporés soit en raison d’un trop grand nombre de magnétosomes dans
le milieu par rapport au nombre d’intégrines disponibles pour l’accrochage à un temps t, soit
de leur agrégation entre eux au cours de l’incubation, empêchant le cycle d’internalisation.

Un deuxième essai a donc été réalisé pour comparer la quantité de magnétosomes AMB1-
VRGD incorporés dans les cellules après 48 heures avec un traitement à une concentration
unique de 250 µgFer/L versus un multi-traitement de 4x62,5 µgFer/L, correspondant à la
même quantité de magnétosomes mais apportés en quatre fois (matin et soir, à six heures
d’intervalles, pendant 2 jours).
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Fig. 2.17 – Cinétique d’incorporation des magnétosomes AMB1-VRGD après 48 heures
d’incubation, dose unique 250 µgFer/L versus 4 x 62,5 µgFer/L, révélés par l’anticorps anti-
AMB1, mosaïques d’images grossissement x20

La Figure 2.17 montre l’augmentation du nombre de magnétosomes AMB1-VRGD incor-
porés au cours du temps lorsque la mise en contact est progressive, par rapport à une dose
unique. Les images sont des mosaïques de 9 champs de vue pris àun grossissement x 20, en
fond clair (A et B) et en fluorescence (C et D). La meilleure dispersion des magnétosomes
apportés en quatre fois, fait que l’image en fond clair semble indiquer que les cellules sont
moins chargées en magnétosomes internalisés que ne le révèle l’anticorps anti-AMB1. En
condition un seul traitement, on distingue plus d’amas visibles uniquement en fond clair,
dans/sur les cellules, non reconnus par l’anticorps anti-AMB1. On remarque également que
bien qu’ensemencées dans les mêmes conditions, la densité des cellules en condition un seul
traitement est plus faible, il se peut que leur croissance soit ralentie par la présence des
magnétosomes, ou bien que plus de cellules se soient décrochées lors des rinçages successifs.
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La Figure 2.18 compare deux champs de vue par condition, la Figure 2.19 montre les
ROI sur ces champs de vue. Ces figures illustrent bien que les images en fluorescence et en
fond clair ne sont pas forcément corrélées. L’image en fluorescence permet de visualiser les
magnétosomes finement dispersés dans le cytoplasme en condition 4x62,5 µgFer/L, mais ne
permet plus de visualiser les amas importants présents dans certaines cellules à la condition
un seul traitement. À contrario, l’image en fond clair seule en condition quatre apports est
trompeuse, donnant une impression de faible incorporation. Afin d’étudier l’incorporation il
est nécessaire de considérer les deux observations, sans se limiter à l’utilisation de l’anticorps
anti-AMB1 en fluorescence.

Fig. 2.18 – Cinétique d’incorporation des magnétosomes AMB1-VRGD après 48 heures
d’incubation, dose unique 250 µgFer/L versus 4x62,5 µgFer/L, révélés par l’anticorps anti-
AMB1, grossissement x 20
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Fig. 2.19 – Cinétique d’incorporation des magnétosomes AMB1-VRGD après 48 heures
d’incubation, dose unique 250 µgFer/L versus 4x 62,5 µgFer/L, révélés par l’anticorps anti-
AMB1, grossissement x 20 ROI de la Figure 2.18

Le multi-traitement en quatre fois homogénéise l’incorporation des magnétosomes dans
l’ensemble des cellules, par rapport à un traitement unique où certaines cellules sont plus
chargées que d’autres. Le mécanisme dynamique d’incorporation des magnétosomes par re-
présentation à la membrane de la cible intégrine ανβ3 après relargage des magnétosomes dans
le cytoplasme, semble bien se confirmer. Ce mécanisme dynamique ne semble pas perturbé
par la charge de fer croissante des cellules au cours du temps. Il semble donc que la limitation
d’incorporation dans les cellules au cours du temps vient plus de l’agrégation progressive
des magnétosomes entre elles, qui bloque leur internalisation, que de la quantité apportée
au départ. La question qui se pose maintenant est de savoir si les cellules sont capables
d’incorporer plus de magnétosomes apportés en une seule fois, à une concentration plus
élevée, en condition de dispersion.
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2.2.6 IRM sur cellules in vitro

Une étude multi-modale a été réalisée en comparant l’incorporation du fer dans les cellules
par IRM (11,7 T) et par la coloration Perl’s. Deux concentrations en fer ont été comparés au
temps d’incubation 48h (250 et 1000 µgFer/L) versus des cellules non traitées pour l’étude
IRM.

Brièvement, les cellules ont été mises en contact avec les magnétosomes AMB1-VRGD pen-
dant 48 heures, sur des boîtes à fond de verre pour la microscopie, en flacons de culture 25
cm2 pour l’étude IRM, dans les conditions déjà décrites précédemment. Au temps 48 heures,
les cellules sur boîtes à fond de verre ont été rincées puis fixées au PFA 4% 15 minutes et de
nouveau rincées deux fois, puis gardées à +4°C jusqu’au moment de la coloration, effectuée
en suivant le protocole décrit à l’Annexe A.9.

Les cellules pour l’étude IRM ont été recueillies pour chaque condition (voir Annexe A.3.1).
Une suspension cellulaire à 10 millions de cellules/mL a été préparée pour chaque condi-
tion. Un aimant a permis de vérifier que les magnétosomes de fer étaient bien toujours
magnétiques, par une visualisation du déplacement des magnétosomes sur le côté du tube
Eppendorf où a été fixé l’aimant. Les suspensions cellulaires ont été diluées au demi dans de
l’agarose à 0,6% à 60°C, et des tubes ont été préparés pour passage à l’IRM 11,7 T.

La séquence utilisée a été la même que celle utilisée pour les mesures de relaxométrie ini-
tiales, permettant d’obtenir le paramètre T2 (séquence MSME, pour Multi-slice Multi-echo).
La valeur initiale du paramètre T2 a été obtenue sur les cellules non traitées. Pour analy-
ser les résultats, nous avons choisi d’utiliser non pas une gamme de référence déjà utilisée
pour les fantômes (magnétosomes dispersés dans l’agarose), mais d’utiliser la décroissance
du signal. En effet, nous avons émis l’hypothèse que les magnétosomes incorporés dans le
cytoplasme cellulaire pouvaient de pas avoir les mêmes propriétés d’agent de contraste que
ceux dispersés dans l’agarose (fantômes).

La Figure 2.20 montre le contenu en fer de cellules U87MG, incubées 48 heures avec les ma-
gnétosomes fonctionnalisés, à deux concentrations différentes (250 µgFer/L et 1000 µgFer/L),
avec la coloration Perl’s en comparaison avec l’IRM. La concentration en fer des cellules in-
cubées à 1000 µgFer/L est 3,5 fois plus forte que celle des cellules incubées à 250 µgFer/L
en imagerie IRM, ce qui parait être très bien corroboré avec le résultat des cellules colorées
avec le Bleu de Prusse.
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Fig. 2.20 – Révélation du contenu en fer par IRM (A) et par coloration Perl’s versus le fond
clair (B), après incubation 48h à 250 µgFer/ et 1000 µgFer/L

La trypsine utilisée pour décoller les cellules ayant probablement éliminé les magnéto-
somes résiduels hors cellules, nous avons pensé que la prise de contraste observée en IRM était
uniquement due aux magnétosomes présents dans le cytoplasme, ce qui confirme la possibi-
lité d’une accumulation importante du fer intracellulaire au cours du temps, gardant toutes
ses propriétés superparamagnétiques. L’incorporation des magnétosomes est clairement liée
à l’effet dose et les cellules peuvent se charger de grandes quantitées de magnétosomes sans
observer de mort cellulaire.

Les conclusions des études in vitro sont donc :
— Le ciblage de l’intégrine ανβ3 par le peptide RGD est efficase.
— La fluorescence Venus est insuffisante pour identifier les magnétosomes au

cours du temps, elle est partiellement dégradée dans le cytoplasme.
— Les cellules incorporent de plus en plus de magnétosomes AMB1-VRGD

au cours du temps, un effet dose étant visible au microscope et à l’IRM.
— L’incorporation est supérieure en multi-traitements qu’en mono-traitement.

2.2.7 Modèles cellulaires 3D

Les modèles cellulaires en 3D sont particulièrement intéressants pour mimer les interac-
tions cellulaires qui ont lieu dans les tumeurs in vivo. L’échec de traitements anti-tumoraux
in vivo, efficaces sur modèles cellulaires 2D, a conduit la communauté scientifique à s’inté-
resser de plus en plus aux modèles in vitro en 3D.
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Je développerai plus particulièrement cette problématique dans l’introduction du Chapitre
4, Projet 3D (Paragraphe 4.1). Des premiers essais sur modèles 3D in vitro ont été réalisés
en même temps que les essais 2D et se sont poursuivis après la fin du projet Mefisto. Les
modèles et leurs applications dans le projet Méfisto sont décrits dans le chapitre Projet 3D,
Paragraphes 4.2 et 4.6.2.

2.3 Résultats in vivo

2.3.1 Modèle tumoral

Le modèle tumoral choisi est le glioblastome consistant en l’implantation intracérébrale
de cellules humaines de glioblastome de grade IV chez la souris immunodéficiente nude (cel-
lules U87MG déjà utilisées in vitro).

Brièvement, les cellules U87MG cultivées comme décrit à l’Annexe A.3.1, sont prélevées
et une suspension cellulaire à 60 millions cellules/mL est préparée en DPBS et gardée sur
glace jusqu’à l’implantation intracérébrale. Les animaux recoivent une injection intramuscu-
laire d’antalgique (buprécare 0,1 mg/kg, 10 mL/kg) 30 minutes avant la chirurgie. Puis les
animaux sont anesthésiés à la xylazine/kétamine (10/100 mg/kg, 10 mL/kg).

La peau du crâne est désinfectée à la bétadine et une incision de quelques millimètres est
réalisée au scalpel. L’animal est ensuite positionné dans un cadre de stéréotaxie. Une ou-
verture est réalisée à la fraise dentaire aux coordonnées permettant une injection dans le
striatum (sur Bregma, 2 mm latéral droit). 2 µL de suspension cellulaire (120 000 cellules)
sont injectés à l’aide d’une seringue Hamilton, sur une durée de 5 minutes. La seringue Ha-
milton est remontée par pallier et l’ouverture est bouchée à la cire à os. La peau est suturée
au fil résorbable (vicryl 4.0) et la peau est de nouveau désinfectée à la bétadine.

L’animal est gardé en observation, dans une couveuse à 34°C, jusqu’au réveil complet. Une
antalgie est apportée par l’ajout de Doliprane dans l’eau de boisson, jusqu’à trois jours après
l’opération. Les animaux sont observés quotidiennement durant le durée de l’étude, tout
signe clinique est rapporté et des actions sont entreprises pour pallier à la souffrance si né-
cessaire.

Les animaux récupèrent pendant une semaine après la chirurgie avant de commencer les
études IRM. La taille et la croissance des tumeurs sont évaluées à chaque session d’IRM,
les animaux dont la tumeur présente un diamètre supérieur à quatre mm un vendredi sont
euthanasiés. À la fin de l’étude, les animaux sont sacrifiés par exsanguination-perfusion (voir
protocole à l’Annexe B.4), pour prélever les organes d’intérêt pour des études histologiques
ou pour mesurer le fer par un dosage spectroscopie ICP (Inductively Coupled Plasma).
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2.3.2 Résultats IRM in vivo

Les magnétosomes ont été injectés chez la souris saine, comme décrit au Paragraphe 2.1.4,
puis chez la souris porteuse de tumeur U87MG en orthotopique. Ce travail a fait l’objet de
la thèse de Mariane Boucher [Boucher, 2016] et d’une publication [Boucher et al., 2017b].

Etudes préalables

Brièvement, nous avons commencé par caractériser le modèle animal à l’IRM, afin de
déterminer les meilleurs paramètres pour l’acquisition IRM et de reconstruction 3D de la
croissance tumorale in situ. Il a été déterminé que les tumeurs poussent de façon assez re-
productible et lentement jusqu’à 15 jours après l’implantation, puis que de 15 à 27 jours la
croissance devient exponentielle et plus variable d’un individu à l’autre (voir Figure 2.21).

Fig. 2.21 – Croissance des tumeurs U87MG mesurée par IRM après l’implantation chez la
souris nude

En termes de reconstruction 3D, la forme ellipsoïde est ce qui correspond le mieux, compa-
rativement à la forme cylindrique et à la forme sphérique, ce qui correspond au trajet de
l’aiguille lors de l’implantation.

Puis le modèle animal a été utilisé pour caractériser les propriétés d’agent de contraste
des magnétosomes par rapport à un produit développé par Guerbet, le P904. Une étude a
été réalisée en injectant les deux types de magnétosomes dans des souris porteuses de tumeur
et en comparant le réhaussement de la vascularisation dans et hors de la tumeur, afin de
déterminer si la vascularisation tumorale peut être identifiée par cette méthode. Des angio-
grammes cérébraux ont été réalisés en comparant la zone tumorale et la zone contralatérale,
sans arriver à obtenir de différence significative, la microcirculation tumorale n’est donc pas
décelable par cette technique [Boucher, 2016].
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Néanmoins un effet de réhaussement du signal dans la tumeur, lié à la forme et à la
fonctionalité des vaisseaux sanguins tumoraux, effet appelé EPR (EPR, pour Enhanced Per-
meability and Retention Effect), a été détecté. C’est un effet de rétention des agents de
contraste, dû à la tortuosité et l’anormalité des vaisseaux sanguins tumoraux dont la Bar-
rière hématoencéphalique est déficiante rendant les vaisseaux tumoraux plus perméables, en
lien avec la réaction inflammatoire [Andrieux et Couvreur, 2009, Brigger et al., 2012]. Cet
effet a été démontré sur notre modèle avec plusieurs types d’agents de contraste, notam-
ment les magnétosomes AMB1-WT. L’effet EPR se voit dès 15 minutes après l’injection des
magnétosomes AMB1-WT, comme décrit à la Figure B.2 (voir Annexe B.3.1) et jusqu’à au
moins 100 min après injection, par voie intraveineuse d’une suspension de magnétosomes à
200 µmoles de fer par kg.

Etudes avec les magnétosomes AMB1V et AMB1VRGD

Afin de comparer les produits de contraste de façon la plus pertinente possible, les souris
porteuses de tumeurs ont été sélectionnées de façon à être à un stade similaire de la crois-
sance tumorale au jour de l’injection (3 à 3,5 mm de diamètre). L’imagerie IRM a été réalisée
à 11,7T, avec des séquences FLASH, MGE et RARE (voir Annexe B.1). En présence des
NPs de fer, le signal de l’eau diminue (hyposignal). La mesure semi-quantitative du contenu
en fer de la tumeur a été réalisée en comparant les images avant et après injection et en
utilisant le paramètre de la variation de la relaxation transverse ∆R2

∗ pour créer des cartes
de réhaussement du signal T ∗

2 [Gambarota et al., 2008].

Une première étude a consisté à comparer les magnétosomes AMB1-V et AMB1-VRGD,
avant et après injection intraveineuse à 200 µmol de fer/kg, à la veine caudale de souris
porteuses de tumeur, à temps court (15 minutes) puis 100 minutes. La Figure B.3 (voir
Annexe B.3.2) montre le réhaussement du signal du fer dans la tumeur traitée par AMB1-
VRGD par rapport à AMB1-V, 100 minutes après injection.
Encouragés par ces premiers résultats, nous avons continué d’investiguer à temps plus long,
24 heures après l’injection. Cela nécessite de réveiller l’animal et de le repositionner dans le
scanner, de la même façon 24 heures après.

La Figure 2.22 montre le réhaussement du signal après 24 heures, avec en Image A les
images FLASH, sensibles aux magnétosomes de fer (hyposignal), avec la tumeur identifiée
par une flèche blanche. Pour quantifier les variations du signal en présence des magnéto-
somes, on utilise des cartes T ∗

2 (Image B) que l’on analyse avec le paramètre ∆R2
∗ (Image

C). L’image C montre les différences en contenu en fer avant et après injection pour les deux
types de magnétosomes. Un test statistique de Wilcoxon a permis de montrer une différence
significative entre les animaux injectés avec les magnétosomes fonctionnalisés par rapport à
ceux injectés avec les magnétosomes non fonctionnalisés à 24 heures [Boucher et al., 2017b].
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Fig. 2.22 – Réhaussement du signal du fer 24h après injection de magnétosomes AMB1-V
(n=4) et AMB1-VRGD (n=5) à 200 µmole de fer/kg : en A images FLASH, en B cartes de
réhaussement du signal, en C histogrammes du paramètre ∆R2

∗ mesuré en IRM

La prise de contraste n’est pas différente 30 minutes après l’injection des magnétosomes
AMB1-V et AMB1-VRGD, mais après 24h, le contenu en fer des tumeurs AMB1-V est
nettement plus faible, alors que le contenu en fer des tumeurs AMB1-VRGD n’a que peu
diminué. Cela nous a conforté dans l’idée que les magnétosomes fonctionnalisés sont bien
restées dans la tumeur au contraire des magnétosomes non fonctionnalisés, éliminés après ce
même laps de temps. Néanmoins, il faut noter une assez grande disparité entre les animaux,
comme présenté à la Figure B.4 (voir Annexe B.3.2), certains animaux présentant une prise
de contraste beaucoup plus forte que d’autres, à condition égale. Il faut aussi noter que du-
rant ces 24h, la croissance des tumeurs étant dans sa phase exponentielle, elles continuent
de croître, entrainant de fait une dilution du signal. Les études ex vivo, présentées au Para-
graphe 2.4.1, ont permis de confirmer la présence des magnétosomes fonctionnalisés dans les
tumeurs.
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Les résultats in vitro ayant montré une meilleure incorporation dans les cellules après
de mutiples traitements par rapport à un seul ajout dans le milieu de culture, une étude a
été réalisée in vivo pour déterminer si le contenu en fer des tumeurs change en apportant
la même quantité de fer en deux fois, puis en trois fois, par rapport à une seule injection.
La Figure 2.23 montre le réhaussement du signal apporté par la dose de 200 µmoles de
fer/kg, observé avec une injection ou bien en deux injections de 100 µmoles de fer/kg, à six
heures d’intervalle (A), ou encore en trois injections de 66 µmoles de fer/kg avec six heures
d’intervalle entre les deux premières injections, puis dix-sept heures entre la deuxième et la
troisième injection (B). Le réhaussement du signal IRM semble plus important lorsque les
magnétosomes sont apportés en plusieurs fractions de dose [Boucher, 2016].

Fig. 2.23 – Comparaison du réhaussement du signal IRM 24h après 1 (étoile noire), 2 (étoiles
rouges) ou 3 (étoiles vertes) injections de magnétosomes AMB1-VRGD, dose admistrée égale
à 200 µmoles de fer/kg/animal, images FLASH
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La semi-quantification réalisée sur les images FLASH montre en Figure 2.24 que l’injec-
tion en deux fois d’une dose de 100 µmoles de fer/kg donne un réhaussement plus élevé dans
la tumeur qu’une unique dose de 200 µmoles de fer/kg. L’injection en trois fois ne réhausse
pas le signal par rapport à deux injections mais au vu de la croissance tumorale observée
entre la deuxième et la troisième injection, il est probable que l’augmentation du nombre de
cibles fausse le résultat. Cette étude confirme la dynamique d’incorporation évaluée in vitro,
la présentation à la membrane de l’intégrine ανβ3 est à prendre en compte dans la cinétique
de traitement de la tumeur. Les magnétosomes en excès par rapport aux cibles sont proba-
blement éliminés avant que les intégrines soient de nouveau présentées à la membrane.

Fig. 2.24 – Quantification du réhaussement du signal IRM dans les tumeurs mesurée en
IRM, après 1 (étoile noire), 2 (étoiles rouges) ou 3 (étoiles vertes) injections de magnétosomes
AMB1-VRGD, dose admistrée égale à 200 µmoles de fer/kg/animal

Les conclusions des études in vivo sont donc :

— L’effet EPR permet aux magnétosomes de s’accumuler dans les tumeurs
cérébrales.

— Le ciblage par VRGD permet d’incorporer plus de magnétosomes dans les
tumeurs que les magnétosomes non fonctionalisés.

— Le traitement en deux demi-doses permet d’incorporer plus de magnéto-
somes qu’une seule dose.
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2.4 Résultats ex vivo

Les pièces anatomiques prélevées après les études in vivo sont conservées à -80°C pour
être utilisées utilisées pour les études histologiques, après découpe au cryostat, ou pour les
études de toxicologie par ICP.

2.4.1 Histologie

Les protocoles sont décrits à l’Annexe B.5, les références des anticorps utilisés sont re-
groupés à l’Annexe D.4.
Plusieurs études histologiques ont été menées, les premières analyses de traitement de don-
nées ont été réalisées en utilisant Matlab (Mathworks, USA) [Boucher et al., 2017b]. Les
suivantes ont été réalisées après la fin du projet, j’ai traité les données en utilisant le logiciel
Imaris (Bitplane).
Tout d’abord, nous avons utilisé l’histologie pour confirmer la différence observée à l’IRM
entre les souris traitées par les magnétosomes AMB1-V et AMB1-VRGD, dans le cerveau,
en immunomarquage et en coloration au Bleu de Prusse.
Une deuxième étude a concerné un autre organe d’intérêt observé en IRM, le foie, pour
confirmer la captation des magnétosomes par les cellules immunitaires et l’inocuité à court
terme au niveau des hépatocytes.
Puis lors d’une troisième étude, nous nous sommes intéressés aux types cellulaires captant
les magnétosomes AMB1-VRGD dans le cerveau, en utilisant les marqueurs des cellules en-
dothéliales, gliales et microgliales en plus de l’anticorps reconnaissant l’intégrine ανβ3. Enfin
d’autres marqueurs ont été étudiés, pour déterminer si les magnétosomes sont captés par des
cellules exprimant des marqueurs de néoangiogenèse, de CSCs, de la voie de signalisation
EMT.

AMB1V versus AMB1VRGD : Cerveau

Les cerveaux de souris ont été coupés au cryostat en coupes de 20 µm. Puis les coupes de
souris porteuses de tumeurs ont été immunomarquées pour déterminer l’incorporation des
magnétosomes dans la tumeur et la colocalisation avec les vaisseaux sanguins.
Un triple marquage associant un anticorps rat anti-CD31 (qui permet d’identifier les vais-
seaux sanguins), l’anticorps anti-ανβ3 déjà utilisé in vitro et l’anticorps de lapin anti-AMB1
développé en interne pour reconnaître les membranes des magnétosomes. L’anticorps anti-
ανβ3 nous a permis de délimiter la tumeur pour traiter les images. Á noter que le marquage
anti-ανβ3 n’est pas homogène dans les tumeurs, certaines zones expriment plus l’intégrine que
d’autres dans une même tumeur, et il y a également une hétérogénéité notable entre animaux.

Les immunomarquages ont permis de confirmer que les magnétosomes sont retrouvés princi-
palement dans la tumeur (traitée avec l’un ou l’autre des magnétosomes), l’exsanguination
ayant éliminé les magnétosomes circulants. Comme vu à l’IRM, l’effet EPR permet une
accumulation des magnétosomes, fonctionnalisés ou non, dans les tumeurs, mais la fonction-
nalisation par VRGD permet une accumulation supérieure dans les tumeurs par rapport aux
magnétosomes non fonctionnalisés, même après exsanguino-perfusion.
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Fig. 2.25 – Triple marquage sur souris traitées avec des magnétosomes AMB1-V versus
AMB1-VRGD, 200 µmoles de fer/kg en une injection, avec les anticorps anti-AMB1 plus
anti-CD31 plus anti-ανβ3 à un grossissement x10 (A), un grossissement x63 (B). Estimation
de la colocalisation des magnétosomes (AMB1+) et des vaisseaux sanguins (CD31+) dans
la tumeur (C).

La Figure 2.25 montre la différence entre les tumeurs traitées par les magnétosomes fonc-
tionnalisés AMB1-VRGD et par les magnétosomes non fonctionnalisés AMB1-V. L’image
A montre les tumeurs, avec en Alexa 488 (vert) le marquage des vaisseaux sanguins (anti-
CD31), très nombreux dans les tumeurs U87MG. Les tumeurs traitées par les magnéto-
somes fonctionnalisés AMB1-VRGD montrent une plus grande proportion de marquage
anti-AMB1 (Alexa 647, rouge) que les tumeurs traitées avec les magnétosomes non fonc-
tionnalisés AMB1-V.
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L’image B montre à plus fort grossissement (x 63) la présence des magnétosomes fonction-
nalisés dans les vaisseaux sanguins (flèche verte) et hors de ceux ci (flèche rouge). L’histo-
gramme en C correspond à une étude semi-quantitative réalisée avec Matlab, permettant
de déterminer le pourcentage de pixels colocalisant AMB1 et CD31 dans la tumeur. Les
tumeurs traitées par les magnétosomes fonctionnalisés retiennent environ 6 fois plus de ma-
gnétosomes, dans ou sur les vaisseaux sanguins que celles traitées avec les magnétosomes non
fonctionnalisés, 24 heures après une seule injection de magnétosomes à 200 µmoles de fer/kg.

La première analyse ne concernait que les animaux traités en une seule fois, par les ma-
gnétosomes AMB1-V versus AMB1-VRGD. Une deuxième analyse a donc été réalisée pour
comparer la différence entre les animaux traités par VRGD, en une ou deux fois. Cette ana-
lyse a été réalisée avec le logiciel Imaris, contrairement à la première analyse réalisée avec
Matlab (Histogramme de l’image 2.25). Le logiciel Imaris a été acquis après le projet Mefisto,
il permet des analyses plus précises que le programme exécuté en Matlab.
Une différence de résultats apparait entre les deux analyses. L’analyse Matlab a été réalisée
sur les images à un grossissement x 10 et sous-estime sans doute le nombre de magnétosomes,
les magnétosomes finements dispersés étant passés sous le seuil d’analyse. L’analyse Matlab
n’a pas été refaite avec le logiciel Imaris, l’intérêt de la fonctionnalisation par VRGD étant
suffisamment établie.

L’analyse avec le logiciel Imaris a été réalisée sur les images prises à un grossissement x 20
mieux résolues, mais utilise les surfaces avec une légère surestimation dûe aux effets de
saturation et de diffusion des amas de magnétosomes, difficiles à éviter sans perdre les ma-
gnétosomes plus finement dispersés, notamment hors des vaisseaux sanguins.
L’analyse par Imaris a été réalisée sur une coupe de tumeur par animal, chaque groupe
comprenant quatre animaux, la moyenne des valeurs obtenues par Imaris est présentée à
l’Annexe B.7.

Brièvement, pour chaque animal une mosaïque de champs de vue a été acquise à un grossis-
sement de x 20. L’analyse par Imaris consiste à délimiter une région d’intérêt sur la tumeur,
formant un masque afin de déterminer le pourcentage de surface correspondant au marquage
par AMB1 dans la tumeur par rapport à l’aire de la tumeur. Le même procédé permet de dé-
finir la surface vasculaire dans la tumeur et le pourcentage de magnétosomes AMB1-VRGD
colocalisant avec les vaisseaux puis par déduction le pourcentage de magnétosomes hors des
vaisseaux.

La Figure 2.26 montre la différence entre les tumeurs traitées par les magnétosomes fonc-
tionnalisés AMB1-VRGD à 200 µmoles de fer/kg, une seule injection ou deux injections de
100 µmoles de fer/kg espacées de 6 heures. Un test de Student T a permis de mettre en
évidence une significativité entre les groupes, pour ce qui est du nombre de magnétosomes
présents dans la tumeur (AMB1 +, * P<0,05 ) et du nombre de magnétosomes colocalisant
avec les vaisseaux sanguins dans la tumeur (AMB1+/CD31+, **p<0,01).
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Fig. 2.26 – Etude semi-quantitative en histologie des tumeurs traitées par des magnétosomes
AMB1-VRGD à une dose de 200 µmoles de fer/kg, en une ou deux injections (ns p>0,05 ;
*p<0,05 ; **p<0,01

Les résultats sont relativement similaires d’un animal à l’autre dans les groupes, le pour-
centage de magnétosomes retrouvés dans les tumeurs traitées une seule fois est estimé à 4,69%
pour le groupe de souris traitées en une seule fois et de 8,74 % pour le groupe de souris trai-
tées en deux fois, soit presque le double alors que la dose est identique. Les magnétosomes
co-localisant avec les vaisseaux sanguins sont majoritaires, 3,65% et 6,3% respectivement, la
surface vasculaire étant quasi-identique dans chacun des groupes (17,35% et 15,98%). Nous
retrouvons donc le résultat observé en IRM : le nombre de magnétosomes AMB1-VRGD
retrouvés dans les tumeurs est plus élevé en fractionnant la dose de magnétosomes, et ce
même après exsanguino-perfusion.

La coloration Perl’s a aussi été réalisée sur quelques coupes de cerveaux de souris traitées
avec des magnétosomes AMB1-V ou AMB1-VRGD, afin de comparer avec les immunomar-
quages. L’application pure et simple du protocole préconisé par le fournisseur des réactifs ne
donne pas de marquage du fer satisfaisant en bleu, seuls quelques amas sont colorés en bleu,
les autres restant bruns et on retrouve beaucoup moins de fer qu’attendu en comparant avec
les immunomarquages, sur coupes adjacentes.
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Mon hypothèse est que les trois membranes bi-lipidiques (de la cellule, des endosomes,
des magnétosomes) entourant le cœur de fer des magnétosomes gênent l’accès au colorant,
ainsi que le fait que cette coloration a été développée à l’origine pour des tissus en paraffine,
et donc très déshydratés et dé-lipidémiés et non pas pour des coupes congelées.
Comme décrit pour le marquage des cellules en Annexe A.9, une étape de perméabilita-
tion est donc là aussi nécessaire pour révéler le fer. De nombreux protocoles ont été testés,
en variant le temps d’incubation, les détergents et même la fixation, tous ne donnant pas
satisfaction, des magnétosomes restant non colorées et la quantité de magnétosomes retrou-
vées étant toujours nettement inférieure à celle obtenue avec l’immunomarquage AMB1. Un
exemple des résultats obtenus avec divers protocoles est présenté en Annexe B.6 (Figure B.9).

En travaillant sur la coloration de microsphéroïdes, présentée au Chapitre 3 (Paragraphe 4.6.3),
je suis revenue sur le protocole de coloration des coupes, en augmentant simplement le temps
d’incubation en solution de perméabilisation (Triton X-100 0,2%) à 48 heures puis à 72 heures
et en n’utilisant pas de contre-coloration. Les résultats sont plus pertinents, les magnétosomes
visibles étant bien bleu vif mais on est encore loin de retrouver la quantité de magnétosomes
observées avec les immunomarquages.

Mon hypothèse est que les magnétosomes se décrochent lors des étapes de perméabilisa-
tion et de coloration, notamment ceux initialement présents dans les vaisseaux sanguins,
bien visibles en immunomarquages. La Figure 2.27 illustre la comparaison entre la colo-
ration Perl’s (48 heures de Triton X-100) et l’immunomarquage anti-AMB1. La coloration
Perl’s sur coupe ne permet donc pas de corréler l’imagerie par IRM et l’imagerie optique,
contrairement aux immunomarquages et ne sera pas réalisée sur tous les animaux.

Fig. 2.27 – Comparaison de l’immunomarquage anti-AMB1 et de la coloration Perl’s, gros-
sissement x10
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AMB1V versus AMB1VRGD : Foie

Les cellules du foie, hépatocytes et macrophages spécifiques, sont fortement impliquées
dans la régulation du fer dans l’organisme [Rishi et Subramaniam, 2017, Nairz et al., 2017].
Il est nettement visible à l’IRM que le foie capture une grande partie des magnétosomes
injectés ainsi que la rate, très rapidement dès les dix premières minutes suivant l’injection.

Nous avons vérifié en histologie, sur un animal traité avec des magnétosomes AMB1-V et
un animal avec des magnétosomes AMB1-VRGD (2 injections de 100 µmoles de fer/kg),
si les magnétosomes sont bien capturés par les macrophages du foie, 24 heures après la fin
de l’imagerie IRM, ou si les hépatocytes sont également impliqués. L’anticorps anti-CD68
permet de révéler les macrophages, l’anti-AMB1 permet de révéler les magnétosomes.

La Figure 2.28 montre bien l’incorporation des magnétosomes dans les macrophages du
foie, quelque soit le traitement apporté, sur une coupe entière (Image A, mosaïque d’images
à grossissement x 10) et à fort grossissement (Image B, x 63). Les hépatocytes ne semblent
pas incorporer les magnétosomes, tous étant retrouvés dans les macrophages.

Fig. 2.28 – Double marquage sur souris traitées avec des magnétosomes AMB1-V et AMB1-
VRGD, 200 µmoles de fer/kg en 2 injections, avec les anticorps anti-AMB1 (Alexa 647) et
anti-CD68 (macrophages, Alexa 488), grossissement x10 (A) et x63 (B)
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Nous avons également vérifié qu’il n’y a pas de signe d’apoptose et/ou de nécrose, signes
de toxicité aiguë, 24h après l’injection. L’anticorps anti-caspase3 permet de cibler les cellules
en apoptose [Taylor et al., 2008], l’anticorps anti-RIP les cellules en nécrose [Liu et al., 2019],
les agglutinines de germe de blé (WGA pour Wheat Germ Agglutinin) permettent de déli-
miter les membranes cellulaires. Les anticorps primaires étant produits chez le lapin, il n’a
pas été possible de réaliser un double marquage avec l’anti-AMB1, produit également chez le
lapin, néanmoins l’image en fond clair permet de distinguer les magnétosomes de fer (en noir).

La Figure 2.29 montre qu’aucune nécrose n’est retrouvée (image B) et que très peu de
cellules en apoptose sont visibles (image A, flèches oranges) et ce malgré la charge impor-
tante en magnétosomes, comme montrée par la Figure 2.28. Une région d’intérêt (images C
et D), sur chacun des marquages permet de visualiser les magnétosomes en fond clair en plus
des immunomarquages.

Fig. 2.29 – Marquage sur souris traitée avec des magnétosomes AMB1-VRGD, 200 µmoles
de fer/kg en 2 injections, avec les anticorps anti-Caspase 3 ou anti-RIP3 (Alexa 594) plus
un colorant membranire WGA (Oregon 488), grossissement x10
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AMB1-VRGD : cellules gliales, microgliales, macrophages

Nous nous sommes intéressés dans un deuxième temps aux cellules pouvant capter les
magnétosomes dans le cerveau, hors cellules endothéliales et tumorales.
L’interaction des cellules gliales, des cellules microgliales et des macrophages circulants avec
nos magnétosomes a été tout d’abord étudiée.

Les astrocytes sont identifiés par un marquage GFAP, pour Glial Fibrillary Acidic Protein,
un filament intermédiaire du cytosquelette des cellules astrocytaires et de progéniteurs. L’ac-
tivation astrocytaire est importante tout autour de la tumeur, jusqu’à atteindre l’hémisphère
contralatéral (gliose). Les astrocytes sont très actifs en bordure de tumeur, encapsulant les
cellules tumorales U87MG et limitant partiellement l’invasion [Silver et al., 2013].

Partiellement parce que cette même astrogliose en interaction avec le microenvironnement
(matrice extracellulaire, cytokines, cellules endothéliales, microgliales. . .) peut également
promouvoir la diffusion de cellules tumorales [Le et al., 2003, Edwards et al., 2011]. La
complexité des cellules astrocytaires et de leur implication dans les pathologies cérébrales
est le sujet de nombreuses publications [Escartin et al., 2019, Moulson et al., 2021]. Les
cellules astrocytaires ne s’infiltrent que très peu dans les tumeurs U87MG, l’interaction avec
les magnétosomes ne peut se faire qu’à la bordure.

L’image A de la Figure 2.30 (coupe entière de cerveau) et une ROI ciblant la tumeur (image
B) illustrent bien l’activation astrocytaire et microgliale. Ce quadruple marquage réalisé avec
l’anti-GFAP, l’anti-AMB1, l’anti-Iba1 (Iba1, pour Ionized calcium-binding adaptor molecule
1, marqueur des microglies) et l’anti-ανβ3 sur coupes de souris traitées par les magnétosomes
AMB1-VRGD (deux traitements) montre bien les cellules astrocytaires restent en périphérie
de la tumeur (ανβ3, en orange). Cette figure illustre le peu d’interaction entre les cellules
astrocytaires (GFAP, en vert) et les magnétosomes (AMB1, fausse couleur blanc).

L’image B de la Figure 2.30 montre également la forte activation des microglies (Iba1+),
qui envahissent complétement la tumeur. En effet, les cellules immunitaires jouent un rôle
important dans la prolifération tumorale [Chen et Hambardzumyan, 2018]. Les macrophages
associés aux tumeurs (TAMs, pour Tumor Associated Macrophages) sont souvent présentés
en deux catégories : M1/M2 [Zheng et al., 2015]. Le rôle des macrophages dans la prolifération
tumorale a été considéré longtemps comme étant répartis entre les M1 (pro-inflammatoires,
anti-tumoraux) et les M2 (anti-inflammatoires, pro-tumoraux) [Curren Smith, 2015], sans
que ne soient identifiés les processus de détermination de l’un ou l’autre type, alors qu’il
semble désormais que les macrophages puissent passer d’un type à l’autre au court du temps,
suivant l’influence des cellules tumorales elles-mêmes, par le relarguage de cytokines [Marti-
nez et Gordon, 2014, Ricard et al., 2016]. De nombreux champs de recherche sont en cours
concernant ces thématiques [Rong et al., 2016, Pasqualini et al., 2020].
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Fig. 2.30 – Immunomarquages sur souris traitée avec des magnétosomes AMB1-VRGD,
200 µmoles/kg en 2 injections, avec les anticorps anti-AMB1 (fausse couleur blanc) plus
anti-GFAP (Alexa 488) plus anti-Iba1 (Alexa 647) plus anti-ανβ3 (PE), grossissement x 10

L’image A et l’image B de la Figure 2.31, à fort grossissement (x 63) en z-stack (MIP),
montrent bien que les magnétosomes ne colocalisent que très épisodiquement avec les as-
trocytes. L’image C, ROI de l’image A, montre clairement la forme d’un vaisseau sanguin,
contenant des magnétosomes mais pas d’interaction avec les astrocytes. L’image D, ROI de
l’image B, montre que les magnétosomes peuvent être dispersés assez finement et largement
autour des amas plus denses, une très faible proportion de ces magnétosomes isolés colo-
calisent avec les astrocytes. Les images C et D montrent également la présence de cellules
ανβ3+/GFAP+ en bordure de tumeur (flèches blanches). De façon intéressante, ces cellules
doublement positives colocalisent partiellement avec les magnétosomes isolés.
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Fig. 2.31 – Immunomarquages sur souris traitée avec des magnétosomes AMB1-VRGD,
200 µmoles/kg en deux injections, avec les anticorps anti-AMB1 (fausse couleur blanc) plus
anti-GFAP (Alexa 488) plus anti-Iba1 (Alexa 647) plus anti-ανβ3 (PE), grossissement x 63

La Figure 2.32, reconstruction en 3D par le logiel Imaris des images prises en profondeur,
montre bien des cellules GFAP+/ανβ3+, ainsi que des magnétosomes s’échappant d’un amas
vasculaire. L’anticorps anti-intégrine ανβ3 ne reconnait que les cellules humaines, les cellules
U87MG dans la masse tumorale n’expriment pas la GFAP, ces cellules doublement positives
en bordure pourraient être des CSCs, les cellules souches pouvant exprimer la GFAP.

Afin de déterminer si les microglies dans les tumeurs capturent les magnétosomes, un triple
immunomarquage a été réalisé avec l’anticorps anti-AMB1, un anticorps anti-Iba1 (micro-
glie/macrophage) et l’anticorps anti-CD31 précédement utilisé, sur les coupes de cerveaux
des animaux traités avec les magnétosomes fonctionalisés ou non.
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Fig. 2.32 – Reconstruction 3D de l’image B de la Figure 2.31 avec Imaris, grossissement
x63

La Figure 2.33 illustre les résultats obtenus, que ce soit sur les animaux traités par
les magnétosomes AMB1-VRGD ou par AMB1-V, après une injection de magnétosomes à
200 µmoles/kg, avec le triple marquage Iba1/CD31/AMB1. Les animaux traités avec les ma-
gnétosomes AMB1-V présentent beaucoup moins de magnétosomes résiduels, comme déjà
décrit (voir Figure 2.25) mais la répartition est similaire, les magnétosomes sont retrouvés
exclusivement dans la zone tumorale et pas dans le tissu sain.

L’image A illustre bien l’infiltration de la tumeur par les microglies/macrophages à un
grossissement de x 20, qui apparaissent en blanc (fausse couleur), les vaisseaux sont marqués
par l’anticorps anti-CD31 (Alexa 488, vert) et les magnétosomes par l’anticorps anti-AMB1
(Alexa 647, rouge). Une zone peu chargée en vaisseaux (flèche blanche) présente une plus
grande quantité de magnétosomes. Cette zone a été identifiée comme une zone d’apotose par
un marquage anti-caspase 3 (image B, anti-caspase 3 Alexa 647, en rouge) dans le tumeur
(marquage anti-ανβ3 , PE, en orange). La rupture de vaisseaux sanguins dans cette zone de
nécrose/apoptose a sans doute permis de retenir plus de magnétosomes. Á noter que cette
zone d’apoptose/nécrose est retrouvée dans 53% des tumeurs utilisées pour ce projet.
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Fig. 2.33 – Immunomarquages sur souris traitées avec des magnétosomes AMB1-VRGD,
200 µmoles/kg une injection, avec les anticorps anti-AMB1 (Alexa 647) plus anti-CD31
(Alexa 488) plus anti-Iba1 (blanc, fausse couleur) Image A (grossissement x20), Images
C et D (grossissement x63) et anti-Caspase3 (Alexa 647) plus anti-ανβ3 (PE), Image B
(grossissement x10)

L’image C montre différents champs de vue à un grossissement de x 63 illustrant les cas
de figures présents dans la tumeur : magnétosomes colocalisant avec les vaisseaux (flèche
verte), avec les microglies/macrophages infiltrés (flèche orange), avec les macrophages cir-
culants dans les vaisseaux (flèche jaune) ou ne colocalisant ni avec les vaisseaux ni avec les
microglies/macrophages (flèche rouge). L’image D est une image prise à l’apotome en z-stack
et compilée sur toute la profondeur de la coupe (image MIP, grossissement de x 63), mon-
trant la répartition des magnétosomes dans et hors des vaisseaux et/ou microglies dans la
zone tumorale.

Les magnétosomes sont donc bien capturés partiellement par les microglies et les macro-
phages (infiltrés et circulants), en plus d’être retrouvés dans les vaisseaux sanguins. Les
images montrent aussi une petite proportion de cellules ni microgliales, ni macrophages, ni
endothéliales qui ont capturé les magnétosomes, dans la tumeur. Le triple marquage ne per-
mettant pas de vérifier s’il s’agit bien de cellules tumorales, un quadruple marquage révélant
les magnétosomes (AMB1, Alexa 350, bleu), les cellules tumorales (ανβ3, PE, orange), les
microglies/macrophages (Iba1, Alexa 647, rouge) et les vaisseaux (CD31, Alexa 488, vert)
a été réalisé sur une coupe de souris traitée avec des magnétosomes AMB1-VRGD pour
confirmer l’incorporation par les cellules tumorales.
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La Figure 2.34 montre que les magnétosomes, quoique majoritairement retouvés dans les
vaisseaux sanguins, sont aussi retrouvés dans les cellules microgliales, tumorales ou dans l’es-
pace intercellulaire (Images A, B et C). L’image D est une reconstruction 3D par le logiciel
Imaris, montrant sans équivoque des magnétosomes situés dans le tissu tumoral.

Ce quadruple marquage n’a pas été réalisé sur tous les animaux, cependant il sera très
utile lors de la suite du projet, lorsque nous étudierons les possibilités d’optimisation de
l’incorporation des magnétosomes.

Fig. 2.34 – Immunomarquages sur souris traitées avec des magnétosomes AMB1-VRGD,
200 µmoles/kg délivrés en deux injections, avec les anticorps anti-AMB1 (Alexa 350) plus
anti-CD31 (Alexa 488) plus anti-Iba1 (Alexa 647) plus anti-ανβ3 (PE), grossissement x20
(A), x63 (C)

AMB1-VRGD : Néo-vaisseaux

Les magnétosomes étant préférentiellement retrouvés dans les vaisseaux sanguins, une
nouvelle étude a été réalisée pour déterminer la nature des vaisseaux impliqués. L’anticorps
anti-intégrine ανβ3 ne reconnaissant que l’intégrine humaine, il ne permet pas de cibler
les néo-vaisseaux murins. Les néo-vaisseaux expriment fortement la nestine, un marqueur
également retrouvé dans les cellules souches, notamment au niveau du troisième ventricule
[Rojczyk-Gołębiewska et al., 2014].
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Un quadruple marquage révélant les vaisseaux matures (CD31, Alexa 647, rouge), les
néo-vaisseaux (Nestine, Alexa 488,vert), les magnétosomes (AMB1, Alexa 350, bleu) et les
cellules tumorales (ανβ3,PE, orange) a été réalisé afin de vérifier qu’il s’agit bien de néovais-
seaux et si des vaisseaux en formation sont capables de capter les magnétosomes.

Fig. 2.35 – Quadruple immunomarquage avec les anticorps anti-Nestine (Alexa 488) plus
anti-ανβ3 (PE) plus anti-CD31(Alexa 647) plus anti-AMB1 (Alexa 350), sur souris traitée
avec des magnétosomes AMB1-VRGD (2x100 µmoles fer/kg), grossissement x10

La Figure 2.35 illustre l’expression de la Nestine et la comparaison avec l’intégrine ανβ3 et
avec le marqueur de cellules endothéliales matures CD31 (image A).

L’expression de la Nestine est retrouvée colocalisant avec la grande majorité des cellules
endothéliales de la tumeur, alors que peu de vaisseaux Nestine+ sont retrouvés hors de la
tumeur (images ROI B). Les vaisseaux tumoraux surexpriment également fortement CD31
par rapport au tissu sain contralatéral. Les vaisseaux sanguins identifiés avec CD31 dans la
zone tumorale ont de plus un aspect plus tortueux, plus hétérogène, que ceux du tissu sain,
soulignant la nature pathologique de ces vaisseaux.
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L’image C prise à fort grossissement (x63), en apotome (MIP), montre la colocalisation
des magnétosomes AMB1-VRGD avec les vaisseaux exprimant à la fois la Nestine et CD31.
Les néo-vaisseaux Nestine +/CD31- ne colocalisent que très rarement avec les magnéto-
somes, leurs liaisons avec le système vasculaire mature n’étant sans doute pas suffisamment
abouties.

Fig. 2.36 – Niches de cellules Nestine+/ανβ3+, sur souris traitée avec des magnétosomes
AMB1-VRGD (2x100 µmoles de fer/kg), grossissement x20

La Figure 2.36 réalisée à partir d’une mosaïque d’images à un grossissement de x20 prises
sur une deuxième coupe du même animal, montre des cellules surexprimant la Nestine et
l’intégrine ανβ3 mais CD31-, en péripherie, faisant fortement penser à des niches de CSCs,
avec dans ces zones quelques micro-vaisseaux présentant des magnétosomes (images A et B).
L’image C prise en apotome à fort grossissement x63 permet de mieux détailler les niches.

Á noter que l’anticorps anti-Nestine utilisé (ab134017) n’est pas vendu comme pouvant être
utilisé pour reconnaitre les cellules humaines, mais un test réalisé sur les cellules U87MG en
culture 2D et 3D montre une différence faible mais nette avec l’anticorps secondaire incubé
seul, comme démontré en Figure B.11 (Annexe B.8). L’anticorps anti-ανβ3, lui, ne reconnait
que les cellules humaines.

Le ciblage de CSCs par nos magnétosomes, ou leur environnement immédiat, serait par-
ticulièrement intéressant pour empêcher les récidives.

AMB1-VRGD : Marqueurs de cellules souches

Les résultats obtenus avec le marquage Nestin m’ont incité à m’intéresser à d’autres
marqueurs des CSCs. Les CSCs sont fréquemment retrouvées dans des niches périvasculaires,
en bordure de tumeur, microenvironnement différent du tissu normal, en hypoxie, fortement
enrichi en cytokines, en facteurs de croissance, en cellules activées (gliose) entrainant un effet
pro-tumoral.
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La complexité des CSCs fait qu’il est difficile de les identifier, même avec un panel de
biomarqueurs [Mitchell et al., 2020]. Situées souvent en bordures des tumeurs primaires,
chimiorésistantes et radiorésistantes, elles sont capables de régénérer les tumeurs après la
résection et les thérapies. La colocalisation de magnétosomes et de niches de CSCs, ou dans
leur entourage immédiat, permettrait d’espérer pouvoir détruire ces cellules par photother-
mie ou hyperthermie. Je me suis donc intéressée à d’autres marqueurs de cellules souches en
plus de la Nestine, tels que CD133, Sox2, ABCG2/BCRP.

CD133 (Prominin1) est une glycoprotéine transmembranaire, marqueur de cellules souches
neurales [Codega et al., 2014], retrouvée dans les glioblastomes [Holmberg Olausson et al.,
2014]. La sur-expression de CD133 est associée à un cancer agressif et à un mauvais pronos-
tic [Yan et al., 2011, Wu et al., 2015].

La Figure 2.37 illustre l’expression de CD133 et la comparaison avec notre marqueur d’inté-
rêt l’intégrine ανβ3. L’anticorps anti-CD133 humain utilisé reconnait une petite proportion
de cellules CD133+, en bordure de tumeur.

Fig. 2.37 – Immunomarquages avec les anticorps anti-CD133 (Alexa488) plus anti-ανβ3

(PE), grossissement x20

Sox2 ou (Sex determining region Y)-box2 est un facteur de transcription nucléaire, qui per-
met de maintenir la pluripotence des NSCs [Liu et al., 2013a], également retrouvé dans les
CSCs [Annovazzi et al., 2011], dont la surexpression dans les GBM est un signe d’agressivité,
entrainant un mauvais pronostic.

La Figure 2.38 illustre l’expression de Sox2 et la comparaison avec notre marqueur d’inté-
rêt, l’intégrine ανβ3. L’anticorps anti-Sox2 utilisé reconnait les cellules humaines et murines,
illustrant la gliose importante entourant la tumeur.
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Bien qu’ayant testé d’autres anticorps anti-Sox2 “spécifiques humains”, il s’avère qu’ils
reconnaissent aussi très bien les cellules murines, ce qui n’est guère surprenant, l’homologie
étant forte entre les deux protéines (97,8%). Les tumeurs U87MG montrent quelques zones
de cellules Sox2+/anti-ανβ3+, la majorité des cellules Sox2+ semblent être des cellules mu-
rines, en bordure.

Fig. 2.38 – Immunomarquages avec les anticorps anti-SOX2 (Alexa488) plus anti-ανβ3 (PE),
grossissement x20

La famille des protéines transmembranaires ABC (ABC, pour ATP-Binding Cassette) com-
prend de nombreuses pompes d’efflux, qui jouent un rôle important dans la résistance aux
traitements, telles que la P-glycoprotein (PgP, pour P-glycoProtein), la proteine MRP1
(MRP1, pour Multidrug Resistance 1) et la protéine BCRP (BCRP, pour Breast Cancer
Resistance Protein).

La BCRP (aussi appelée ABCG2) a un nombre important de substrats, elle est présente
dans de nombreux organes dont les microcapillaires du cerveau. Son rôle est de protéger le
tissu de l’intrusion de molécules étrangères [Mao et Unadkat, 2014], participant à la barrière
hémato-encéphalique (BHE) [Agarwal et al., 2011]. La BCRP est aussi un marqueur des
cellules souches [Natarajan et al., 2012] et donc aussi des CSCs [Emery et al., 2017]. La
Figure 2.39 illustre l’expression de la BCRP et la comparaison avec notre marqueur d’intérêt
l’intégrine ανβ3. L’anticorps anti-BCRP utilisé reconnait les cellules humaines et murines.
L’immunomarquage nécessite un démasquage préalable des épitopes avec une étape de bain
d’acide/éthanol, qui réduit l’intensité de l’immunomarquage avec l’anticorps anti-ανβ3, par
rapport à l’intensité obtenue habituellement. Cependant, l’immunomarquage permet d’iden-
tifier la BCRP dans les vaisseaux sanguins mais aussi dans quelques cellules BCRP+/ανβ3+
(Image B).
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Fig. 2.39 – Immunomarquages avec les anticorps anti-BCRP (Alexa 488) plus anti-ανβ3

(PE), grossissement x10

AMB1-VRGD : Marqueurs d’EMT

Comme évoqué dans l’introduction, de nombreux mécanismes sont à l’œuvre pour pro-
mouvoir la migration cellulaire. Parmi ceux-ci, la transition entre cellules endothéliales et
mésenchymateuse, (EMT) est fréquemment retrouvée dans les tumeurs de haut grade, aug-
mentant les capacités de migration des cellules tumorales et donc le développement de mé-
tastases [Saitoh, 2018, Srivastava et al., 2018, Bakir et al., 2020]. Je me suis donc intéressée
à des marqueurs d’EMT (ELDT1, Vimentine et S1004A).

La Vimentine est un filament intermédiaire de type III du cytosquelette, présent dans les
cellules mésenchymateuses (os, muscles). Les cellules mésenchymateuses, au contraire des
cellules endothéliales, sont capables de se déplacer durant le développement de l’embryon.
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La surexpression de la Vimentine est associée à un mauvais pronostic et un profil agres-
sif [Lin et al., 2016, Nguemgo Kouam et al., 2018]. Les glioblastomes expriment fortement
la Vimentine [Nowicki et al., 2019, Zottel et al., 2020], ainsi que les astrocytes réactifs [Rao
et al., 2018].

La Figure B.12 en Annexe B.9 illustre l’expression de la Vimentine et la comparaison avec
l’intégrine ανβ3, avec un anticorps polyclonal anti-Vimentine reconnaissant les cellules hu-
maines et murines sans distinction. L’expression de la Vimentine est retrouvée dans la tumeur
ainsi qu’autour de la tumeur, montrant les cellules gliales réactives. L’activation astrocytaire
est retrouvée même à distance de la tumeur, jusque dans l’hémisphère contra-latéral. Un an-
ticorps monoclonal anti-Vimentine spécifique anti-humain a donc été choisi pour différencier
les astrocytes réactifs des cellules tumorales.

La Figure 2.40 illustre bien la présence de cellules Vimentine +/GFPA- dans et autour de
la tumeur (Images A et B). L’expression de la Vimentine est variable d’une zone à l’autre,
avec d’importantes variations d’intensité, certaines cellules l’exprimant très fortement. Des
cellules Vimentine +/ GFAP+ sont également retrouvées en périphérie de tumeur (Image
C). Ces cellules peuvent être des cellules métastatiques.

Fig. 2.40 – Immunomarquages avec les anticorps anti-Vimentine (Alexa647) plus anti-GFAP
(Alexa488) plus anti-ανβ3 (PE) et coloration des noyaux (Hoechst), grossissement x10(A) et
x63 (C)
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S100A4 est une protéine appartenant à la grande famille des protéines qui se lient au
calcium (calcium binding protein). Elle est impliquée dans l’angiogenèse, la migration et
la transition EMT : c’est un marqueur métastatique retrouvé dans de nombreux cancers
(colorectal, sein, vessie, ovaires ...) [Dahlmann et al., 2016] et dans les glioblastomes [Chow
et al., 2017]. S100A4 semble jouer un grand nombre de fonctions, dans de nombreux organes.
Au niveau du système nerveux central, elle joue un rôle dans la neurogenèse, la mobilité
cellulaire, les voies de signalisation, l’inflammation, les pathologies neurodégénératives, les
tumeurs [D’Ambrosi et al., 2021]. C’est également un marqueur neuroprotecteur, retrouvé
dans les neurones après une lésion [Pankratova et al., 2018].

Fig. 2.41 – Immunomarquages avec les anticorps anti-S100A4 (Alexa 488) plus anti-ανβ3

(PE) seuls (A et B), et avec en plus l’anticorps anti-IBA (Alexa 647) et un marqueur nucléaire
(Hoechst) (C), grossissement x20

La Figure 2.41 (images A et B) montre la forte présence de cellules exprimant S100A4, dans
et autour de la tumeur, notamment les neurones en périphérie de la tumeur.
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Un triple marquage incluant le marqueur des microglies, Iba1, a également été réalisé
(Image C), afin de vérifier si les cellules positives dans la tumeur pouvaient être également
des microglies, ce qui ne semble pas être le cas.

AMB1-VRGD : Marqueurs de métabolisme

Les cellules tumorales à croissance rapide utilisent préférentiellement la voie de la gly-
colyse pour produire de l’ATP plutôt que la respiration mitochondriale, c’est l’effet War-
burg [Vaupel et Multhoff, 2021]. Cependant, les cellules CSCs quiescentes, avec un métabo-
lisme plus faible que les cellules tumorales environnants, situées dans des zones d’hypoxie,
utilisent plus la respiration mitochondriale, ce qui participe à leur résistance à la radiothé-
rapie. Les CSCs actives retrouvent un métabolisme de cellules à forte croissance [Sharanek
et al., 2020].

L’enzyme isocitrate déshydrogénase 1 (IDH1, pour Isocitrate DésHydrogénase 1) est un
marqueur important du métabolisme, fortement exprimé dans les glioblastomes de grade IV
et associé à un mauvais pronostic [Shen et al., 2020]. Lorsque l’enzyme est mutée (IDH1mt),
l’agressivité de la tumeur diminue [Bralten et al., 2011, Cui et al., 2016]. Le métabolisme des
tumeurs IDH1wt et IDH1mt est différent [Khurshed et al., 2017]. IDH1 convertit l’isocitrate
et le coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, NADP+, en α-ketoglutarate
et NADPH alors qu’ IDH1m convertit α-ketoglutarate et NADPH en D2-hydroxyglutarate
et NADP+.

Cette différence de métabolisme des tumeurs IDHmt entraine une cascade d’effets, condui-
sant à une croissance plus faible des tumeurs IDHmt [van Noorden et al., 2021]. Il semble
que les cellules à fort potentiel métastasique expriment fortement IDH1, l’expression d’IDH1
fait désormais partie du panel de marqueurs utilisés pour noter la gravité des tumeur chez
les patients [Sanson, 2016].

La Figure 2.42 illustre la présence de cellules exprimant fortement IDH1 dans la tumeur,
de façon très hétérogène. Cette figure montre trois coupes d’une même tumeur (image A).
Une différence d’expression entre les coupes et sur une même coupe est nettement visible.
L’expression est très forte autour d’une zone de nécrose, ainsi que dans quelques zones péri-
phériques, illustrant la présence de cellules à forte croissance et potentiel migratoire.
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Fig. 2.42 – Immunomarquages avec les anticorps anti-IDH1 (Alexa 488) plus anti-ανβ3 (PE),
grossissement x20

AMB1-VRGD : Multiples marquages avec les marqueurs CSC, d’EMT et du
métabolisme

Après avoir vérifié les possibilités de combinaisons entre les anticorps reconnaissant les
marqueurs de CSC et d’EMT, ainsi que de métabolisme, des combinaisons de marqueurs ont
été réalisées. La difficulté des marquages multiples est de déterminer des combinaisons d’an-
ticorps qui donnent des résultats spécifiques, dans les mêmes conditions d’immunomarquages.

Une des difficultés rencontrées dans le cas présent a été de trouver des anticorps spécifi-
quement anti-humains, qui ne soient pas produits chez le lapin, pour pouvoir co-localiser
avec notre anticorps de lapin anti-AMB1. Les anticorps secondaires anti-souris ont révélé
non spécifiquement les tumeurs et n’ont pu être utilisés. Les choix sont donc limités pour
réaliser ces immunomarquages d’intérêt.

J’ai réalisé la mise au point de ces immunomarquages sur quelques échantillons et non sur
tous les animaux parce que le nombre de coupes restantes ne le permettait pas. Les proto-
coles développés seront utilisés pour la suite du projet Mefisto, quand nous aurons optimisé
l’incorporation des magnétosomes dans les tumeurs. Les marquages multiples visent à iden-
tifier la colocalisation des magnétosomes AMB1-VRGD avec plusieurs marqueurs de CSCs
ou de cellules métastatiques en même temps.
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Les protocoles de marquage et la compatibilité des anticorps entre eux font que cer-
taines combinaisons sont impossibles, notamment les anticorps déjà couplés : les anticorps
anti-Nestine, anti-CD133, anti-Sox2, le sont tous en Alexa 488. De plus, le démasquage des
antigènes à l’aide d’une étape acide/éthanol, indispensable pour la révélation de la BCRP,
éteint considérablement le signal de l’anticorps anti-ανβ3, par rapport au signal obtenu sans
démasquage, et diminue probablement aussi l’intensité des anticorps déjà couplés en Alexa
488 (Nestine, CD133).

Les multiples marquages suivants ont cependant pu être réalisés :

— Figure 2.43 : AMB1 (lapin) + BCRP (rat) + Nestine (souris) + Hoechst 33342 (colorant
nucléaire)

— Figure 2.44 : AMB1 (lapin) + BCRP (rat) + CD133 (souris) + Hoechst 33342 (colorant
nucléaire)

— Figure 2.45 : AMB1 (lapin) + Nestine (souris) + S100A4 (chèvre) + Vimentine (co-
baye)

— Figure 2.46 : AMB1 (lapin) + Sox2 (rat) + S100A4 (chèvre) + Vimentine (cobaye)
— Figure 2.47 : AMB1 (lapin) + IDH1 (rat) + ανβ3 (souris) + Vimentine (cobaye)

Fig. 2.43 – Immunomarquages sur souris porteuses de tumeurs avec les anticorps anti-
Nestine (Alexa 488) plus anti-BCRP (Alexa 594) plus anti-AMB1 (Alexa 647) plus Hoechst
33342, grossissement x20
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La Figure 2.43 montre que des zones de cellules BCRP+/Nestine+ sont présentes en
bordure de tumeur, des magnétosomes AMB1-VRGD sont également présents dans ces zones.
Des néo-vaisseaux (Nestin +) exprimant la BCRP contiennent également des magnétosomes.

Fig. 2.44 – Immunomarquages sur souris porteuses de tumeurs avec les anticorps anti-CD133
(Alexa 488) plus anti-BCRP (Alexa 594) plus anti-AMB1 (Alexa 647) plus Hoechst 33342,
grossissement x20

La Figure 2.44 montre que des zones de cellules BCRP+/CD133+ sont présentes dans la
tumeur, probablement dans des zones hypoxiques, des magnétosomes AMB1 sont également
présents dans ces zones. Ces images illustrent la capacité des magnétosomes à atteindre des
niches de CSCs.
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Fig. 2.45 – Immunomarquages sur souris porteuses de tumeurs avec les anticorps anti-
Nestine (Alexa 488) plus anti-S100A4 (Alexa 594) plus anti-Vimentine (Alexa 647) plus
anti-AMB1 (Alexa 350), grossissement x20

La Figure 2.45 illustre très bien l’hétérogénéité interne des tumeurs. Les marqueurs
S100A4 et Nestine ne sont pas exprimés partout avec la même intensité. La zone la plus
profonde exprime beaucoup moins S1004A par exemple que la zone de surface, de même
des sous-ensembles de cellules expriment fortement la Nestine alors que ce n’est pas le cas
partout. L’expression de la vimentine est beaucoup plus ubiquitaire dans la tumeur même si
la zone tumorale la plus basse l’exprime avec plus d’intensité.

La Figure 2.46 montre que des zones de cellules Sox2+/S100A4+/Vimentine+ sont pré-
sentes en bordure de la tumeur, alors que des magnétosomes AMB1-VRGD sont également
présents dans ces zones.
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Fig. 2.46 – Immunomarquages sur souris porteuses de tumeurs avec les anticorps anti-Sox2
(Alexa 488) plus anti-S100A4 (Alexa 594) plus anti-Vimentine (Alexa 647) plus anti-AMB1
(Alexa 350), grossissement x20

Comme déjà évoqué à la Figure 2.42, l’expression du marqueur métabolique IDH1 est
très hétérogène dans les tumeurs de cellules U87MG et semble proche des zones moins an-
giogéniques. La Figure 2.47 montre que des magnétosomes AMB1-VRGD sont présents dans
les zones à forte expression IDH1, notamment en bordure d’une zone à faible expression
de l’intégrine ανβ3, souvent identifiée comme une zone de nécrose, probablement par effet
EPR. Ces images illustrent la capacité des magnétosomes à s’accumuler dans ces zones à fort
potentiel métastasique. Une zone avec une très forte expression de l’intégrine ανβ3 montre
un plus faible niveau d’expression du marqueur IDH1, mais également un ciblage effectif par
les magnétosomes AMB1-VRGD.

Bien sûr, l’identification de la nature humaine des cellules sera grandement facilitée à l’ave-
nir par l’utilisation de la lignée U87MG-E2 Crimson fluorescente en rouge, developpée lors
du Projet 3D (voir Chapitre 3, Paragraphe 4.5.1). Il est prévu d’étudier la croissance de ces
cellules in vivo et de rechercher les marqueurs de CSCs et de cellules métastatiques.
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Fig. 2.47 – Immunomarquages sur souris porteuses de tumeurs avec les anticorps anti-IDH1
(Alexa 488) plus anti- ανβ3 (PE) plus anti-Vimentine (Alexa 647) plus anti-AMB1 (Alexa
350), grossissement x20

Les conclusions des expériences ex vivo sont donc :

— L’histologie confirme les résultats IRM concernant le ciblage de la tumeur

— Les magnétosomes sont retrouvés dans les vaisseaux sanguins, les micro-
glies et les cellules tumorales.

— L’histologie confirme les résultats IRM concernant la meilleure incorpo-
ration des magnétosomes en plusieurs demi-doses plutôt qu’en une seule
dose.

— Les niches périvasculaires regroupant des cellules tumorales de type stem
cell like peuvent être ciblées par les magnétosomes.

— Les zones à fort potentiel métastatique sont également atteintes par les
magnétosomes.
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2.4.2 Toxicologie

Les animaux ayant reçu des injections de magnétosomes AMB1-WT, AMB1-V ou AMB1-
VRGD lors des études IRM n’ont montré aucun signe clinique de douleur ou de toxicité, tout
au long des expériences in vivo.

Une étude de toxicologie a été conduite avec l’aide d’un prestataire pour confirmer cette
observation de façon plus précise. Mon rôle a été d’établir le cahier des charges et de réaliser
le plan d’étude, conjointement avec Laurent Bellanger (CEA Marcoule).

Brièvement, des groupes de souris mâles CD-1 de 5 semaines ont reçu une injection in-
traveineuse de magnétosomes à différentes doses sous anesthésie, répétée trois fois (0, 6h
et 24h) versus une seule injection, en aveugle. Les souris ont été euthanasiées à différents
temps après l’injection pour chaque groupe (24, 48, 96 et 360 heures). Des prélèvements
sanguins ont été réalisés avant l’euthanasie des animaux. Les organes ont été receuillis après
exanguino-perfusion au PFA 4%. Les organes prélevés ont été : le cerveau, le foie, le coeur,
la rate, les reins, un muscle (gastronémien) et de la peau (après rasage). Les organes ont été
pesés et observés, puis séparés en deux morceaux pour deux études différentes.

Une moitié des organes a été congelée en azote liquide immédiatement pour la mesure du fer
par spectroscopie ICP-AOS (étude réalisée par le MEM). L’autre partie des organes a été
congelée en isopentane refroidi après deux bains successifs de sucrose (15 et 30%), pour éven-
tuellement réaliser des études histologiques à NeuroSpin, si nécessaire. Les résultats de cette
étude de toxicologie sont détaillés dans la thèse de Sandra Prévéral du MEM [Preveral, 2019].

La Figure 2.48 récapitule les résultats obtenus et la répartition des groupes. La Figure 2.49
reprend le résultat des dosages ICP-AOS réalisés par le MEM à Cadarache et la numération
de la formule sanguine réalisée par le prestataire.

Brièvement, les magnétosomes n’ont pas montré de toxicité aigüe même en injectant trois
fois la dose la plus forte (33 mg/kg), les souris n’ont montré aucun signe clinique et la pro-
gression pondérale a été la même pour tous les animaux. Les dosages ICP ont montré que les
magnétosomes sont retrouvés essentiellement dans le foie et la rate, avec un retour proche de
la normale après 16 jours pour les groupes injectés B, C et D, et une rétention du fer encore
nette pour le groupe E (dose forte injectée trois fois). Ceci est en accord avec la littérature
sur l’élimination des magnétosomes de fer [Weissleder et al., 1989, Volatron et al., 2017].
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Fig. 2.48 – Résultats de l’étude de toxicologie

La rate a augmenté de volume après 48h (x3,7) et retrouve un volume normal après 16
jours. La réaction immunitaire observée (inversion de la formule sanguine et augmentation
de la rate), transitoire, est corrélée avec l’étude de préparation des anticorps anti-AMB1 à
Marcoule, réalisée sur le lapin et la souris. Elle est probablement exacerbée par la présence
de la membrane bactérienne entourant le cœur de fer (réponse immunogène).

Le fer a été retrouvé dans les poumons d’une souris à dose forte à 48 heures, mais pas
dans les autres animaux. Suite aux résultats obtenus par ICP il n’a pas été jugé utile de
réaliser une étude histologique sur les organes prélevés.

Les conclusions de cette étude sont donc :

— Les magnétosomes n’entrainent pas de toxicité aiguë, ni d’effets persistants
à court terme (15 jours)

— Une réaction inflammatoire transitoire a été observée mais elle n’entraine
pas de conséquences sur la santé des animaux.
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Fig. 2.49 – Etude de toxicologie (ICP et numération de la formule sanguine)

Ceci est en accord avec ce qui a été observé par d’autres équipes dans la littérature [Sun
et al., 2010, Qi et al., 2016, Revathy et al., 2017].
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2.5 Conclusion et perspectives

Nous avons démontré lors de ce travail que les magnétosomes présentent un grand intérêt
comme agent de contraste IRM. Nous avons également montré in vitro que les magnétosomes
AMB1-VRGD sont incorporés préférentiellement dans les cellules tumorales par rapport aux
magnétosomes non fonctionnalisés, démontrant ainsi la pertinence du ciblage des intégrines
ανβ3 par le peptide RGD.

Nous avons démontré également in vivo et ex vivo le ciblage des tumeurs par les magné-
tosomes AMB1-VRGD. La quantité de magnétosomes qui est capturée par les tumeurs est
aussi fonction de la façon dont les magnétosomes sont injectés, une même dose apportée en
deux fois est plus efficace qu’injectée en une seule fois. Nous avons démontré également ex
vivo la colocalisation des magnétosomes AMB1-VRGD avec des niches de cellules de types
CSCs et avec des zones à fort pouvoir métastatique, ce qui est particulièrement prometteur
pour des applications thérapeutiques à venir.

Nous envisageons à l’avenir de traiter les souris par perfusion, hors IRM, afin d’apporter
les magnétosomes de façon progressive et ainsi améliorer l’incorporation dans les cellules
tumorales. Parallèlement une étude de dose avec des concentrations supérieures de magné-
tosomes nous semble intéressante.

Nous pensons également étudier l’incorporation des magnétosomes à un stade plus pré-
coce du développement tumoral, juste au début de la phase de croissance exponentielle, où
la néo-angiogenèse est la plus importante. Nous souhaitons aussi utiliser des techniques de
photothermie ou d’hyperthermie pour faire chauffer les cœurs de fer incorporés dans les cel-
lules tumorales et les néo-vaisseaux, et ainsi induire l’apoptose de ces cellules. Cette partie
pourrait être testée en amont sur des sphéroïdes, déterminant ainsi les paramètres de trai-
tement avant de passer chez l’animal, réduisant donc le nombre d’animaux nécessaire. Un
guidage magnétique des magnétosomes est également une des études en prévision.

Nous prévoyons d’utiliser une lignée de cellules U87MG fluorescentes, permettant de dé-
terminer avec plus deprécision si les cellules en bordure de tumeur, potentielles niches de
CSCs, ainsi que les zones métastatiques, sont bien ciblées par les magnétosomes fonctionna-
lisés.

Enfin, nous pourrions retravailler sur la construction elle-même, un peptide RGD cyclique
par exemple pourrait donner de meilleurs résultats d’affinité pour l’intégrine ανβ3 [Li et al.,
2021], ou le peptide iRGD [Sugahara et al., 2009, Ruoslahti, 2017]. Les magnétosomes peuvent
également être fonctionalisés pour porter un radioélément, ou une molécule d’intérêt, un
inducteur de ferroptose par exemple [Moosmayer et al., 2021]. Il est également possible d’in-
jecter les bactéries magnétotactiques directement comme cela a déjà été publié [Martel et al.,
2009, Taherkhani et al., 2014], du fait de leur faible toxicité.
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3.1 Contexte scientifique du projet

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, quelques hommes étant
aussi concernés, bien que l’incidence soit minime par rapport aux femmes (2650 hommes
pour 284 200 femmes en 2021 aux USA) [Siegel et al., 2021]. Le cancer du sein est en réalité
une multitude de cancers du sein car l’hétérogénéité inter-patients et intra-tumorale est très
importante [McCarthy et al., 2021], augmentant d’autant plus la variabilité d’efficacité des
stratégies thérapeutiques.

De nombreuses études épidémiologiques ont été réalisées pour déterminer les causes du can-
cer du sein, l’hygiène de vie est la plus souvent citée. Les habitudes alimentaires [Kazemi
et al., 2020], l’obésité [Harvie et al., 2003, Houghton et al., 2020], le tabac [Jones et al.,
2017], les traitements hormonaux [Rosenberg et al., 2021] sont des facteurs identifiés depuis
longtemps. L’exposition à la lumière articielle [Urbano et al., 2021] est un paramètre plus
récent, cibant l’augmentation du cancer du sein chez les femmes travaillant de nuit. Dans
environ 10% des cas, un facteur génétique est mis en cause, avec l’apparition de risques
supplémentaires dans certaines familles [Litton et al., 2019]. Ainsi, les profils génétiques et
épigénétiques des différents cancers du sein sont étudiés pour le développement de nouvelles
thérapies [Byler et al., 2014].

Les sous-types de cancers du sein sont définis par leur aspect histologique (canalaire, lo-
bulaire, mamelon ou non spécifique) et par les biomarqueurs retrouvés : les récepteurs aux
œstrogènes (ER, pour Estrogen Receptor), les récepteurs à la progestérone (PR, pour Pro-
gesteron Receptor) et le récepteur HER2 (HER2, pour Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2) [Subik et al., 2010]. Les cancers les plus agressifs sont les cancers HER2+ et les
cancers TNBC (TNBC, pour Triple Negative Breast Cancer), qui n’expriment ni les récep-
teurs hormonaux (progestérone, œstrogènes), ni HER2 [Deng et al., 2021].

Le récepteur HER2 est un marqueur fortement associé avec l’agressivité du cancer du sein,
retrouvé dans 15-20% des cancers du sein [Ménard et al., 2000, Wolff et al., 2013]. C’est
un oncogène [Seshadri et al., 1989, Moasser, 2007], associé à un mauvais pronostique pour
le cancer du sein, mais aussi pour les cancers gastriques, gastro-œsophagiens [Boku, 2014]
et ovariens [Chung et al., 2019]. HER2 est aussi associé à la résistance à la radiothéra-
pie [Candas-Green et al., 2020] et à la résistance au tamoxifène, inhibiteur des récepteurs
ER utilisé pour traiter les tumeurs ER+ [Osborne et al., 2003]. L’inhibition de HER2 peut
donc à la fois limiter la croissance du cancer, mais également améliorer la sensibilité à la
radiothérapie [Huang et al., 2020, Page et al., 2022].

Le dépistage massif, la surveillance accrue des familles à risque, les démarches de pré-
vention [Howell et al., 2014] et les traitements ciblés ont considérablement amélioré le taux
de survie des patientes, surtout dans les pays développés (80%), beaucoup moins dans les
autres pays (40%) [Genuino et al., 2019]. La chirurgie et les traitements (immunothérapie,
chimiothérapie et radiothérapie) ne suffisent cependant pas pour éviter toute résurgence du
cancer. Le cancer du sein métastase fréquemment dans le cerveau avec 10 à 30% des pa-
tientes développant des métastases cérébrales, et les cancers HER2+ et TNBC montrent
un risque accru de métastases cérébrales par rapport aux autres sous-types [Garcia-Alvarez
et al., 2021].
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Le récepteur HER2 est fortement associé au risque de métastases cérébrales, portant à
25-50% le taux d’incidence chez les patientes HER2+ [Zimmer et al., 2020]. Le récepteur
HER2 est donc une cible intéressante pour la mise en place de thérapies ciblant les tumeurs
primaires et secondaires.

Le Trastuzumab, aussi appelé Herceptine, est le premier anticorps ciblant HER2, utilisé
depuis 1998 [Beuzeboc et al., 1999] et développé par Roche. Les anticorps anti-HER2 sont
utilisés désormais en routine clinique comme adjuvants aux chimiothérapies, leur efficacité a
permis de diminuer les récidives [Escrivá-de Romaní et al., 2018, Goutsouliak et al., 2020].
Malgré ces effets positifs, l’utilisation des anticorps anti-HER2 n’est pas sans conséquences,
pouvant entrainer des cardiopathies chez les patientes. De plus, une étude a montré qu’un
traitement de longue durée (2 ans) n’apporte pas d’effets bénéfiques supplémentaires par
rapport au traitement classique (1 an) [Cameron et al., 2017], en association avec la chi-
miothérapie. Cela est corrélé avec une résistance apparaissant fréquemment après un an de
traitement [Papadakis et al., 2016]. Un nombre accru de métastases a aussi été retrouvé après
une année de traitement [Bai et al., 2021], bien que la survie soit meilleure chez les patientes
ayant reçu le Trastuzumab en adjuvant des chimiothérapies, en comparaison des patientes
ayant uniquement reçu la chimiothérapie.

Les anticorps anti-HER2 (Trastuzumab, Pertuzumab. . .) sont désormais associés à des mo-
lécules ciblant d’autres récepteurs (inhibiteur de la tyrosine kinase par exemple) afin d’aug-
menter l’efficacité des traitements, en même temps ou après la chimiothérapie [Papadakis
et al., 2016, Escrivá-de Romaní et al., 2018, Al-Zeheimi et Adham, 2020, Jackisch et al.,
2021], ainsi qu’en combinaison avec la radiothérapie [Page et al., 2022]. Des peptides ciblant
HER2 ont été également développés [Geng et al., 2015, Xiang et al., 2017]. Les peptides sont
de taille plus réduite que les anticorps et sont davantages capables de passer les membranes
cellulaires, ils sont également plus faciles à produire et moins onéreux.

Dans le contexte actuel de développement d’une médecine dite “personnalisée”, les traite-
ments du cancer du sein sont constamment ré-évalués en fonction des données recueillies
chez les patients. Ainsi des études récentes se focalisent sur la limitation de la chimiothéra-
pie au profit de l’immunothérapie anti-HER2 [Goutsouliak et al., 2020]. La nanomédecine,
utilisant des nanoparticules pouvant passer la BHE, est une des voies explorées pour aug-
menter l’effet des thérapies pour traiter les cancers du cerveau, notamment ceux dérivant du
cancer du sein [Carney et al., 2021, Fraguas-Sánchez et al., 2022]. Parmi les différents types
de nanoparticules utilisées, les magnétosomes ont déjà été utilisés pour cibler HER2 [Xiang
et al., 2017, Zhang et al., 2019]. L’imagerie par IRM montre un réhaussement du signal dans
les tumeurs, permettant d’envisager une thérapie par hyperthermie magnétique en plus de
l’immunothérapie.

La radiothérapie ciblée, utilisant des nanoparticules couplées à un émetteur de rayonnement
α ou β, est également l’une des pistes de recherche en nanomédecine [Kempson, 2022]. En
effet, apporter le radioélément directement à la cible permettrait d’éviter ou de limiter une
exposition des cellules saines à la radiothérapie. De plus, la construction de nanoplateformes
fonctionnalisées permet de cumuler plusieurs possibilités de thérapie (immunothérapie, chi-
miothérapie, radiothérapie, hyperthermie magnétique ou photothermie) grâce à un seul outil.
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Des nanoparticules sont développées depuis quelques années, ciblant un récepteur d’in-
térêt tel que HER2 [Xiang et al., 2017, Żuk et al., 2021, Karahaliloğlu et al., 2022] ou
EGFR [Xiang et al., 2017, Erdal et al., 2018]. Elles peuvent être associées à un anti-cancéreux
comme la doxorubicine [Jabalera et al., 2020] et/ou un radioélément tel que le Rhénium-
188 [Akbari-Karadeh et al., 2020], le Lutétium-177 [Cai et al., 2017] ou l’Indium-111 [Zolata
et al., 2016]. Lorsque la nanoparticule contient un cœur de fer ou d’or, il est possible d’ajou-
ter l’hyperthermie magnétique ou la photothermie à la therapie multi-modale [Cai et al.,
2017, Dziawer et al., 2019, Żuk et al., 2021].

C’est dans cette approche multi-thérapies que nous avons mis en œuvre le projet Orano,
la société Orano-Med étant notre partenaire industriel. Le but de notre projet est de déve-
lopper une thérapie multimodale en associant l’anticorps Trastuzumab aux magnétosomes,
puis d’accrocher un chélate de Plomb radioactif. Cette construction, permettant un ciblage
des récepteurs HER2, pourrait à la fois servir d’agent de contraste IRM et d’agents de double
thérapies (immunothérapie et radiothérapie).

Le Plomb 212 est un émetteur de particules α, qui a déjà été associé avec succès à l’an-
ticorps Trastuzumab [Meredith et al., 2014]. Les particules α sont constituées de deux pro-
tons et de deux neutrons, elles sont plus grosses que les électrons et bien plus énergétiques
(100KeV.µm-1 contre 0,1 pour les électrons, particules β-) mais leur propagation se limite à
quelques centaines de microns dans le corps alors que les électrons peuvent parcourir quelques
millimètres. Cette faible propagation permet de limiter potentiellement les rayonnements aux
cellules ayant incorporé les particules. Elles peuvent donc dégrader l’ADN d’une cellule can-
céreuse, la zone irradiée étant comparable à la taille de la cellule que l’on veut ioniser sans
que les cellules saines à côté ne soient touchées. Cette approche permettrait à la fois de mieux
visualiser la zone tumorale grâce aux magnétosomes, d’apporter l’anticorps anti-HER2 à sa
cible et de réaliser une radiothérapie ciblée limitant l’exposition des cellules saines.

3.2 Lignées cellulaires utilisées lors du projet

Pour tester la fonctionnalité des magnétosomes fonctionnalisés avec le Trastuzumab, plu-
sieurs lignées cellulaires ont été utilisées. Les références des cellules et les autorisations régle-
mentaires associées sont présentées en Annexe D.2. Les conditions de culture sont présentées
en Annexe A.3. Les protocoles d’immunomarquages sont présentés en Annexe A.6.2.

En première intention, nous avons décidé d’utiliser des cellules de cancer du sein sélec-
tionnées sur leur niveau d’expression d’HER2 [Subik et al., 2010, Holliday et Speirs, 2011].
Les cellules SKBR3 [Holliday et Speirs, 2011] HER2+++ ont été comparées avec des cel-
lules TNBC (HER2-), la lignée MDA-MB-231 [Chavez et al., 2010]. Puis nous nous sommes
aussi intéressés aux cellules A431 de cancer de peau HER2++ [Waterhouse et al., 2011].
Nous avons également utilisé les cellules de cancer de sein MCF7, exprimant très faible-
ment HER2 [Deken et al., 2019], puis pour finir une lignée de cellules épithéliales de sein
non cancéreuses mais immortalisées (MCF12a) a été utilisée, exprimant également très peu
HER2 [Subik et al., 2010].
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Une première étude a consisté à vérifier l’expression du récepteur HER2 dans les li-
gnées cellulaires choisies. La Figure 3.1 montre l’expression d’HER2 sur chacune des lignées.
Comme décrit dans la littérature, les cellules SKBR3 surexpriment fortement HER2 (image
A), alors que les cellules MDA-MB-231 ne l’expriment pas du tout (image B). Les cellules
A431 l’expriment toutes mais de façon plus hétérogène et nettement moins importante que
les SKBR3 (image C). Les cellules MCF7 (image D) ne l’expriment que ponctuellement
et très faiblement (quelques cellules par puits de chambre de culture LabTek), les cellules
MCF12a ne l’exprimant qu’épisodiquement (image E).

Fig. 3.1 – Expression d’HER2 sur les lignées cellulaires SKBR-3 (A), MDA-MB-231 (B),
A431 (C), MCF7 (D) et MCF12a (E), grossissement x20

3.3 Résultats in vitro

Pour les études in vitro, les magnétosomes AMB1 ont été préparés par l’équipe du MEM
sous deux formes, une forme non conjuguée (AMB1-WT) et une forme conjuguée avec le
Trastuzumab et le TCMC (AMB1-TzTCMC). Le plomb n’a pas été ajouté dans la construc-
tion à ce stade.

3.3.1 Culture cellulaire en 2D

Les lignées cellulaires ont été mises en contact avec les magnétosomes conjugués et non
conjugués à différents temps d’incubation et à différentes concentrations, sur cellules vivantes
en culture et sur cellules fixées sur lame.
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Dans toutes les conditions, l’anticorps anti-AMB1 développé précédemment (voir Cha-
pitre Mefisto, Paragraphe 2.2.3) a permis de révéler les magnétosomes (protocole in&out).

L’anticorps Trastuzumab a été révélé grâce à des anticorps anti-Trastuzumab (MAB95471
produit chez le lapin, MAB9547 produit chez la souris). Les protocoles d’immunomarquages
sont regroupés en Annexe A.6.2.

La coloration Perl’s a été utilisée pour révéler le fer (même protocole que celui utilisé pour
le projet Mefisto, voir Annexe A.9).

Incubation sur cellules vivantes, en statique

Les premières études ont été réalisées conjointement sur les cellules SKBR3 et MDA-
MB-231, puis les cellules A431, MCF7 et MCF12a ont également été mises en contact avec
les magnétosomes conjugués et non conjugués. Plusieurs études ont été menées sur plusieurs
lots de magnétosomes conjugués et non conjugués.

Pour chacune des études, les cellules ont été ensemencées sur LabTek trois jours avant trai-
tement. Les magnétosomes ont été dilués dans le milieu de culture (1000 ou 2000 µgFer/L),
puis soniqués 10 ou 20 minutes. Des milieux de culture différents ont été testés (normal ou
de dispersion), le milieu de dispersion reprenant des caractéristiques de celui utilisé pour le
projet Mefisto (citrate 1 mM, glycérol 1%, sans sérum). Des dilutions sont ensuites réalisées,
pour mettre en contact les magnétosomes avec les cellules à différentes concentrations (100,
250, 500, 1000, 2000 µgFer/L). Plusieurs temps d’incubation ont également été testés, courts
(2, 4 et 6 heures), puis plus longs (24, 48, 72 et 96 heures). Puis les cellules ont été fixées 15
minutes au PFA 4%.

Les lames ont ensuite été utilisées en immunomarquages pour révéler les magnétosomes
avec l’anticorps anti-AMB1 ou en coloration pour révéler le fer. Les études à temps court
(moins de six heures) ne permettent pas de voir une incorporation dans les cellules de façon
importante (résultats non montrés). L’utilisation du milieu de dispersion ne donne pas une
meilleure incorporation des magnétosomes dans les cellules SKBR3 et n’a pas été jugé utile
sur ces cellules (résultats non montrés). De même, une sonication de 20 minutes n’améliore
pas significativement la dispersion des magnétosomes par rapport à une sonication de 10
minutes (résultats non montrés). Les études suivantes ont donc été réalisées en milieu nor-
mal, avec une sonication de 10 minutes et une incubation de 24h minimum. Un tableau
récapitulatif des résultats obtenus sur les différents lots est présenté à la Figure 3.2.
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Fig. 3.2 – Récapitulatif des résultats in vitro des différents lots de magnétosomes Projet
Orano

La Figure 3.3 et la Figure 3.4 illustrent les résultats obtenus en comparant les magnéto-
somes conjugués et non conjugués à la concentration de 1000 µgFer/L, 24 heures d’incubation
en statique sans agitation, sur les lignées SKBR3 (Figure 3.3) et MDA-MB-231 (Figure 3.4).

La Figure 3.3 montre que les cellules SKBR3 incorporent les magnétosomes conjugués
ou non. Cependant, le marquage obtenu avec l’anticorps anti-AMB1 montre que les ma-
gnétosomes AMB1-WT (image C) restent assez nombreux à l’extérieur (out, marqueur
rouge) contrairement aux magnétosomes conjugués (image A). Les magnétosomes conjugués
montrent beaucoup moins de signal AMB1 au total que les magnétosomes non conjugués
(in&out, marqueur vert). Cependant, les images prises en fond clair montrent des particules
de fer (amas noirs) dans les cellules, quelque soit le type de magnétosomes. Les amas de ma-
gnétosomes conjugués semblent de taille légèrement plus importante que les non conjugués
(images ROI B et D). L’anticorps anti-AMB1 semble reconnaitre moins les magnétosomes
AMB1-TzTCMC, peut-être en raison de la conformation spatiale des magnétosomes conju-
gués, ou parce que les magnétosomes AMB1-TzTCMC sont incorporés plus vite dans les
cellules que les magnétosomes AMB1-WT et que leur membrane est déjà dégradée.
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Fig. 3.3 – Incubation des cellules SKBR3 avec les magnétosomes AMB1-WT et AMB1-
TzTCMC, 24h, 1000 µgFer/L, grossissement x10

La Figure 3.4 montre que les cellules MDA-MB-231 (HER2-) incorporent les magnéto-
somes conjugués ou non, de façon encore plus importante que les cellules SKBR3. Cependant,
le marquage obtenu avec l’anticorps anti-AMB1 montre que les magnétosomes AMB1-WT
(image C) restent nombreux à l’extérieur (out, marqueur rouge) contrairement aux magnéto-
somes conjugués (image A). Les magnétosomes conjugués montrent un peu moins de signal
AMB1 au total que les magnétosomes non conjugués (in&out, marqueur vert). Les images
prises en fond clair montrent des particules de fer (amas noirs) dans les cellules, quelque
soit le type de magnétosomes, et contrairement aux cellules SKBR3, les magnétosomes non
conjugués semblent avoir été plus internalisés que les conjugués (ROI images B et D).

Ce résultat nous a surpris car nous ne nous attendions pas à ce que les cellules MDA-
MB-231 soient capables d’internaliser les magnétosomes conjugués et non conjugués, ni à ce
que les cellules SKBR3 incorporent autant de magnétosomes non conjugués.
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Fig. 3.4 – Incubation des cellules MDA-MB-231 avec les magnétosomes AMB1-WT et
AMB1-TzTCMC, 24h, 1000 µgFer/L, grossissement x10

Pour rappel, lors du projet Mefisto, les magnétosomes AMB1-WT n’étaient internalisés
dans les cellules U87MG que de façon épisodique. Ce résultat nous apprend qu’il y existe
des voies d’internalisation des magnétosomes WT dans les cellules de cancer de sein MBA-
MB-231 et SKBR3.

Les voies d’endocytose sont multiples [Doherty et McMahon, 2009, Mandarini et al., 2020]
et il serait nécessaire d’étudier l’inhibition des voies principales pour déterminer lesquelles
peuvent être impliquées. Les protéines qui transportent le fer dans/hors des cellules telles
que la transferritin 2 et la ferroportine [Ma et al., 2016, Shan et al., 2018] peuvent également
être impliquées. Il semble que les cellules TNBC ont une appétence pour le fer [Müller et al.,
2020], ce qui peut être une voie thérapeutique à explorer [Rodriguez et al., 2022].

Nous avons testé les lignées A431, MCF7 et MCF12a afin de déterminer si l’incorporation
des magnétosomes WT est liée au type cellulaire et/ou à leur tumorigénicité.
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La Figure 3.5 illustre les résultats obtenus en comparant les magnétosomes conjugués et
non conjugués à la concentration de 1000 µgFer/L, 24h d’incubation, sur la lignée A431. Les
magnétosomes conjugués ont été incorporés aux cellules A431 de façon plus importante que
les non conjugués, qui ont tendance à s’agglutiner en amas hors des cellules. Il semble que
les magnétosomes conjugués montrent une meilleure spécificité par rapport aux non conju-
gués même si les magnétosomes AMB1-WT sont retrouvés aussi internalisés dans quelques
cellules.

Fig. 3.5 – Incubation des cellules A431 avec les magnétosomes AMB1-WT et AMB1-
TzTCMC, 24h, 1000 µgFer/L, grossissement x10

La Figure 3.6 illustre les résultats obtenus en comparant les magnétosomes conjugués et non
conjugués à la concentration de 1000 µgFer/L, 24h d’incubation, sur la lignée MCF7. Seules
quelques cellules éparses ont incorporées les magnétosomes conjugués et non conjugués. Il
semble que les cellules MCF7 n’expriment pas la voie d’endocytose existant dans la majo-
rité des cellules SKBR3 et MDA-MB-231. Cette lignée de cancer de sein MCF7, exprimant
faiblement le récepteur HER2, nous apprend que la nature mammaire des cellules n’est pas
forcément en cause en ce qui concerne l’incorporation des magnétosomes non conjugués.
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Fig. 3.6 – Incubation des cellules MCF7 avec les magnétosomes AMB1-WT et AMB1-
TzTCMC, 24h, 1000 µgFer/L, grossissement x10

La Figure 3.7 illustre les résultats obtenus en comparant les magnétosomes conjugués et
non conjugués à la concentration de 1000 µgFer/L, 24h d’incubation, sur la lignée MCF12a.
Les cellules MCF12a incorporent les magnétosomes conjugués et non conjugués, de façon
hétérogène, pour un pourcentage assez important de cellules, visuellement. Cette lignée, non
cancéreuse, nous apprend que la nature tumorigène des cellules n’est pas forcément en cause
lors de l’incorporation des magnétosomes non conjugués observée par les cellules MDA-MB-
231.

Bien que non tumorigène, cette lignée est issue d’une patiente atteinte de maladie fibro-
kystique du sein et cela ne permet pas de conclure quant à la possible incorporation des
magnétosomes dans les cellules mammaires saines. Les differences entre les lignées testées
pourront peut-être nous donner des pistes sur les voies d’incorporation des magnétosomes
WT dans les lignées SKBR3 et MDA-MB-231. Nous souhaitons initier un nouveau projet
pour étudier en détails les voies d’incorporation des magnétosomes dans les celules MDA-
MB-231.
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Fig. 3.7 – Incubation des cellules MCF12a avec les magnétosomes AMB1-WT et AMB1-
TzTCMC, 24h, 1000 µgFer/L, grossissement x20

Tout d’abord, nous nous sommes intéressés aux interactions potentielles des magnéto-
somes avec des lignées cellulaires exprimant le récepteur HER2 à différents degrés. Ensuite,
nous avons étudié la dynamique d’interaction des magnétosomes avec ces lignées cellulaires.

Des cinétiques d’incubation ont été réalisées sur les cellules SKBR3 et MDA-MB-231, avec les
magnétosomes AMB1-TzTCMC uniquement, aux concentrations de 250, 500 et 1000 µgFer/L.
Les cellules ont été ensemencées à faible densité trois jours avant de débuter les traitements,
une lame a été fixée chaque jour afin de pouvoir comparer les temps 24, 48, 72 et 96 heures.

La Figure 3.8 illustre les résultats obtenus sur les cellules SKBR3 incubées avec les magné-
tosomes AMB1-TzTCMC à la concentration de 1000 µgFer/L, en révélant les magnétosomes
par l’anticorps anti-AMB1 (protocole in&out).

La Figure 3.9 illustre les résultats obtenus sur des cellules SKBR3 incubées avec les magné-
tosomes AMB1-TzTCMC à la concentration de 1000 µgFer/L, en révélant les magnétosomes
par l’anticorps anti-Trastuzumab (MAB95471, protocole in&out).
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Fig. 3.8 – Immunomarquage avec l’anticorps anti-AMB1 sur des cellules SKBR3 incubées
avec les magnétosomes AMB1-TzTCMC, 1000 µgFer/L, 24, 48, 72 et 96h, grossissement x10

Ces Figures 3.8 et 3.9 montrent que l’incorporation des magnétosomes AMB1-TzTCMC
dans les cellules SKBR3 n’augmente pas après 24 heures, les magnétosomes sont bien vi-
sibles en fond clair et avec l’anticorps anti-AMB1, beaucoup moins avec l’anticorps anti-
Trastuzumab et plus du tout après 48 heures. Ces données suggèrent une dégradation du
Trastuzumab assez rapide après incorporation.
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Fig. 3.9 – Immunomarquage avec l’anticorps anti-Trastuzumab sur cellules SKBR3 incubées
avec les magnétosomes AMB1-TzTCMC, 1000 µgFer/L, 24, 48, 72 et 96h, grossissement x20

La Figure 3.10 illustre les résultats obtenus sur les cellules MDA-MB-231 incubées avec
des magnétosomes AMB1-TzTCMC à la concentration de 1000 µgFer/L en révélant les ma-
gnétosomes par l’anticorps anti-AMB1 (in&out).
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Fig. 3.10 – Immunomarquage avec l’anticorps anti-AMB1 sur des cellules MDA-MB-231
avec les magnétosomes AMB1-TzTCMC, 1000 µgFer/L, 24, 48, 72 et 96h, grossissement x20

La Figure 3.11 illustre les résultats obtenus sur les cellules MDA-MB-231 incubées avec
des magnétosomes AMB1-TzTCMC à la concentration de 1000 µgFer/L en révélant les ma-
gnétosomes par l’anticorps anti-Trastuzumab (MAB95471, protocole in&out).

Ces Figures 3.10 et 3.11 montrent que l’incorporation des magnétosomes dans les cellules
MDA-MB-231 augmente un peu entre 24 et 48 heures mais n’évolue pas à 72 et 96 heures.
Comme observé sur les cellules SKBR3, les magnétosomes sont visibles en fond clair et avec
le marquage par l’anticorps anti-AMB1 mais très peu avec le marquage par l’anticorps anti-
Trastuzumab.
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Fig. 3.11 – Immunomarquage avec l’anticorps anti-Trastuzumab sur cellules MDA-MB-231
avec les magnétosomes AMB1-TzTCMC, 1000 µgFer/L, 24, 48, 72 et 96h, grossissement x20

Ces données suggèrent que l’incorporation se fait assez rapidement durant les 24 premières
heures de mise en contact. Les cellules MDA-MB-231 se déplacent un peu dans la boîte de
culture, pouvant incorporer lors des déplacements quelques particules supplémentaires, alors
que les cellules SKBR3 sont très statiques, elles ne sont en contact qu’avec les magnétosomes
qui se sont déposés à leur surface.
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Incubation sur cellules vivantes, sous agitation

Les traitements apportés sous agitation, gardant les magnétosomes en suspension, per-
mettent une mise en contact plus longue avec les cellules pour une même concentration,
mimant, toute proportion gardée, le flux des magnétosomes dans les organes. En effet, sans
agitation, les magnétosomes tombent indifféremment sur le fond de la boite et sur les cellules.
Or les cellules de sein étant peu mobiles (comparées aux cellules de glioblastome du projet
Mefisto) elles n’incorporent que peu de ces magnétosomes tombés au fond des boîtes.

Pour ces études, les cellules SKBR3 et MDA-MB-231 ont été ensemencées à faible densité
trois jours avant traitement, sur boîtes à fond de verre, où le milieu bouge plus facilement
qu’en LabTek du fait de la taille de la boîte. Puis les magnétosomes ont été laissés trois jours
en contact sous agitation, avant rinçage et fixation. Le choix d’une densité plus faible a été
fait pour éviter une surpopulation cellulaire après six jours de croissance.

La Figure 3.12 et la Figure 3.13 illustrent les résultats obtenus en comparant les magnéto-
somes conjugués et non conjugués à la concentration de 500 µgFer/L, après trois jours d’in-
cubation sous agitation, sur les lignées SKBR3 (Figure 3.12) et MDA-MB-231 (Figure 3.13).

Fig. 3.12 – Incubation des cellules SKBR3 avec les magnétosomes AMB1-WT et AMB1-
TzTCMC, 3 jours sous agitation, 500 µgFer/L, grossissement x10
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Fig. 3.13 – Incubation des cellules MDA-MB-231 avec les magnétosomes AMB1-WT et
AMB1-TzTCMC, 3 jours sous agitation, 500 µgFer/L, grossissement x10

Ces figures sont à comparer avec la Figure 3.14 réalisée à partir des données des études
cinétiques précédentes, sans agitation, à la concentration de 500 µgFer/L à 72 heures. Ces
images permettent de confirmer que sous agitation l’incorporation des magnétosomes au
cours du temps est plus élevée qu’en incubation classique, statique.
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Fig. 3.14 – Incubation des cellules SKBR3 et MDA-MB-231 avec les magnétosomes AMB1-
TzTCMC, 72h, 500 µgFer/L, en condition statique, grossissement x20

Lors du projet Mefisto, nous avions remarqué que les magnétosomes s’incorporaient mieux
en les ajoutant en plusieurs fois. Nous avons donc réalisé un essai de traitements multiples sur
les cellules SKBR3, à deux concentrations 100 et 1000 µgFer/L. Les magnétosomes AMB1-
TzTCMC sont ajoutés en trois fois sous agitation, en les laissant en incubation 3 à 4 jours
entre deux ajouts.

La Figure 3.15 illustre l’incorporation au cours du temps et des ajouts des magnétosomes.
Á la concentration de 100 µgFer/L, les magnétosomes s’incorporent de plus en plus au fil
des traitements. Á la concentration de 1000 µgFer/L, les magnétosomes sont déjà très nom-
breux au premier traitement, l’augmentation de l’incorporation est cependant visible après
le deuxième traitement. Au troisième ajout, les cellules sont saturées de magnétosomes, mais
le nombre de cellules a diminué fortement.

La perte cellulaire peut provenir d’un effet cytotoxique des magnétosomes, mais aussi sim-
plement être due à une moindre résistance aux lavages, liée à la surcharge des cellules. Un
immunomarquage anti-AMB1 a été réalisé mais la fluorescence observée est beaucoup plus
faible que l’image en fond clair (résultat non montré), sans doute en raison d’une dégradation
de la membrane des magnétosomes, comme déjà observé précédemment.

page 95



3.3 Résultats in vitro Chapitre 3. Orano

Fig. 3.15 – Incubation des cellules SKBR3 avec les magnétosomes AMB1-TzTCMC, traite-
ments multiples 100 et 1000 µgFer/L, grossissement x10

Incubation sur cellules fixées

Une étude a été réalisée sur cellules fixées, pour déterminer si l’anticorps Trastuzumab et
l’anticorps couplé TCMC se fixent bien sur les cellules, sans les magnétosomes. En effet, nous
avons souhaité vérifier que le Trastuzumab se fixe bien sur sa cible et que l’incorporation des
magnétosomes conjugués n’est pas seulement due à la partie magnétosome. Pour ces études,
les cellules SKBR3 et MDA-MB-231 ont été fixées au PFA 4% après trois jours de croissance.

Un anticorps Trastuzumab humanisé (ref. MAB9589) a été mis en contact avec les cellules
SKBR3, révélé par un anticorps IgG chèvre anti-humain, lui même révélé par un anticorps
secondaire anti-chèvre. La Figure 3.16 montre que l’anticorps Trastuzumab se fixe bien sur
les cellules SKBR3 (HER2+++).

Fig. 3.16 – Incubation des cellules SKBR3 avec l’anticorps Trastuzumab MAB9589, gros-
sissement x10
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Les cellules SKBR3 et MDA-MB-231 ont ensuite été incubées avec l’anticorps Trastu-
zumab (ref. MAB9589) ou l’anticorps Trastuzumab couplé TCMC fourni par OranoMed.
Un anticorps anti-Trastuzumab produit chez la souris (ref. MAB9547) et un anticorps anti-
Trastuzumab produit chez le lapin (MAB95471) ont permis de révéler l’anticorps Trastuzu-
mab sur les cellules SKBR3 et MDA-MB-231. Deux anticorps différents ont été utilisés car les
cellules MDA-MB-231 réagissent de façon non spécifique à l’anticorps secondaire anti-souris,
le MAB9547 n’est donc pas utilisable avec ces cellules (résultat non montré).

La Figure 3.17 illustre la fixation de l’anticorps Trastuzumab sur les cellules SKBR3 et
MDA-MB-231. Un réhaussement significatif de la fluorescence est observé sur les cellules in-
cubées avec l’anticorps Trastuzumab couplé TCMC par rapport à l’anticorps Trastuzumab
non couplé.

Fig. 3.17 – Immunomarquage par l’anticorps anti-Trastuzumab des cellules SKBR3 et des
cellules MDA-MB-231 avec l’anticorps Trastuzumab seul et couplé TCMC, grossissement
x20

Ces images ont révélé un effet important du chelateur TCMC, capable de se fixer à la
membrane des cellules MDA-MB-231 et SKBR3. Cette propriété du chélateur augmente les
possibilités de fixation de l’anticorps couplé, par rapport à l’anticorps non couplé.
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3.3.2 Culture cellulaire en 3D

Les modèles cellulaires en 3D sont de plus en plus utilisés pour tester des molécules d’in-
térêt, ainsi que décrit au Paragraphe 4.1 du Chapitre Projet 3D. Les interactions cellulaires
en 3D sont extrêmement importantes et permettent aux cellules de mieux résister aux mo-
lécules cytotoxiques. Il m’a paru intéressant de développer des modèles en 3D afin de tester
l’incorporation des magnétosomes dans ces conditions.

Au vu des résultats obtenus par des traitements multiples sur des modèles cellulaires en
2D, il m’a aussi paru intéressant de traiter plusieurs fois les sphéroïdes, afin de déterminer si
les cellules saturent ou bien s’il est possible de “charger” plus les sphéroïdes en magnétosomes
au cours du temps. Le développement des méthodes de culture cellulaire en 3D est présenté
dans le Chapitre Projet 3D, Paragraphe 4.2.

Le modèle choisi a consisté en la préparation de microsphéroïdes générés par culture sous
agitation, en matériel standard (flacons de culture non adhérents). Ce modèle est simple à
mettre en œuvre et permet d’obtenir des sphéroïdes denses, sauf dans le cas des SKBR3 qui
ne s’agglutinent que par quelques cellules. Les sphéroïdes de cellules SKBR3, MDA-MB-231,
A431 et MCF12a sont traités avec des magnétosomes à 1000 µgFer/L, sous agitation, trois
jours répétés trois fois.

La Figure 3.18 (fond clair, image A et immunomarquage anti-AMB1, image B) et la Fi-
gure 3.19 (coloration Perl’s) montrent l’incorporation de magnétosomes AMB1-WT et AMB1-
TzTCMC dans les sphéroïdes de cellules SBR3, MDA-MB-231, MCF12a et A431, traités sous
agitation 1000 µgFer/L, trois jours, répétés trois fois.

Ces Figures montrent que toutes les lignées ont incorporé les magnétosomes, conjugués
ou non. Comme déjà observé avec des modèles de culture cellulaire en 2D, le contenu en fer
(fond clair ou coloration Perl’s) est plus important que l’immunomarquage par l’anticorps
anti-AMB1.

Les magnétosomes conjugués et non conjugués pénètrent encore mieux dans les modèles
cellulaires en 3D sous agitation que dans les modèles cellulaires en 2D, pour toutes les li-
gnées. Les cellules positives pour HER2, SKBR3 (+++) et A431 (++), montrent une forte
incorporation des magnétosomes conjugués au cours du temps, mais c’est également le cas
des cellules négatives pour HER2 (MDA-MB-231 et MCF-12a).
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Fig. 3.18 – Sphéroïdes de cellules SBR3, MDA-MB-231, MCF12a et A431, traités avec les
magnétosomes conjugués et non conjugués, immunomarquage anti-AMB1, grossissement x20

La Figure 3.20 illustre la différence observée sur les cellules SKBR3 en fonction du lot de
magnétosomes et des conditions d’incubation. En effet, les cellules SKBR3 traitées avec les
magnétosomes issus du lot 2 ont montré une charge en fer très importante, mais un grand
nombre de cellules s’était décollé des boîtes lors des rinçages. Lors de l’essai suivant, avec le
lot 3, les cellules ont été ensemencées plus denses, limitant l’incorporation par cellule mais
permettant de conserver les cellules sur les boîtes. Les cellules incubées avec le lot 3 ont
incorporé les magnétosomes de façon importante mais sans les surcharger au point de se
décoller lors des rinçages.
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Fig. 3.19 – Sphéroïdes de cellules SBR3, MDA-MB-231, MCF12a et A431, non traités versus
traités avec les magnétosomes conjugués et non conjugués, coloration Perl’s, grossissement
x10

Fig. 3.20 – Sphéroïdes de cellules SKBR3, traités avec les magnétosomes conjugués, colo-
ration Perl’s, comparaison des lots 2 et 3 sur les cellules SKBR3, ROI d’images à x10
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La Figure 3.21 compare des régions d’intérêt des boîtes ensemencées avec les lignées
SKBR3 (HER2+++) et MDA-MB-231 (HER2-), incubées dans les mêmes conditions, avec
le lot 3. Il est intéressant de noter que les cellules SKBR3 semblent avoir incorporé du fer
dans les noyaux (flèches rouges) beaucoup plus que les cellules MDA-MB-231 qui semblent
maintenir une grande partie des magnétosomes à la membrane (flèches vertes).

Fig. 3.21 – ROI des images de sphéroïdes de cellules SKBR3 (A) et de sphéroïdes de cel-
lules MDA-MB-231(B) traités avec les magnétosomes conjugués AMB1-TZTCMC, coloration
Perl’s, grossissement x10
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Comme le montre la Figure 3.18, les cellules A431 montrent une bien meilleure incor-
poration des magnétosomes conjugués par rapport auxmagnétosomes non conjugués, c’est
également le cas des cellules MCF12a. Un autre essai a été mené dans les mêmes conditions
sur les cellules A431, pour comparer l’incorporation des magnétosomes conjugués ou non
conjugués, en multitraitements à faible concentration 100 µgFer/L.

La Figure 3.22 illustrant la quantité de fer révélée par la coloration Perl’s, sur des sphé-
roïdes de cellules A431, montre la différence d’incorporation des magnétosomes AMB1-WT
et AMB1-TzTCMC. Les magnétosomes conjugués s’accumulent dans les sphéroïdes au cours
du temps, alors que les magnétosomes non conjugués sont toujours très peu nombreux après
trois traitements.

Fig. 3.22 – Coloration Perl’s sur des sphéroïdes de cellules A431, traités par les magnéto-
somes à 100 µgFer/L, ROI d’images prisent à un grossissement x10
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Les conclusions de ces études in vitro sont donc :
— En culture cellulaire en 2D, les magnétosomes conjugués et non conjugués

sont incorporés dans les lignées de cancer de sein SKBR3 (HER2+++) et
MDA-MB-231 (HER2-), de façon non spécifique.

— En culture cellulaire en 2D, les magnétosomes conjugués ciblent plus spé-
cifiquement des cellules de cancer de peau A431 (HER2++).

— En culture cellulaire en 2D, l’incorporation non spécifique n’est pas liée à
la nature mammaire ou tumorigène des cellules, car les MCF7 n’en incor-
porent que très peu alors que les cellules MCF12a en incorporent beaucoup.

— En culture cellulaire en 2D et en 3D le traitement réalisé sous agitation
permet une incorporation encore augmentée en utilisant des traitements
multiples.

— En culture cellulaire en 2D, l’anticorps Trastuzumab couplé TCMC se fixe
à la membrane des cellules MDA-MB-231 bien qu’elles n’expriment pas le
récepteur HER2, le TCMC est donc capable de se fixer sur les membranes
cellulaires.

— En culture cellulaire en 3D, les magnétosomes conjugués sont incorporés
dans toutes les lignées mais les cellules positives à HER2 semblent en
incorporer un peu plus, surtout les A431.

— Les résultats in vitro obtenus sur des cultures cellulaires 2D et 3D indiquent
que le traitement anti-HER2 peut être apporté aux cellules HER2+++ par
les magnétosomes.

3.4 Résultats in vivo

3.4.1 Modèle tumoral

Bien que les résultats in vitro soient mitigés du fait du manque de spécificité des ma-
gnétosomes conjugués sur les lignées de cancer du sein, il a été décidé de vérifier in vivo
si les magnétosomes peuvent être utilisés pour cibler les tumeurs HER2+. Les deux lignées
exprimant le plus les récepteurs HER2 in vitro, SKBR3 et A431, ont donc été utilisées pour
développer des modèles in vivo au laboratoire.

La lignée A431 a été préférée en première instance, du fait de la meilleure spécificité des
magnétosomes conjugués sur cette lignée, ainsi que de son potentiel tumorigène plus élevé.
Les modèles de cancer du sein développés avec la lignée SKBR3 pour le projet sont présen-
tés au chapitre Projet 3D (Paragraphe 4.6.3). Les cellules SKBR3 sont faiblement tumori-
gènes [Holliday et Speirs, 2011], formant des tumeurs de petites tailles [Singhal et al., 2018],
avec une croissance lente même si elles expriment fortement les récepteurs HER2.
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Brièvement, pour le modèle A431 les cellules cultivées comme décrit à l’Annexe A.3.5 sont
prélevées et une suspension cellulaire de cellules est préparée en Matrigel ™ 50% et gardée
sur glace jusqu’à l’implantation. Différentes conditions d’implantation ont été testées, avec
et sans anesthésie,en injectant 5 millions ou 2,5 millions de cellules, sur un modèle de souris
NMRI nude femelle. Les animaux sont soit non anesthésiés, soit anesthésiés à la xylazine/ké-
tamine (10/100 mg/kg, 10 ml/kg), puis l’implantation est réalisée par injection sous-cutanée,
avec fermeture du point d’injection à la colle chirurgicale. Les tumeurs ont été mesurées avec
un pied à coulisse et le volume tumoral est estimé par la formule (longeur x largeur2)/2.

La Figure 3.23 montre la croissance des tumeurs au cours du temps, tous lots confondus, la
Figure B.13 présentée en Annexe B.10 montrant la croissance de chaque tumeur par groupe.

Fig. 3.23 – Croissance des tumeurs A431, trois conditions d’implantation : lot 1 ◦ (5 mil-
lions de cellules implantées sans anesthésie), lot 2 □ (5 millions de cellules implantées sous
anesthésie), lot 3 △ (2,5 millions de cellules implantées sous anesthésie), des courbes de
tendances pour chaque conditions sont représentées lot 1 (courbe jaune), lot 2 (courbe verte)
et lot 3 (courbe bleue)
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Le premier essai d’implantation de 5 millions de cellules, réalisé sans anesthésie, montre
une disparité importante de croissance tumorale entre les animaux, ainsi qu’une croissance
fortement exponentielle après 20-25 jours pour un tiers des animaux, réduisant fortement la
fenêtre temporelle d’utilisation des tumeurs pour des acquisitions l’IRM.

Le second essai d’implantation de 5 millions de cellules a été réalisé sous anesthésie pour
optimiser le placement par rapport au foie : les tumeurs ont eu une croissance moins rapide
mais plus homogène. La position de la tumeur par rapport au foie a son importance, du
fait de la captation très rapide des magnétosomes par le foie. Sur les images IRM, le foie
apparait complètement noir après injection. Si la tumeur est positionnée trop près du foie,
il devient difficile de la distinguer du tissu hépatique, mais il est également intéressant de
pouvoir confirmer le passage des magnétosomes dans le flux sanguin après injection en ayant
une image du foie. Les tumeurs atteignent un volume important à partir de 20-25 jours après
implantatio, la position sur l’animal permettant de l’installer sans contrainte dans le lit du
scanner IRM, et de réaliser des images IRM combinant la visualisation de la tumeur et du foie.

La différence de croissance tumorale entre les deux lots peut être due à plusieurs facteurs.
La première hypothèse est que les cellules, quoique présentant un taux de viabilité supé-
rieur à 95 pourcents, n’avaient pas tout à fait la même vitesse de croissance. La deuxième
hypothèse est liée à l’anesthésie, qui réduit le stress et la température de l’animal, ce qui
peut jouer sur la croissance tumorale. Un troisième test a été effectué sous anesthésie, en
injectant 2,5 millions de cellules, afin de comparer la croissance avec une implantation de
5 millions de cellules. En effet, selon les modèles, il est parfois contre-productif d’implanter
une concentration trop importante de cellules. Cette implantation de 2,5 millions de cellules
permet d’obtenir une croissance similaire à celle obtenue lors du deuxième essai, avec dans
les deux cas la même disparité de croissance (2/9 tumeurs ont une croissance ralentie). Ces
souris, tous lots confondus, ont été utilisées pour acquérir des premières images IRM.

3.4.2 Résultats IRM in vivo

Une première étude a consisté à injecter les magnétosomes conjugués, sans plomb, à des
souris saines, afin d’évaluer si la conjugaison apportait un changement dans la biodistribution
dans le corps ou une toxicité liée à la conjugaison par l’anticorps et le TCMC, par rapport
aux données déjà obtenues lors du projet Mefisto. Cette première étude a confirmé que la
biodistribution des magnétosomes conjugués par le Trastuzumab-TCMC est identique à celle
des magnétosomes non conjugués. Les paramètres d’imagerie sont décrits en Annexe B.11,
avec la Figure B.15 qui illustre la biodistribution dans le foie et la rate. Aucune toxicité n’a
été identifiée après 48 heures.

Puis des souris porteuses de tumeurs ont été utilisées. Le modèle A431 a été préféré pour
la première étude IRM, du fait de sa croissance plus rapide. Les tumeurs avant injection
montrent une hétérogénéité interne, des zones d’œdèmes ou de nécrose semblant occuper le
centre des tumeurs les plus volumineuses, comme le montre la Figure B.16 en Annexe B.11.

Les magnétosomes non conjugués, conjugués-Trastuzumab-TCMC et conjugués-Trastuzumab-
TCMC-Plomb non radioactif ont été ensuite injectés par voie intraveineuse à la concentration
prévue de 200 µmol/kg, chez des souris NMRI nude femelles porteuses de tumeurs A431 (n=2
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pour chaque type de magnétosomes).

La Figure B.17 à l’Annexe B.11 résume les traitements apportés à chaque animal, ainsi
que le volume tumoral mesuré avant l’injection.

La Figure 3.24 illustre le réhaussement du signal IRM obtenu en injectant les magnéto-
somes conjugués Trastuzumab-TCMC et Trastuzumab-TCMC-Plomb, versus les magnéto-
somes non conjugués, dans les tumeurs (flèches bleues). Cette figure illustre également le
fort réhaussement du signal IRM hépatique (flèches rouges), le foie étant la voie d’élimina-
tion du fer dans l’organisme. Le réhaussement a été observé dès les premières minutes après
l’injection. Á noter que la suspension de magnétosomes conjugués avec le plomb est plus
visqueuse que la suspension sans plomb. Cette viscosité entraine une difficulté suplémentaire
à l’injection.

Fig. 3.24 – Acquisitions IRM sur des souris porteuses de tumeur A431 après injection des
magnétosomes AMB1-WT (A), des magnétosomes AMB1-TzTCMC (B) ou des magnéto-
somes AMB1-TzTCMC-Pb (C)

Les premiers résultats IRM montrent une différence de réhaussement du signal dans la zone
tumorale entre les animaux traités par les magnétosomes non conjugués (pas de réhaus-
sement, image A) et les animaux traités par les magnétosomes conjugués Trastuzumab-
TCMC (réhaussement important, image B) et Trastuzumab-TCMC-Plomb (réhaussement
plus faible, image C). Ce réhaussement limité pour les animaux traités avec les magnétosomes
conjugués Trastuzumab-TCMC-Plomb est le signe d’un effet de la présence du plomb.
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Parmi les hypothèses envisagées, nous avons identifié la taille des magnétososmes conjugués-
Pb, supérieure à celle des non conjugués, ce qui peux entrainer un passage plus faible de
la barrière hémato-tumorale, la viscosité supérieure des solutions conjuguées-Pb ou encore
l’accès aux récepteurs HER2 plus difficile dû à la présence du Plomb. Une différence notable
entre les lots de souris implantées à 2,5 et 5 millions de cellules a également été observée,
le réhaussement étant plus important sur les souris implantées avec 5 millions de cellules, à
taille de tumeur égale.

Á la fin de l’étude, les animaux sont euthanasiés par exsanguination-perfusion (voir protocole
décrit en Annexe B.4), pour prélever les organes d’intérêt pour des études histologiques.

Les conclusions de cette étude sont donc :

— Réhaussement du signal IRM après injection des magnétosomes conjugués
Trastuzumab-TCMC par rapport aux magnétosomes WT, sur le modèle
A431 (n=4), signal néanmoins hétérogène dans les tumeurs et entre les
tumeurs.

— Réhaussement du signal IRM après injection des magnétosomes conjugués
Trastuzumab-TCMC plus élevé que celui obtenu par les magnétosomes
conjugués Trastuzumab-TCMC-Pb sur le modèle A431 (n=4). La visco-
sité accrue de la suspension des magnétosomes conjugués Trastuzumab-
TCMC-Pb peut en être la cause.

3.5 Résultats ex vivo

Les pièces anatomiques conservées à -80°C sont utilisées pour réaliser des études histo-
logiques, après découpe au cryostat. Les études histologiques ont pour but de déterminer la
structure interne des tumeurs (hétérogènes en IRM), notamment la quantité de vaisseaux
sanguins et de cellules HER2+, ainsi que leur répartition dans le volume tumoral. L’histolo-
gie permet également de visualiser si les magnétosomes ont bien ciblés les cellules HER2+.
Les magnétosomes peuvent être révélés par l’anticorps anti-AMB1 ou par l’anticorps anti-
Trastuzumab utilisé in vitro.

Plusieurs immunomarquages ont été réalisés sur les tumeurs A431. Les protocoles sont dé-
crits en Annexe B.5. La Figure 3.25 illustre la présence du récepteur HER2 dans les cellules
tumorales in vivo, ainsi que la structure interne des tumeurs. Les cellules HER2+ sont en
effet regroupées en structures alvéolaires arrondies, avec un espace vide de cellules au centre.
Ces alvéoles sont entourées de cellules n’exprimant pas HER2, probablement du tissu murin.
La taille des tumeurs est comprise entre 1000 et 2000 mm3, mais seule une partie du volume
tumoral contient des cellules HER2+, essentiellement en périphérie.
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Au centre de chaque tumeur on peut observer une zone nécrotique/œdémateuse plus ou
moins étendue, avec peu de cellules (visualisées par le marquage des noyaux avec le colorant
nucléaire Hoechst 33342).

Fig. 3.25 – Immunomarquage avec un anticorps anti-HER2 sur une coupe de tumeur A431,
grossissement x10

La Figure 3.26 illustre la vascularisation des tumeurs A431 (implantation à 5 millions de
cellules). Les vaisseaux sanguins sont révélés par l’anticorps anti-CD31 déjà utilisé lors du
projet Mefisto. Les vaisseaux sont de différentes tailles, allant du diamètre de capillaires (5
à 30 µm) à celui de veinules ou d’artérioles (50 à 100 µm). Ils sont regroupés en périphérie,
le centre de la tumeur étant peu vascularisé.
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Fig. 3.26 – Immunomarquage avec un anticorps anti-CD31 sur une coupe de tumeur A431,
grossissement x10

Le manque de vaisseaux sanguins au centre limite l’accès des magnétosomes à cette zone.
Ces images confirment l’hypothèse de zones d’œdèmes/nécrose importantes dans ces tu-
meurs. La partie active est donc limitée à la périphérie, réduisant la zone d’intérêt. De plus,
la résolution des images IRM 200 x 200 x 600 µm ne permet pas de voir beaucoup de détails.
Un stade tumoral plus précoce permettrait peut-être d’éviter cette configuration, qui dilue
l’effet des magnétosomes et complique l’analyse IRM.

La Figure 3.27 qui combine les marquages d’HER2 et CD31, montre que les vaisseaux et
les cellules tumorales sont relativement éloignés les uns des autres. En effet, les vaisseaux
sanguins sont retrouvés dans les zones de cellules HER2- (murines), entourant les alvéoles
de cellules HER2+. Cette configuration a pour conséquence d’ajouter de la distance entre
les cellules tumorales et les magnétosomes passant la barrière hémato-tumorale.
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Fig. 3.27 – Double immunomarquage avec des anticorps anti-HER2 et anti-CD31 sur une
coupe de tumeur A431, grossissement x10

Cette configuration limite l’intérêt du modèle pour l’évaluation de l’incorporation des ma-
gnétosomes à court terme, l’accès aux cellules HER2+ n’étant pas immédiat. Les tumeurs
issues d’une implantation à 2,5 millions de cellules, quoique d’un volume similaire à celles ob-
tenues avec une implantation de 5 millions, montrent une diminution importante du nombre
de cellules HER2+ en alvéoles, mais également des vaisseaux sanguins moins bien formés,
souvent limités à un amas de cellules endothéliales pas encore bien organisées en vaisseaux
sanguins, plus diffus, d’un diamètre plus petit atteignant rarement 50 µm (voir Figure B.14
en Annexe B.10). Les zones de nécroses/œdèmes sont tout autant importantes dans les deux
conditions d’implantations. Ces images expliquent la différence de réhaussement du signal
IRM obtenu entre les deux lots. Le modèle le plus pertinent est donc celui à 5 millions de
cellules injectées par souris.
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Les souris porteuses de tumeurs A431 (implantées avec 5 millions de cellules) traitées par
les magnétosomes conjugués TzTCMC et conjugués TzTCMC-Pb ayant montré un réhausse-
ment du signal IRM ont été utilisées pour réaliser des immunomarquages avec les anticorps
anti-AMB1 et anti-Trastuzumab (MAB95471), en double marquage avec l’anticorps anti-
CD31 révélant les vaisseaux sanguins. Afin de pouvoir comparer les images entre elles, les
durées d’acquisition de chaque filtre ont été les mêmes pour chaque animal et pour chaque
anticorps. De même, le contraste utilisé pour chaque marquage à été le même pour chaque
animal par série de double marquage. Le signal en Alexa647 (rouge) étant faible, il a nécessité
une durée d’acquisition longue (1500 ms) pour chaque anticorps anti-Trastuzumab et anti-
AMB1. Cependant, l’intensité du signal obtenu est plus élevée pour l’anticorps anti-AMB1,
le signal de l’anti-Trastuzumab sortant à peine du bruit de fond. Une coupe contrôle a été
réalisée pour chaque double marquage, pour chaque animal, en n’utilisant que les anticorps
secondaires.

La Figure 3.28 (souris traitées par les magnétosomes WT), la Figure 3.29 (souris traitées
par les magnétosomes Tz-TCMC) et la Figure 3.30 (souris traitées par les magnétosomes
Tz-TCMC-Pb) illustrent la présence des magnétosomes retrouvés ex vivo dans les tumeurs,
détectés avec l’anticorps anti-AMB1. Les images A et C de ces trois figures montrent les
immunomarquages avec les anticorps anti-AMB1 et CD31, les images B et D le contrôle
réalisé par l’incubation des anticorps secondaires seuls.

Fig. 3.28 – Souris traitées par les magnétosomes AMB1-WT, immunomarquages par l’anti-
corps anti-AMB1 et l’anticorps anti-CD31 (A et C) versus contrôle (B et D), grossissement
x10
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Fig. 3.29 – Souris traitées par les magnétosomes AMB1-TzTCMC, immunomarquages par
l’anticorps anti-AMB1 et l’anticorps anti-CD31 (A et C) versus contrôle (B et D), grossisse-
ment x10

Fig. 3.30 – Souris traitées par les magnétosomes AMB1-TzTCMC-Plomb, immunomar-
quages par l’anticorps anti-AMB1 et l’anticorps anti-CD31 (A et C) versus contrôle (B et
D), grossissement x10
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Les souris traitées avec les magnétosomes WT, Tz-TCMC et Tz-TCMC-Pb montrent
un marquage dans les tumeurs, avec des magnétosomes isolés proches des vaisseaux san-
guins et des zones telles que les alvéoles HER2+. Le marquage est plus intense et la surface
plus importante (visuellement) pour les magnétosomes conjugués que les magnétosomes non
conjugués. L’effet EPR (voir Chapitre Mefisto, Paragraphe 2.3.2) explique le marquage avec
l’anticorps anti-AMB1 observé dans les tumeurs traitées par les magnétosomes WT. Le ré-
haussement du signal observé pour les souris traitées par les magnétosomes conjugués et
conjugués-Plomb s’explique par la présence de l’anticorps Trastuzumab.

À noter que contrairement aux observations in vivo par l’IRM, l’immunomarquage avec
l’anticorps anti-AMB1 est au moins aussi intense, si ce n’est plus, pour les souris traitées
avec les magnétosomes conjugués-Plomb, que pour les souris traitées avec les magnétosomes
conjugués sans Plomb. Cette observation tendrait à indiquer que si la partie visible à l’IRM
(composante vasculaire) est plus importante pour les souris traitées avec les magnétosomes
conjugués sans Plomb, la partie tissulaire (ayant atteint la cible) est similaire pour les magné-
tosomes conjugués, avec ou sans Plomb. L’immunomarquage révèle donc une incorporation
des magnétosomess significative, bien que peu importante par rapport au signal observé en
IRM.

Il faut noter également qu’une partie des magnétosomes sont retrouvés à proximité im-
médiate du bord de la tumeur, à l’extérieur du tissu, cela pourrait signifier un décrochage
partiel des magnétosomes du tissu en bordure durant les étapes de découpe et d’immuno-
marquage. Cette perte diminue mécaniquement le nombre de magnétosomes retrouvés dans
les tissus tumoraux.

La Figure 3.31 (souris traitées par les magnétosomes WT), la Figure 3.32 (souris traitées
par les magnétosomes Tz-TCMC) et la Figure 3.33 (souris traitées par les magnétosomes
Tz-TCMC-Pb) illustrent la présence des magnétosomes retrouvés ex vivo dans les tumeurs,
détectés avec l’anti-Trastuzumab, référence MAB95471, en double marquage avec l’antcorps
anti-CD31.

Les images A et C de ces trois figures montrent l’immunomarquage par l’anticorps anti-
Trastuzumab, MAB95471 et l’anticorps anti-CD31, les images B et D le contrôle réalisé par
l’incubation des anticorps secondaires seuls.
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Fig. 3.31 – Souris traitées par les magnétosomes AMB1-WT, immunomarquages avec l’an-
ticorps MAB95471 et l’anticorps anti-CD31 (A et C) versus contrôle (B et D), grossissement
x10

Fig. 3.32 – Souris traitées par les magnétosomes AMB1-TzTCMC, immunomarquages avec
l’anticorps MAB95471 et l’anticorps anti-CD31 (A et C) versus contrôle (B et D), grossisse-
ment x10
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Fig. 3.33 – Souris traitées avec les magnétosomes AMB1-TzTCMC-Plomb, immunomar-
quages avec l’anticorps MAB95471 et l’anticorps anti-CD31(A et C) versus contrôle (B et
D), grossissement x10

Les souris traitées avec les magnétosomes WT ne montrent aucun marquage ce qui est
cohérent. Les souris traitées avec les magnétosomes conjugués Tz-TCMC et Tz-TCMC-Pb
montrent un marquage dans les tumeurs au niveau des zones telles que les alvéoles HER2+.
Ce marquage est beaucoup plus faible que le marquage avec l’anticorps anti-AMB1, le nombre
de cible n’étant pas le même. En effet, le nombre d’anticorps Trastuzumab fixés aux magné-
tosomes étant de l’ordre de 400 TzTCMC par magnétosome alors que l’anticorps anti-AMB1,
anticorps polyconal, reconnait sans doute un nombre important de protéines de surface sur
la membrane du magnétosome qui exprime plus de 200 protéines différentes [Xu et al., 2014].
De plus, les modèles cellulaires ont montrés une dégradation plus rapide du signal généré
par l’anticorps anti-Trastuzumab par rapport à l’anticorps anti-AMB1.

La Figure 3.34 (souris traitées par les magnétosomes WT), la Figure 3.35 (souris traitées
par les magnétosomes Tz-TCMC) et la Figure 3.36 (souris traitées par les magnétosomes
Tz-TCMC-Pb) illustrent la présence des particules de fer retrouvés ex vivo dans les tumeurs,
détectés avec la coloration Perl’s (protocole en Annexe B.6), réalisée après 24, 48 ou 72
heures de perméabilisation des tissus (Triton 0.2%).
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Fig. 3.34 – Souris traitées avec les magnétosomes AMB1-WT, Coloration au Bleu de Prusse,
perméabilisation 24 heures (A, C), 48 heures (B, E) et 72 heures (C, F), grossissement x10)

Fig. 3.35 – Souris traitées avec les magnétosomes AMB1-TzTCMC, Coloration au Bleu de
Prusse), perméabilisation 24 heures (A, C), 48 heures (B, E) et 72 heures (C, F), grossisse-
ment x10
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Fig. 3.36 – Souris traitées avec les magnétosomes AMB1-TzICMC-Pb, Coloration au Bleu
de Prusse), perméabilisation 24 heures (A, C), 48 heures (B, E) et 72 heures (C, F), grossis-
sement x10

La coloration bleue signale la présence de fer, sous forme d’amas de magnétosomes ou bien
de zones plus diffuses. À noter qu’une perméabilisation de 24 heures n’était pas suffisante
pour que les amas de magnétosomes apparaissent tous bleus et qu’ils soient distinguables
du tissu. Après 48 et 72 heures de perméabilisation, le nombre d’amas de magnétosomes
retrouvés est plus important, indiquant qu’une partie du fer n’est pas décelable à 24 heures,
car en limite de détection dans les cellules. Après 72 heures, une partie importante des par-
ticules se retrouve sous forme de gros amas en périphérie, voire à l’extérieur des tissus, avec
une probable perte de magnétosomes. En effet, la perméabilisation nécessaire pour passer
les trois couches bi-lipidiques que sont la membrane cellulaire, la membrane des endosomes
et la membrane des magnétosomes elle-même et atteindre ainsi le cœur de fer, fait que les
particules de fer sortent des tissus et s’agglutinent entre elles par attraction magnétique.

La comparaison des tumeurs traitées par les magnétosomes non conjugués et conjugués
montre que l’on retrouve plus d’amas de magnétosomes (à 72 heures de perméabilisation)
dans les tumeurs conjugués, de façon visuelle (sans quantification).
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Les conclusions de cette étude sont donc :

— La cible HER2 est bien exprimée dans les tumeurs A431.

— De larges zones d’œdème ou de nécrose sont présentes au centre des tu-
meurs, la partie active est en périphérie, limitant l’intérêt du modèle.

— Les cellules A431 HER2+ forment des alvéoles dans le tissu qui les entoure,
à distance des vaisseaux sanguins, limitant l’accès des magnétosomes aux
cellules tumorales.

— L’anticorps anti-AMB1 révèle que les magnétosomes non conjugués sont
incorporés dans la tumeur, de façon plus faible que les magnétosomes
conjugués. Les magnétosomes conjugués Tz-TCMC et Tz-TCMC-Pb sont
retrouvés de façon similaire, ce qui ne permet pas de confirmer l’écart
observé en IRM.

— La coloration Perl’s montre que les particules de fer sont retrouvées de
façon plus importante (visuellement) dans les tumeurs traitées par les ma-
gnétosomes conjugués.

3.6 Conclusion et perspectives

La spécificité des magnétosomes conjugués avec l’anticorps anti-HER2 est retrouvée dans
les modèles in vitro et in vivo de cancer de la peau. Ce n’est pas le cas dans les modèles
de cancer du sein in vitro, qui incorporent aussi bien les magnétosomes conjugués que non
conjugués. Le point important, cependant, est que les magnétosomes sont capables d’appor-
ter l’anticorps à sa cible, peut-être plus rapidement pour les magnétososmes conjugués sur
les cellules SKBR3.

Le modèle A431, quoique jugé initialement intéressant par sa spécificité in vitro, se révèle
moins pertinent in vivo du fait de l’organisation structurale des tumeurs. En effet, des zones
d’œdème/nécrose importantes sont présentes au centre des tumeurs. Á la périphérie, les cel-
lules HER2+ sont regroupées en alvéoles à distance des vaisseaux sanguins, limitant méca-
niquement la vitesse d’incorporation des magnétosomes dans les cellules. Cependant, malgré
cette distance, les magnétosomes sont retrouvés au niveau des cellules HER2+ en immuno-
marquage (anti-AMB1 et anti-MAB95471), et la coloration Perl’s permet de visualiser du
fer dans les tumeurs. Les immunomarquages montrent que les magnétosomes conjugués avec
ou sans plomb, atteignent leur cible. Cependant, l’intensité du marquage est faible, l’incor-
poration tissulaire est peu importante par rapport à la partie circulante dans les vaisseaux
sanguins. Limiter la croissance des tumeurs à un volume plus proche de 250 mm3 pourrait
peut-être limiter l’apparition des zones d’œdème, mais peut également limiter la vascularisa-
tion tumorale. Une étude histologique préalable serait nécessaire pour vérifier la pertinence
de ce modèle de croissance limitée.

page 118



Chapitre 3. Orano 3.6 Conclusion et perspectives

Le design des magnétosomes reste en cours d’optimisation, plusieurs pistes sont à l’étude.
L’une d’elles consiste à diminuer le nombre d’atomes de Plomb par magnétosomes, avec
comme point négatif d’être en limite de détection in vitro par ICP, pour confirmer quanti-
tativement la quantité de Plomb incorporée. Des études de ciblage du noyau cellulaire par
les magnétosomes sont également envisagées, ce qui réhausserait l’impact de la radiothérapie
sur les cellules tumorales.

Enfin, le modèle in vivo SKBR3 est difficile à mettre au point, mais les cellules SKBR3
exprimant fortement la cible HER2 et contenant des vaisseaux sanguins proches des cellules
tumorales (voir Chapitre Projet 3D), cela reste un modèle pertinent à investiguer. Le déve-
loppement d’autres modèles tumoraux in vivo pourrait également être envisagé, par exemple
des cellules de cancer ovarien SKOV3 (HER2++) ou bien d’autres lignées cellulaires de can-
cer du sein [Dai et al., 2017].
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4.1 Intérêt des modèles de culture en 3D

La culture cellulaire a été développée depuis les années 1900 [Carrel et Ebeling, 1923,
White, 1946]. Le développement des lignées cellulaires immortelles (HeLa, par le Dr George
Gey à l’institut John Hopkins, en 1951) a fait prendre un essor considérable à la culture cellu-
laire en 2D. Cela a permis de mieux comprendre la physiologie cellulaire [MacCumber et al.,
1990, Hu et Aunins, 1997] et de découvrir des nouveaux biomarqueurs [Wilson et al., 1972].
La culture cellulaire a permis d’étudier entre autre le développement des pathologies [Oku-
mura et al., 1989, Friedlander et al., 1996], les interactions entre types cellulaires [Lubetzki
et al., 1993], les voies de signalisation [Nelson et Chen, 2002, Suzuki et al., 2010]. Des tech-
nologies nouvelles, comme la production d’anticorps [Li et al., 2010], de cytokines [Zhang
et al., 1996], de matrice extracellulaire [Kleinman et al., 1982], ont considéremment amélioré
les outils disponibles pour la recherche. Des candidats médicaments ont été testés sur des
cultures cellulaires plutôt que de passer directement chez l’animal [Bradlaw, 1986, Scudiero
et al., 1988, Simon et al., 2014].

La culture cellulaire en 2D, si informative soit-elle, ne prend pas en compte les interactions
cellules-matrice extracellulaire, cellules-cellules en 3D, encore moins la migration cellulaire
en 3D [Galarza et al., 2020]. Dans le domaine du cancer, le taux de succès minime en clinique
(5%) des thérapies efficaces sur les modèles in vitro en 2D et en xénogreffes chez l’animal
a soulevé de nombreuses interrogations [Kola et Landis, 2004]. La pertinence des modèles
cellulaires en 2D, qui dérivent au cours du temps en perdant l’hétérogénéité de la tumeur
primaire, a été remise en question [Tveit et Pihl, 1981]. De même, les xénogreffes, implan-
tations sous cutanées de tumeurs, ont été évaluées comme moins capables de reproduire les
pathologies humaines que des modèles orthotopiques, implantation de cellules dans l’organe
cible [Wilding et Bodmer, 2014].

L’importance du microenvironnement tumoral et des interactions multiples en 3D, a été de
plus en plus démontré aussi bien en clinique [Bissell et Hines, 2011] qu’en préclinique [Bhadri-
raju et Chen, 2002]. De nombreux modèles de cultures cellulaires en 3D ont été développés en
vingt ans, de plus en plus sophistiqués et complexes [Choi et al., 2014], permettant l’étude
des modifications induites par l’organisation en 3D [Kapałczyńska et al., 2018, Ma et al.,
2018]. Des études comparatives entre les modèles de culture cellulaire en 2D et en 3D [Chit-
choltan et al., 2012] montrent que les candidats médicaments n’ont pas le même effet en
fonction du type de culture cellulaire [Pickl et Ries, 2009, Brodeur et al., 2021]. De fait, un
consensus s’est rapidement fait jour sur l’intérêt des modèles cellulaires en 3D par rapport
aux modèles cellulaires en 2D [Jensen et Teng, 2020], même si celle-ci est encore très utilisée.

Le renforcement croissant des règles d’éthique en expérimentation animale au cours des
deux dernières décennies a également accru le besoin de modèles intermédiaires entre les
modèles cellulaires classiques (2D) et les modèles animaux. Les modèles cellulaires en 3D
sont donc très intéressants de ce point de vue, non seulement pour étudier un modèle tumo-
ral mais également étudier des aspects particuliers de la physiologie, comme le passage au
travers de la BHE [Roux et al., 2019], la capacité d’une nanoparticule à atteindre les cellules
tumorales [Sokolova et al., 2020] ou les mécanismes mis en jeu dans la formation des plaques
amyloïdes [Pavoni et al., 2018a].
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La recherche sur les cellules souches et la possibilité de reprogrammer des cellules différen-
ciées en cellules progénitrices [Corrò et al., 2020] ont permis le développement de véritables
organoïdes, multicellulaires, comprenant de la matrice extracellulaire [Hayden et Harbell,
2021], capables de mimer des pathologies bien plus efficacement [Amin et Paşca, 2018, Azza-
relli, 2020], prenant en compte des facteurs tels que l’hypoxie qui peut se développer dans le
centre des tumeurs [Musah-Eroje et Watson, 2019]. Le travail sur les cellules souches permet
aussi d’envisager des thérapies réparatrices [Samoilova et al., 2018].

La possibilité de travailler directement sur les cellules humaines, en 3D, permet d’avan-
cer vers une médecine dite “personalisée” [Liu et Chen, 2018]. Les modèles issus directement
de cellules de patients [Jacob et al., 2020, Heider et al., 2021] peuvent permettent d’étudier
des pathologies rares et de tester une thérapie spécifique à un patient [Kim et al., 2020].
Des modèles multi-cellulaires 3D sont également en cours de développement, pour prendre
en compte la vascularisation tumorale [Wang et al., 2019, Gerigk et al., 2021, Tang et al.,
2021].

Dans le cadre de cette thèse, je présente ici les modèles de culture cellulaire en 3D sur lesquels
j’ai travaillé, des modèles tumoraux de gliobastome humain monocellulaire et bi-cellulaire
(avec des cellules endothéliales humaines), de modèles monocellulaires de cancers humains
(sein et peau). Les conditions de culture de chaque lignée sont décrites en Annexe A.3. Je
présente tout d’abord les différentes méthodes utilisées pour créer des modèles de culture
en 3D, puis la caractérisation des sphéroïdes de cellules U87MG et différentes solutions de
fixation. Ensuite, je présente les modèles bi-cellulaires de cellules humaines de glioblastome
et de cellules endothéliales, avec différentes méthodes pour les distinguer l’une de l’autre
dans les sphéroïdes. Pour finir je présente les applications de ces modèles pour nos projets,
in vitro et in vivo.

4.2 Modèles tumoraux monocellulaires

Je me suis intéressée aux modèles cellulaires 3D dès 2010, dans le cadre du projet Iseult,
partenariat entre NeuroSpin et le laboratoire Guerbet pour le développement de nouveaux
agents de contraste à très forte relaxivité. Nous avions souhaité réaliser des fantômes avec
les cellules, en les gardant en vie au moins quelques heures, pour tester l’incorporation des
agents de contraste fonctionnalisés. Ainsi un premier modèle très simple a été réalisé, en
mettant en suspension (0,2 million/mL) des cellules humaines de glioblastome (grade IV),
les cellules U87MG, dans un gel de matrice extracellulaire (Matrigel™ à 25%). Les cellules
se développent très facilement, interagissant en trois dimensions pour créer en trois jours
un réseau cellulaire assez dense. Ce modèle ne mime cependant pas la densité cellulaire des
tumeurs in vivo, c’est pourquoi les modèles de type sphéroïde ont été développés.
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4.2.1 Sphéroïdes : Méthode des gouttes inversées ou MGI

Description de la méthode

Ce modèle reprend la technique dite de la goutte inversée [Kelm et al., 2003, Foty, 2011].
J’ai utilisé cette méthode avec les cellules U87MG. Brièvement, une suspension cellulaire
est préparée à partir de cellules en culture 2D classique. Des gouttes de la suspension sont
disposées sur le couvercle d’une boîte de culture, une goutte par puits. Le couvercle est remis
sur la boîte remplie de tampon pour garder le niveau d’hydratation. Les cellules tombent à
l’extrémité de la goutte, par l’effet de la gravité, créant un sphéroïde en s’agrégeant entre
elles. J’ai commencé par tester différentes concentrations de cellules et différents volumes
de gouttes, afin de déterminer les meilleures conditions de croissance des sphéroïdes. Puis,
afin d’obtenir des amas de plus grande taille plus rapidement, j’ai introduit des étapes de
regroupement par deux des sphéroïdes, dans une nouvelle goutte. Cette méthode a permis
de raccourcir considérablement le processus, mais entraîne beaucoup de manipulations et
parfois la perte de certains sphéroïdes.

Une fois que l’amas de cellules atteint environ 0,5 mm de diamètre, il devient difficile de
le garder suspendu. J’ai donc prélevé et déposé ces sphéroïdes sur une couche de Matrigel™.
Là encore quelques essais ont été nécessaires pour déterminer les meilleures conditions de
croissance dans le gel, afin de garder en vie et en croissance les sphéroïdes. Les plus gros
sphéroïdes sont gardés des semaines, en double couche de Matrigel™, et sont capables de
créer des “métastases”, sphéroïdes-fils distants de quelques millimètres de la tumeur initiale.
Le protocole final est décrit dans la Figure C.2 (Annexe C.2).

Les sphéroïdes ainsi obtenus peuvent être facilement congelés et décongelés à la demande
(voir Annexe C.2), afin de les préparer à l’avance. Ils peuvent aussi être fixés (PFA 4% pen-
dant 15 minutes) et coupés pour réaliser des études en immunohistologie. Néanmoins, les
processus de fixation, congélation et découpe, induisent une perte importante de la couronne
du sphéroïde, seule la zone la plus proche du cœur nécrotique étant préservée, ce qui limite
l’utilisation des coupes en histologie.

De plus, cette méthode n’est pas applicable à toutes les lignées cellulaires : j’ai testé trois
lignées de cancer du sein (MDA-MB-231, MCF7 et SKBR3), mais les sphéroïdes se désa-
grègent pendant les manipulations, ou même meurent dans les gouttes. J’ai malgrè tout
utilisé cette méthode pendant des années, avant l’acquisition d’un agitateur pouvant être
utilisé dans l’incubateur.

Caractérisation des sphéroïdes de cellules U87MG obtenus en MGI

Les sphéroïdes de cellules U87MG, de taille supérieure à 2 mm, poussant dans une double
couche de matrice extracellulaire, montrent un cœur nécrotique, entouré d’une couronne très
active de cellules, capables d’envahir le Matrigel™ très rapidement, ainsi que le montre la
Figure 4.1 (images A et B, microscopie). L’image C montre des photographies de sphéroïdes
en croissance dans leur boîte, l’image D montre une image prise avec le scanner IRM. Afin de
pouvoir utiliser les sphéroïdes en imagerie IRM, il est nécessaire qu’ils atteignent une taille
d’au moins 1 à 2 millimètres.
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Fig. 4.1 – Sphéroïdes de cellules U87MG en double couche de Matrigel™ A et B (grossisse-
ment x10, microscope), C (photographies) et D (Image IRM)

Après une étape de fixation en PFA 4% et de découpe au cryostat, des immunomarquages
ont permis de vérifier que les marqueurs existants sur culture cellulaire 2D sont toujours pré-
sents en 3D, notamment l’intégrine ανβ3, le KI67 et la Vimentine. L’intégrine ανβ3 est notre
cible pour le projet Mefisto, le Ki67 est un marqueur exprimé durant les phases de croissance
du cellulaire, la Vimentine est un marqueur surexprimé dans les cellules de glioblastome et
associé à leur potentiel migratoire.

La Figure 4.2 illustre les marqueurs retrouvés dans les sphéroïdes. L’image A montre que
l’intégrine ανβ3 est bien présente en périphérie et peu dans le centre, nécrotique, avec des
portions sans cellules résiduelles, l’image B montre l’expression de la Vimentine et l’image
C montre l’expression du Ki67, marqueur de croissance retrouvé en périphérie.
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Fig. 4.2 – Coupes de sphéroïdes de cellules U87MG, immunomarquage de l’intégrine ανβ3,
de la Vimentine et de Ki67, grossissement x10

4.2.2 Sphéroïdes : Modèles sous agitation

Les sphéroïdes créés en MGI puis maintenus en double couche de Matrigel™ peuvent
rester en croissance des semaines, mais le cœur se nécrose au fur et à mesure, par défaut
de nutriments et d’oxygénation au centre. Le maintien sous agitation constante peut per-
mettre une meilleure survie des cellules, le milieu pénétrant plus en profondeur dans les
sphéroïdes. Un agitateur peut être placé dans l’incubateur de culture (NBIOTEK, Dutscher
ref 995042), maintenant sous agitation constante les cellules en suspension, sans vibrations.
Des modèles ont été réalisés en utilisant différents consommables de culture cellulaire (non
adhérent standard, cell-repellent, enrobage de Matrigel™).

Matériel non adhérent standard

Les cellules sont cultivées sous agitation à 30 tours/min, dans des flacons ou boîtes de
culture non adhérentes standards, non traitées pour l’adhésion, utilisés pour les cellules non
adhérentes, comme les lymphocytes par exemple. Cette méthode permet d’obtenir des petits
agrégats de cellules, des microsphéroïdes, mais pas de sphéroïdes de grande taille.

Les cellules U87MG forment rapidement des sphéroïdes (en 24 heures) et peuvent être gar-
dées en culture, en centrifugeant la suspension de sphéroïdes et en changeant le milieu. Les
cellules de cancer du sein humain, SKBR3 et MDA-MB-231, ainsi que la lignée de cellules
humaines de sein non cancéreuse MCF12a, une lignée de cancer de la peau humain A431,
une lignée murine de cancer du colon MC38, donnent toutes des microsphéroïdes avec cette
méthode. Cependant les cellules SKBR3 ne donnent que de très petits sphéroïdes (5-15 cel-
lules au maximum), entourés de nombreuses cellules isolées.

Certaines cellules, malgré l’agitation, sont capables de pousser aussi sur le fond de la boîte,
comme les cellules U87MG, après quelques jours de culture. Cette méthode n’est pas appli-
cable à toutes les lignées, les cellules hCMEC/D3 (cellules endothéliales humaines immorta-
lisées) colonisent le fond de la boîte, malgré le manque de traitement favorisant l’adhésion.
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Matériel non adhérent CELLSTAR™ Cell-Repellent

Depuis quelques années, les fournisseurs ont développé de nombreux nouveaux consom-
mables pour favoriser la culture cellulaire en 3D. Bien que beaucoup plus onéreuse que du
matériel non adhérent standard, la gamme CELLSTAR™ Cell-Repellent de Greiner Bio-One
dont la surface est traitée avec un polymère innovant, permet d’obtenir facilement des sphé-
roïdes de bonne taille sans manipulations excessives, et sans pertes.

Ces consommables donnent de très bons résultats avec les cellules U87MG : en 24 heures,
toutes les cellules de la supension cellulaire mise sous agitation, donnent un seul et unique
sphéroïde dans la boîte. La taille du sphéroïde est dépendante de la quantité de cellules en
suspension à l’ensemencement. Ce sphéroïde continue de se développer, mais très lentement.
Afin d’obtenir des organoïdes de plus grande taille, il suffit de récupérer les sphéroïdes sous
agitation et de les déposer sur une couche de Matrigel™, puis de les entretenir comme décrit
pour la procédure MGI. Cela permet de réduire la durée du protocole et de limiter les pertes
et les manipulations.

Les cellules endothéliales humaines hCMEC/D3 donnent aussi des petits sphéroïdes avec
ce protocole, contrairement à celui avec du matériel non adhérent standard. Les cellules de
cancer de la peau A431 donnent également des sphéroïdes par cette méthode mais après
quelques jours sous agitation, ils perdent leur cohésion et se désagrègent. Les cellules de
cancer du colon MC38 donnent également des sphéroïdes par cette méthode, capables de
croître sous agitation plus de sept jours.

La lignée de cancer du sein SKBR3 ne se développe pas en sphéroïdes, elle forme un ta-
pis, dense, flottant, de cellules semi-reliées entre elles mais facilement dissociables. Á noter
que les puits non utilisés des plaques 24 puits après quelques jours perdent partiellement
leur capacité de non adhérence, diminuant fortement l’obtention d’un sphéroïde.

4.2.3 Méthode par enrobage de Matrigel™

J’ai utilisé cette méthode afin d’obtenir des sphéroïdes de cellules SKBR3, qui ne don-
naient pas de résultats probants avec les autres méthodes, dans le but de les utiliser in vivo.
La lignée SKBR3 a été ensemencée en Matrigel™ 50%, à différentes concentrations (50 000
cellules/10 µL, 200 000 cellules/20 µL, 300 000/20 µL, 400 000/20 µL et pour finir 400
0000/40 µL) ou en Matrigel™ 100% (250 000cellules/20 µL), sur une plaque de silicone for-
mant des petits puits (StemCell, Organoid embedding sheet, ref 08579). Après 30 minutes à
37°C, les gouttes sont prélevées et gardées sous agitation en plaque 24 puits CELLSTAR™,
dans 2 mL de milieu. Cela permet d’obtenir des sphéroïdes assez denses, capables de croître
pendant quelques jours dans ces conditions. Après cinq jours, à partir de la condition 200
000 cellules/20 µL, des cellules SKBR3 se détachent du sphéroïde, poussant de façon isolée
autour de celui-ci. Dans le sphéroïde des agrégats de cellules en croissance sont visibles, ainsi
que le montre la Figure 4.3 (flèches rouges). Ces sphéroïdes peuvent être gardés en croissance
une dizaine de jours, après quoi des signes de nécrose apparaissent.
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Fig. 4.3 – Sphéroïdes de cellules SKBR3 obtenus à J4 par la méthode en enrobage de
Matrigel™

Cette méthode est applicable à d’autres lignées, je l’ai également utilisée pour les modèles
bi-cellulaires. Á noter que la fixation des sphéroïdes de cellules SKBR3 en Matrigel™ avec du
PFA 4% est impossible, le sphéroïde se désagrègeant complètement.

4.2.4 Fixation des sphéroïdes

Afin de conserver les sphéroïdes pour réaliser des coupes et des immunomarquages, il est
nécessaire de les fixer avec un fixateur. Le PFA 4% est une méthode classique de fixation,
mais il semble incapable de maintenir la cohésion de la matrice extracellulaire lorsque les
cellules ne forment pas un maillage dense comme pour les sphéroïdes de cellules SKBR3,
impossibles à fixer par cette méthode.

Des méthodes alternatives sont décrites comme éprouvées en cytochimie [Vincent et al.,
2009]. Un test comparant différentes solutions de fixation a été réalisé en utilisant des sphé-
roïdes de cellules U87MG décongelés et remis en croissance sur du Matrigel™ pendant six
jours, et des sphéroïdes de cellules SKBR3 préparés en enrobage de Matrigel™. L’essai a
consisté à comparer trois solutions de fixation par rapport à la méthode classique au PFA.
Il s’agit d’un mélange acétone/éthanol (1 : 1) à -20°C, d’un mélange éthanol/PEG (19 : 1),
d’une solution de glutaraldéhyde 1% en DPBS.

Toutes ces méthodes conservent l’intégrité des sphéroïdes de cellules SKBR3 et de cellules
U87MG sans doute grâce à une meilleure préservation de la matrice. Les images prises sur
les sphéroïdes fixés, avant l’étape de congélation pour découpe, présentées à l’Annexe C.3
(Figure C.3, image A), montrent en effet une couronne plus importante. Le glutaraldéhyde
donne un bon aspect en fond clair, mais induit une augmentation du bruit de fond en fluo-
rescence très importante ( Figure C.3, image B).
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Après congélation et découpe au cryostat, les coupes de sphéroïdes de cellules U87MG
ont été utilisées pour réaliser des immunomarquages par les anticorps anti-ανβ3 et anti-Ki67.
La Figure 4.4 montre que les nodules les plus grands ont un cœur nécrotique très important,
quelle que soit la méthode de fixation, entouré d’une courone plus ou moins large. La fixa-
tion au paraformaldéhyde montre une couronne un peu moins large avec souvent une zone
de cellules plus ressérrées que celles obtenues avec les fixations à base d’éthanol.

Fig. 4.4 – Immunomarquages avec les anticorps anti-ανβ3 (A) et anti-Ki67 (B) sur coupes
de sphéroïde de cellules U87MG, test des méthodes de fixation, grossissement x10

Les immunomarquages réalisés sur coupes de sphéroïdes de cellules U87MG fixés en solu-
tions d’éthanol ou de PFA sont similaires pour ce qui est de l’intégrine ανβ3 mais les fixations
éthanol/acétone et éthanol/PEG semblent réduire complètement l’immunomarquage Ki67.
Pour cette raison, la fixation au PFA 4% a été conservée pour les sphéroïdes à base de cellules
U87MG.

Les sphéroïdes de cellules SKBR3 fixés au glutaraldéhyde restent entiers, mais le bruit de
fond inhérent à la fixation est tel qu’il est difficile de distinguer l’immunomarquage par l’an-
ticorps anti-HER2 du bruit de fond (voir Figure C.4, Annexe C.3). Les sphéroïdes fixés en
solution d’éthanol/PEG et éthanol/acétone peuvent être coupés au cryostat mais se désa-
grègent lors des immunomarquages, ne laissant que quelques cellules sur la lame ; cependant
l’immunomarquage est spécifique pour HER2 (voir Figure C.5, Annexe C.3). La fixation de
ces sphéroïdes nécessitera quelques ajustements, par exemple diluer la solution de glutaral-
déhyde pourrait diminuer le bruit de fond en immunomarquages.
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Les conclusions de ce travail méthodologique de développement de sphéroïdes
monocellulaire sont donc :

— Différentes méthodes sont utilisables pour générer des sphéroïdes mais elles
ne sont pas toutes applicables à toutes les lignées cellulaires.

— La croissance des sphéroïdes peut générer une nécrose importante au centre
du sphéroïde.

— Les sphéroïdes peuvent être congelés en azote liquide, décongelés et re-
prendre leur croissance.

— Les sphéroïdes peuvent être fixés, congelés et coupés.

— Le PFA 4% reste le fixateur le plus intéressant pour la majorité des sphé-
roïdes testés, sauf pour les sphéroïdes de cellules SKBR3 qui se désagrent
après fixation au PFA. Le glutaraldéhyde est une alternative interessante
mais qui génère une autofluorescence non souhaitée. Les fixateurs a base
d’éthanol ne permettent pas d’obtenir un ummunomarquage spécifique
avec tous les anticorps testés.

4.3 Modèles tumoraux bi-cellulaires non colorés

Afin de mimer au plus près le développement tumoral in vivo, et espérer obtenir des
sphéroïdes de bonne taille avec un cœur nécrotique plus réduit, j’ai étudié la faisabilité d’un
modèle bi-cellulaire en cultivant ensemble des cellules endothéliales humaines (hCMEC/D3)
et des cellules tumorales humaines (U87MG).

4.3.1 Cellules endothéliales

Les cellules hCMEC/D3 sont des cellules de microcapillaires cérébraux issus de patient,
immortalisées par l’équipe de Pierre-Olivier Couraud [Weksler et al., 2005]. Ces cellules ex-
priment les marqueurs des cellules endothéliales et des jonctions serrées de la BHE formant
des structures de type capillaires sur matrice extracellulaire. Elles ont été développées comme
modèle in vitro de la barrière hémato-encéphalique [Hatherell et al., 2011, Weksler et al.,
2013].

Cultivées en 2D, comme décrit en Annexe A.3.7, les cellules sont fusiformes et forment une
couche dense sur du collagène de type I. Cultivées sur une couche de matrice extracellulaire
(Matrigel™) 100%, elles se développent en microstructures de type capillaire comme illustré
par la Figure C.6 (Annexe C.4). Sur une couche de matrice extracellulaire moins concentrée,
elles ne forment pas de capillaires, comme montré par la Figure C.7 (Annexe C.4).
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4.3.2 Caractérisation des deux lignées en immunomarquages

L’anticorps anti-ανβ3 permettant de marquer les cellules U87MG peut être utilisé in-
différemment sur cellules vivantes et fixées mais son prix décourage l’utilisation en culture
cellulaire pour l’imagerie sur cellules vivantes, du fait des volumes utilisés.

Les cellules hCMEC/D3 expriment peu l’intégrine ανβ3, quelques cellules apparaissent po-
sitives mais la majorité ne l’exprime pas assez pour sortir du bruit de fond. Elles partagent
différents marqueurs avec les cellules U87MG. La Figure C.8 (Annexe C.5) montre les dif-
férents marqueurs étudiés sur les deux types cellulaires et qui sont exprimés par les deux
lignées.

Les cellules hCMEC/D3 ont été immortalisées à l’aide d’une transduction avec des lenti-
virus codants pour la protéine SV40T (SV40T, pour Simian Vacuolating Virus 40 TAg),
ainsi que l’enzyme de transcription inverse hTERT (hTERT, pour human Telomerase Re-
verse Transcriptase protein).

Un anticorps spécifique ciblant SV40T permet d’identifier les noyaux des cellules transfectées
où la protéine est exprimée. Il n’est cependant utilisable qu’après une étape de perméabili-
sation sur cellules fixées, et l’expression est relativement variable d’une cellule à l’autre, une
partie des cellules ne l’exprimant plus que faiblement. Les cellule U87MG n’étant pas trans-
fectées, elles n’expriment pas du tout la protéine SV40T. La Figure 4.5 montre la différence
d’expression des deux lignées pour les marqueurs SV40T (image A) et ανβ3 (image B).
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Fig. 4.5 – Immunocytomarquages avec l’anticorps anti-SV40T (A) et l’anticorps anti-ανβ3

(B) sur les lignées cellulaires U87MG et hCMEC/D3, grossissement x10

La conclusion de ces études est que les meilleurs choix d’anticorps pour distinguer les
deux lignées, cultivées ensemble et fixées, restent l’anticorps anti-SV40T et l’anticorps anti-
ανβ3, bien que certaines cellules hCMEC/D3 expriment également l’intégrine et que certaines
n’expriment que faiblement SV40T.
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4.3.3 Culture des 2 lignées ensemble en 2D

J’ai commencé par étudier en culture 2D les modèles réalisés en cultivant ensemble les
deux lignées (modèles bi-cellulaires), afin de déterminer quel milieu choisir et quelles concen-
trations cellulaires utiliser pour d’optimiser les conditions de culture en 3D. Dans un premier
temps, j’ai mis en culture chacune des deux lignées dans le milieu de l’autre.

Les cellules tumorales U87MG sont capables de pousser dans le milieu de culture EGM2,
milieu des cellules endothéliales hCMEC/D3, mais l’inverse ne fonctionne pas. Cependant, la
croissance des cellules hCMEC/D3 n’est pas beaucoup perturbée par une dilution du milieu
EGM2 dans le milieu de culture des cellules U87MG, au ratio (3 : 1), milieu nommé par
la suite “milieu A”. Ce milieu A a donc été utilisé pour les modèles bi-cellulaires, dans un
premier temps.

Dans un deuxième temps, des variations ont été testées, avec l’ajout dans le milieu A d’acide
hyaluronique (0,1%) ou 10 mM d’HEPES (milieu B). Un milieu C a également été préparé en
enrichissant le milieu basal des cellules endothéliales (milieu EBM2), en facteur de croissance
FGF2 20 ng/mL et 10 mM d’Hépès, mais sans utiliser de sérum ni les facteurs de croissance
du milieu EGM2. L’acide hyaluronique est un composant de la matrice extracellulaire, il m’a
paru intéressant de vérifier son impact en culture cellulaire en 3D. Le milieu C est appauvri
en sérum, pouvant limiter les interactions indésirables avec des nanoparticules.

La Figure 4.6 reprend la composition des milieux testés, tout d’abord sur chaque lignée
séparemment puis sur les deux lignées cultivées ensemble en 2D puis en 3D.

Fig. 4.6 – Variations des conditions de culture des lignées U87MG et hCMEC/D3, cultivées
ensemble ou séparemment, en 2D puis 3D

Ces milieux ralentissent néanmoins la croissance des cellules U87MG et encore plus des
cellules hCMEC/D3 par rapport à leur milieu de culture respectif (voir Figure C.9, An-
nexe C.5.2). Malgré le ralentissement de la croissance des lignées cellulaires prises séparément,
une première étude en 2D, en milieu C, a montré un développement satisfaisant des cellules
tumorales, ainsi que l’apparition d’un marqueur d’angiogenèse, le facteur Von Willebrand
dans les cellules endothéliales (voir Figure C.10 Annexe C.5.2) après six jours de culture.
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Le milieu A a été préféré pour les modèles de culture cellulaire en 2D, étant le plus
proche des milieux originaux en termes de croissance. Les deux lignées ont tout d’abord été
ensemencées ensemble, au ratio 1 : 1. Le marquage par l’anticorps anti-ανβ3, ajouté dans
le milieu de culture, permet de différencier les deux types cellulaires, comme montré en
Annexe C.5.3 (Figure C.11). La croissance des cellules tumorales est plus rapide que celle
des cellules endothéliales et le ratio 1 : 1 a été rapidement remplacé par un ratio 1 : 3, afin de
conserver les deux lignées en culture, les cellules endothéliales étant rapidement submergées,
après quelques jours (J9).

4.3.4 Modèles bi-cellulaires de culture cellulaire en 3D

Un premier modèle de culture 3D bi-cellulaire a consisté à mettre en contact les deux
lignées en Matrigel™ 25% (modèle de type réseau). La Figure 4.7 montre le réseau, dont les
cellules sont impossibles à différencier les unes des autres, réseau déposé sur boîte à fond de
verre pour l’imagerie au microscope. Des structures longilignes faisant penser à des capillaires
sont clairement visibles à J1 (images A et C). Gardé en vie en le recouvrant de milieu de
culture, le réseau est capable de survivre et d’évoluer vers une structure de type sphéroïde,
très dense, en six jours (images B et D). La matrice extracellulaire entourant les cellules dans
le réseau est envahie petit à petit par les cellules en croissance.

Puis un deuxième essai a consisté à positionner un sphéroïde de cellules U87MG, obtenu par
MGI et en croissance sur double couche de Matrigel™, sur un tapis de cellules endothéliales
à J3 de croissance cultivées sur Matrigel™ 25%, puis de suivre l’évolution. Les interactions
cellulaires en 3D entre les deux lignées sont rapidement nombreuses formant des structures
de type capillaire en périphérie de la couronne de cellules tumorales, celle-ci ayant aussi
fortement été activée par la présence des cellules endothéliales.
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Fig. 4.7 – Réseau de cellules U87MG et de cellules hCMEC/D3, grossissement x10

La Figure 4.8 montre la croissance importante des cellules hCMEC/D3 en bordure de
tumeur, faisant rapidement des structures 3D reliées avec le sphéroïde de cellules tumorales,
alors que les cellules endothéliales seules en Matrigel™ 25% ne forment pas de capillaires
comme déjà montré (Figure C.7, Annexe C.4).
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Fig. 4.8 – Comparaison de la croissance d’un sphéroïde de cellules U87MG à J3 et J11 après
mise en contact avec des cellules hCMEC/D3, grossissement x10

Enfin, des sphéroïdes bi-cellulaires ont été réalisés par MGI, avec différents ratio de cellules,
allant de (4x103 U87MG + 1,6x105 hCMEC/D3) à (105 U87MG + 3x105 hCMEC/D3)/mL,
(30 µL/goutte). Toutes les concentrations testées donnent des sphéroïdes mais la concentra-
tion la plus élevée permet d’obtenir un sphéroïde plus grand, plus rapidement. La croissance
est similaire à celle des modèles monocellulaires, mais placés sur une boîte à fond de verre, la
propagation des sphéroïdes en 2D sur Matrigel™ 25% entraîne l’apparition de structures res-
semblant à des capillaires, sans pouvoir définir comment sont répartis les cellules tumorales
et les cellules endothéliales (Figure 4.9). Les sphéroïdes bi-cellulaires peuvent être congelés
et décongelés comme les monocellulaires. Après décongélation, croissance et fixation puis
découpe au cryostat, les sphéroïdes bi-cellulaires ne montraient plus que très peu de cellules
hCMEC/D3, identifiées avec l’anticorps anti-SV40T.
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Fig. 4.9 – Sphéroïde de cellules U87MG + hCMEC/D3 à J4, grossissement x5

Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer les observations sur :
— 1 : Les cellules endothéliales sont rapidement étouffées dans le sphéroïde préparé par la

méthode MGI, à cause de la croissance des cellules U87MG, et les cellules hCMEC/D3
résiduelles se trouvant dans le cœur nécrotique, l’anticorps ne fonctionne pas.

— 2 : Les cellules hCMEC/D3 ne reprennent pas leur croissance de façon satisfaisante
après la décongélation.

— 3 : Les cellules hCMEC/D3 sont essentiellement localisées en bordure externe et per-
dues à la fixation.

— 4 : L’anticorps anti-SV40T ne fonctionne pas sur coupes congelées.
Pour répondre à ces questions, pouvoir identifier les deux lignées en culture, vivantes,

m’a paru essentiel pour caractériser au mieux le modèle bi-cellulaire.

Les conclusions de ce travail de développement de modèles de culture bi-
cellulaires sont donc :

— Les cellules tumorales et les cellules endothéliales peuvent être cultivées
ensemble, en 2D et 3D.

— La croissance des cellules U87MG est beaucoup plus rapide que celle des
cellules endothéliales hCMEC/D3, différents milieux peuvent être utilisés
pour influencer la croissance.

— Les sphéroïdes bi-cellulaires congelés puis décongelés reprennent leur crois-
sance, mais le marqueur SV40T des cellules endothéliales n’apparaît plus.
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4.4 Modèles bi-cellulaires de cellules colorées

Afin de distinguer plus facilement les cellules des deux lignées cellulaire cultivées en-
semble, des marqueurs colorés ont été ajoutés aux cellules (Vybrant™, Thermo Fischer),
permettant de les distinguer pendant plus de dix jours en culture cellulaire 2D. Les solutions
de colorant cellulaire Vybrant™ passent la membrane cellulaire, sans nécessiter de perméabi-
lisation, et sont retrouvées dans le cytoplasme après une incubation de 30 minutes. La fiche
technique du fabriquant est présentée en Annexe D.3. Les cellules U87MG ont été incubées
avec un colorant rouge (Vybrant™ DID, ref V22887), les cellules hCMEC/D3 avec un colorant
vert (Vybrant™ DIO ref. V22886). Puis les cellules ont été receuillies et ré-ensemencées dans
un nouveau flacon de culture afin d’éliminer tout colorant résiduel accroché sur le support
en plastique.

La Figure 4.10 montre les cellules U87MG-DID et les cellules hCMEC/D3-DIO après trois
jours d’incubation. Les images A et B montrent chacune des lignées, cultivées séparement.
L’image C montre les deux lignées ensemencées ensemble (à faible densité), sur une période
de dix jours de croissance. On peut remarquer sur l’image D (ROI de l’image C à J5) que
quelques cellules ont partagé leur colorant (flèches rouges), mais également qu’après dix jours
certaines cellules ne sont déjà plus colorées (flèches bleues).

Fig. 4.10 – Coloration Vybrant™ des cellules U87MG (DID, rouge) et hCMEC/D3 (DIO,
vert) cultivées en 2D pendant 3 jours (images A, B et C), 5 jours (images C et D) ou 10
jours (image C), grossissement x20
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Les cellules colorées ont permis de réaliser des sphéroïdes bi-cellulaires, en gouttes inver-
sées (75% hCMEC/D3-DIO, 25%U87MG-DID), même si la dilution des colorants de division
en division diminue l’intérêt à long terme.

La Figure C.12 (Annexe C.6) illustre la croissance des sphéroïdes bi-cellulaire après un
(image A), cinq (image B) et neuf (image C) jours dans une double couche de Matrigel™. Les
deux types cellulaires sont bien présents au centre, il ne semble pas se produire de dégrada-
tion des cellules endothéliales. La résolution de l’image de la couronne dans le Matrigel™, ne
permet cependant pas de vérifier si les cellules en bordure sont bien des deux types. Pour ce
faire, un sphéroïde a été transféré après deux jours de croissance en Matrigel™, sur boîte à
fond de verre pour réaliser des images mieux résolues au microscope.

La Figure 4.11 montre la croissance du sphéroïde bi-cellulaire sur la boîte à fond de verre,
après six jours. Le sphéroïde forme des structures en bordure et les cellules envahissent ra-
pidement la boîte autour du sphéroïde (image A). Les images prises en z-stack (image B)
montrent que les cellules en bordure ont déjà beaucoup moins de colorants, limitant leur iden-
tification. L’image C, montrant à J4 et J10 les cellules les plus éloignées du cœur, révèlent
une grande proportion de cellules bicolores, mais également quelques cellules de chacun des
types cellulaires et une forte proportion de cellules non colorées.
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Fig. 4.11 – Coloration Vybrant™ des cellules U87MG (DID, rouge) et hCMEC/D3 (DIO,
vert),cultivées en 3D pendant 6 jours (images A et B), 4 et 10 jours (image C) grossissement
x10

Ces sphéroïdes, congelés puis décongelés, ne montrent plus de fluorescence, le colorant
ne résistant pas à la congélation.
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Les conclusions de ces expériences de développement de modèles bi-cellulaire
de cellules colorées sont donc :

— Les cellules tumorales et les cellules endothéliales colorées avec les colorants
Vybrant™ peuvent être cultivées ensemble dans les modèles 3D.

— La dilution des colorants lors de la croissance ne permet pas de suivre les
cellules plus de quelques jours.

— La présence d’une plus grande quantité de cellules bi-colorées que de cel-
lules d’une couleur permet de confirmer qu’il y a beaucoup plus d’interac-
tions entre les types cellulaires en 3D qu’en 2D, comme attendu.

— La coloration Vybrant™ ne résiste pas à la congélation, limitant l’intérêt de
ces colorants.

4.5 Modèles bicellulaires fluorescents

L’utilisation de colorant ne permettant pas de suivre les deux types cellulaires sur du
long terme, il a été mis au point, par transfection, deux lignées fluorescentes. En effet,
nous souhaitons pouvoir visualiser l’évolution des deux lignées tumorales et endothéliales,
dans les sphéroïdes, indépendamment l’une de l’autre, avec et sans étape de congélation.
La congélation des sphéroïdes permet de gagner du temps pour la préparation des modèles,
mais uniquement si les deux lignées sont bien présentes après avoir décongelé les sphéroïdes.

4.5.1 Transfection

Les protocoles suivis sont présentés en Annexe A.10. Les cellules hCMEC/D3 ont été
transfectées en vert, avec un plasmide permettant l’expression de la protéine pZgreen. Les
premiers essais, avec le kit GeneCellin™, s’étant avérés décevants, le kit jetOPTIMUS™ a été
utilisé. Trois transfections successives ont cependant été nécessaires pour obtenir une lignée
100% fluorescente bien que d’intensité assez variable, et au fil du temps un sous-clonage a
été nécessaire pour éliminer les cellules qui se sont débarrassées du plasmide, une partie des
cellules n’ayant pas acquis une transfection stable.

Les cellules U87MG ont été transfectées en rouge avec un plasmide permettant l’expres-
sion de la protéine E2-Crimson. Elles se sont avérées difficiles à transfecter, ne supportant
qu’un faible pourcentage de l’antibiotique de sélection (G418, 0.5%) et n’acceptant que peu
de plasmides. Trois transfections successives ont cependant permis d’obtenir des cellules suf-
fisamment fluorescentes. Malheureusement, le ratio cellules survivantes/cellules transfectées
n’a pas atteint 100% sous peine de tout perdre à la sélection. Deux sous-clonages par dilu-
tion limite ont été nécessaires (protocole décrit à l’Annexe A.11), le premier ayant généré
un sous-clone dont la rapidité de croissance était significativement plus faible que la lignée
originelle.
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La Figure 4.12 illustre les deux lignées cellulaires fluorescentes obtenues, en culture 2D,
ainsi que la vérification par immunomarquage de l’expression du marqueur SV40T pour
hCMEC/D3 (image A) et de l’intégrine ανβ3 pour U87MG (image B). L’image C montre que
la lignée de cellules endothéliales fluorescentes n’a pas perdu sa capacité à se développer en
capillaires sur Matrigel™ 100%. L’image D montre l’interaction des capillaires avec les cellules
U87MG E2-Crimson, ajoutées après trois jours de croissance des cellules endothéliales.

Fig. 4.12 – Immunomarquages avec les anticorps anti-SV40T (Image A, en rouge) sur les
cellules hCMEC/D3 pZgreen et l’anticorps anti-ανβ3 (Image B, en vert) sur les cellules
U87MG E2-Crimson, croissance des lignées transfectées sur Matrigel™ (Images C et D),
grossissement x10
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4.5.2 Modèles réalisés avec les cellules fluorescentes

U87MG WT+ hCMEC/D3 pZgreen

Les premières cellules transfectées avec succès ont été les cellules hCMEC/D3. Une pre-
mière vérification des hypothèses évoquées au Paragraphe 4.3.4 a consisté à réaliser des
sphéroïdes monocellulaires hCMEC/D3, sous agitation. Une fois fixés (PFA 4%), congelés
puis coupés, ils ont été utilisés pour vérifier la présence du marqueur SV40T sur les coupes
par immunomarquage, ainsi que le maintient de la fluorescence intrinsèque. La Figure 4.13
montre le sphéroïde vivant (image A) et une coupe du même sphéroïde après fixation, congé-
lation, découpe et immunomarquage avec l’anticorps anti-SV40T (image B). L’anticorps est
donc fonctionnel sur coupe congelée et la fluorescence des cellules transfectées ne diminue
pas après congélation.

Fig. 4.13 – Sphéroïdes hCMEC/D3-pZgreen vivant (grossissement x5, image A) et en coupes
(grossissement x10, image B)

Les premiers modèles bi-cellulaires ont été réalisés avec les cellules U87MG WT et avec les
cellules endothéliales fluorescentes. Deux modèles de sphéroïdes ont été comparés :

— un modèle sous agitation en plaque CELLSTAR™ Cell-Repellent ;
— un modèle par enrobage de Matrigel™.

Chaque modèle a été préparé à différentes concentrations en milieux A et C, le modèle
par enrobage en Matrigel™ ayant été réalisé en 50% et 100% de matrice extracellulaire. Les
sphéroïdes obtenus, après huit jours sous agitation, ont été déposés dans une bi-couche de
Matrigel™, sans agitation.
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Les sphéroïdes préparés sous agitation en plaque CELLSTAR™ Cell-Repellent, quelle que
soit la concentration utilisée, même faible, correspondent à des sphéroïdes bi-cellulaires. La
taille du sphéroïde dépend de la concentration initiale : en sept jours, le sphéroïde obtenu
atteint environ 500 à 1000 µm en fonction de la densité d’ensemencement initiale. Les condi-
tions retenues sont de 1x105 U87MG + 3x105 hCMEC/D3 /mL, 0,5 ml/puits. L’image A de
la Figure 4.14 montre les sphéroïdes obtenus en milieux A et C, et leur croissance une fois
remis en Matrigel™, sans agitation, est présentée sur l’image B.

Les sphéroïdes préparés en enrobage de Matrigel™ 50%, à très faible concentration (200
cellules U87MG+ 600 cellules endothéliales), ne se développent pas. Il faut atteindre une
concentration dix fois supérieure pour observer un envahissement de tout le gel. Après sept
jours, les cellules sont encore distinguables. L’image C de la Figure 4.14 montre un sphé-
roïde obtenu en milieu A et sa croissance une fois remis sur une couche de Matrigel™, sans
agitation. Le sphéroïde obtenu en milieu C préparé dans les mêmes conditions, a été perdu
lors des changements de milieu.

Les sphéroïdes préparés en enrobage de Matrigel™ 100%, à une concentration minimale de
6000 cellules U87MG + 9000 cellules endothéliales, se développent très rapidement et après
quelques jours, les cellules ne sont plus distinguables les unes des autres. Á concentration
dix fois plus élevée, l’envahissement de l’ensemble de la matrice est complet après trois jours
environ.

L’image D de la Figure 4.14 montre les sphéroïdes obtenus en milieux A et C, et leur
croissance une fois remis en Matrigel™, sans agitation, est présentée à l’image E.
L’image F est une ROI de l’image E : le sphéroïde en Matrigel™ 100% en milieu C est le
seul qui montre des cellules endothéliales à la couronne externe, toutes les autres conditions
montrant uniquement des cellules non fluorescentes (donc U87MG WT) à la couronne.

Ces résultats montrent qu’il est possible d’obtenir des sphéroïdes bi-cellulaires en condi-
tion sous agitation directement ou en billes de Matrigel™. Les densités d’ensemencement
conditionnent la taille du sphéroïde obtenu sous agitation. Le milieu de culture C ralentit
fortement la croissance des cellules endothéliales par rapport aux cellules tumorales, ce qui
ralentit la croissance du sphéroïde dans son ensemble.

Déposés sur une couche de Matrigel™, les sphéroïdes obtenus, quelle que soit la méthode,
reprennent une croissance 2D, avec un net avantage des cellules tumorales qui envahissent
très rapidement le pourtour du sphéroïde, en milieu A. En milieu C, la croissance est ralen-
tie et la couronne est beaucoup moins développée, même si elle comprend quelques cellules
endothéliales.
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Fig. 4.14 – Sphéroïdes de cellules U87MG WT et hCMEC/D3-pZgreen, cultivés sans
Matrigel™ (A et B), en enrobage de Matrigel™ 50% (C) ou 100% (D et E) grossissement
x5

U87MG E2-Crimson + hCMEC/D3 pZgreen

Quelques sphéroïdes bi-cellulaires ont été réalisés avec le premier clone de lignée U87MG
E2-Crimson, dont la croissance était trop lente pour être satisfaisante. Bien que le clone ne
soit pas optimal, la création de sphéroïdes bi-cellulaires fluorescents par la méthode sous
agitation en plaques CELLSTAR™ Cell-Repellent, en milieu A, a montré une intrication des
cellules les unes par rapport aux autres. Les deux lignées sont clairement bien visibles dans
les sphéroïdes, même après plusieurs jours de croissance.

Les sphéroïdes ont été pour une partie fixés au PFA 4% pendant 15 minutes, afin d’être
utilisés en microscopie pour vérifier la compatibilité avec les processus de transparisation,
évoqués au Chapitre 5. Les autres ont été congelés puis décongelés, et mis en croissance en
Matrigel™, afin de vérifier si les cellules hCMEC/D3 ne reprennent pas leur croissance après
la décongélation (hypothèse 2, paragraphe 4.3.4).

La Figure 4.15 montre les sphéroïdes en croissance sous agitation pendant sept jours (image
A), puis congelés et décongelés, avant d’être de nouveau laissés en croissance sur une couche
de matrice extracellulaire pendant huit jours (image B). L’image B montre, comme cela a
déjà été observé précédement, que la couronne en croissance est formée de cellules tumorales
quasi exclusivement.
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Les cellules tumorales se sont développées après la congélation, alors que les cellules endo-
théliales ne redémarrent pas leur croissance à la couronne. Les échanges cellulaires entre les
deux lignées sont visibles dans quelques cellules U87MG qui ont acquis un peu de matériel
pZgreen (image D).

L’image C montre une image prise en apotome après transparisation. La solution de trans-
parisation GClear17d3 permet de réaliser une image du sphéroïde sur quelques centaines de
µm, sans perte de fluorescence. Cette solution est décrite dans le Chapitre Transparency
(Paragraphe 5.3.2).

Fig. 4.15 – Sphéroïde U87MG E2- Crimson et hCMEC/D3 pZgreen vivant sous agitation
(grossissement x5, image A), sur Matrigel™ (grossissement x10, image B), après transparisa-
tion (MIP, grossissement x5, image C), et une ROI de l’image B (image D)
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Puis un sous-clone U87MG E2-Crimson ayant une vitesse de croissance satisfaisante a été
sélectionné et la même étude a été réalisée en comparant les milieux A et B. La Figure C.13
(voir Annexe C.7) montre que les résultats obtenus sont identiques, confirmant de fait l’hy-
pothèse 2 à savoir que les cellules endothéliales ne semblent pas être capable de reprendre
leur croissance après décongélation dans les sphéroïdes. Dans ces conditions (création sous
agitation en plaque CELLSTAR™ Cell-Repellent), les milieux A et B donnent des résultats
très similaires.

Les milieux A, B et C ont été testés en condition “enrobage” de Matrigel™ 25 et 50% versus la
condition préparation sous agitation, sans Matrigel™. La Figure 4.16 montre la différence de
croissance obtenue en fonction des conditions testées. La concentration du Matrigel™ utilisée
a un fort impact sur la croissance en milieux B et C. En effet, à la concentration de 50%, la
croissance est fortement ralentie par rapport à la croissance en milieu A (image A).

Il faut noter cependant, en milieu C après dix jours, l’apparition de structures de type
microcapillaires dans la matrice, comme celles observées en 2D. La différence de croissance
est moins importante en Matrigel™25% , bien que le ratio cellules tumorales/endothéliales
semble s’inverser après sept jours de croissance en comparant les milieux A et C (image B).
Enfin, la croissance sans Matrigel™ en milieu C montre un net avantage à la croissance des
cellules tumorales, par rapport aux milieux A et B (image C).

Ces résultats soulignent l’importance du milieu de culture et de l’environnement pour la
croissance des modèles bi-cellulaires. En effet, si le milieu A semble garantir un ratio assez
équilibré entre les cellules U87MG et hCMEC/D3, les cellules tumorales sont cependant
retrouvées plus en périphérie, sauf dans la condition 50% de matrice extracellulaire. En mi-
lieu B, la densité élevée de matrice extracellulaire semble réduire à néant la croissance des
cellules endothéliales, alors qu’une concentration plus faible ou nulle de Matrigel™ permet
de retrouver une bonne croissance des cellules endothéliales, y compris en périphérie. En
milieu C, une densité élevée de matrice extracellulaire diminue fortement la croissance des
deux lignées, mais favorise l’apparition de microstructures. Une densité moyenne favorise les
cellules endothéliales, alors que sans matrice extracellulaire les cellules tumorales reprennent
l’avantage.
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Fig. 4.16 – Sphéroïdes de cellules U87MG E2- Crimson et hCMEC/D3 pZgreen, comparai-
son milieux A, B et C, en condition 50% Matrigel™ (A), 25% Matrigel™ (B) ou sans Matrigel™,
grossissement x10

Des développements futurs sont envisagés pour améliorer la production de ces modèles,
par exemple en faisant croître les cellules endothéliales dans un hydrogel plus structuré
(comme la matrice Biomimesys™ commercialisé par HCS Pharma) avant d’ajouter les cel-
lules tumorales.
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La stimulation de la formation des microtubes à l’aide de molécules pro-angiogéniques,
comme par exemple l’urotensine II (UII, pour Urotensine II) [Le Joncour et al., 2021], le
cannabidiol [Luo et al., 2019] ou de l’angiopoietin-1 [Pafumi et al., 2015]. Une autre ap-
proche peux être l’utilisation de concentrations en facteurs de croissance plus élevée que
celles présentes dans le milieu EGM2. Le VEGF est le facteur de croissance le plus impor-
tant dans la croissance vasculaire [Moccia et al., 2019]. L’ajout dans le milieu de cytokines
(IL-8, pour interleukin-8) [Dwyer et al., 2012] pourrait également stimuler la vasculogénése
et également les interactions avec les cellules tumorales. L’ajout d’une lignée immortalisée
de cellules microgliales est également envisagée, afin de mimer l’envahissement de la tumeur
par les cellules microgliales.

Les conclusions de ces espériences de développement de modèles bi-cellulaires
de cellules fluorescentes sont donc :

— Les modèles bi-cellulaires peuvent être maintenus en croissance sous agi-
tation.

— Les conditions d’ensemencement et de milieu de culture ont un fort impact
sur les sphéroïdes, une croissance ralentie modifiant la structure interne du
sphéroïde.

— Une fois que les sphéroïdes ont été remis en culture en 2D en double
couche de Matrigel™, les cellules tumorales prennent le pas sur les cellules
endothéliales, réduisant l’intérêt de cette méthode de croissance.

— La congélation/décongélation des sphéroïdes bi-cellulaires ne permet pas
de retrouver une croissance normale des cellules endothéliales, contraire-
ment au modèle monocellulaire U87MG ; ces modèles devront être préparés
de novo pour chaque étude.

4.6 Applications des modèles de culture cellulaire 3D

4.6.1 Projet Iseult

J’ai utilisé la lignée U87MG pour créer des sphéroïdes monocellulaires, que j’ai pu garder
en culture jusqu’à atteindre une taille très importante (de l’ordre de 1 cm). Une communi-
cation pour le congrès international WMIC (poster) a été réalisée, présentée en Annexe C.1,
portant sur l’utilisation de ces modèles cellulaires en 3D in vitro pour des applications IRM.
Ce poster reprend les résultats obtenus en imagerie IRM pour tester l’incorporation d’un
agent de contraste fonctionnalisé dans les cellules U87MG. Après trois heures d’acquisition
IRM, sans ajout de milieu, sans oxygénation, maintenues environ à 37°C par une soufflerie
d’air sur le tube, les cellules en réseau sont encore en vie à 93%, les cellules des sphéroïdes
seulement à 65% mais dans leur globalité (cœur nécrotique compris).
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L’acquisition d’images IRM in vitro sur ces sphéroïdes 3D est donc possible sur une durée
significative (trois heures), sans matériel de survie, sachant que ce type de matériel (milieu
oxygéné et à température de 37°C) est difficile à mettre en œuvre en environnement ama-
gnétique pour des canners IRM à très haut champ magnétiques.

Une autre étude a été réalisée, en utilisant les cellules actives de la couronne du sphéroïde
pour réaliser des implantations orthotopiques chez l’animal. Brièvement, les cellules de la
couronne du sphéroïde ont été prélevées par ponction à la seringue Hamilton et gardées sur
glace. Les animaux ont été implantés comme décrit au Chapitre 2 (Paragraphe 2.3.1), mais
au lieu d’injecter une suspension cellulaire, ce sont des cellules de la couronne qui ont été
implantées. Cette méthode permet d’obtenir des tumeurs avec beaucoup moins de cellules,
entre 10 000 et 15 000 au lieu des 120 000 cellules de la méthode classique. La numération
a été réalisée le lendemain de l’implantation sur des prélèvement similaires sur les mêmes
sphéroïdes, dissociés à l’aide d’enzymes (trypsine et collagénase IV).

La Figure 4.17 montre la croissance des tumeurs obtenues (courbes colorées), en compa-
raison avec le modèle classique (courbes noires).

Fig. 4.17 – Implantation de cellules issues de sphéroïdes U87MG in vivo
.
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L’endroit du prélèvement a une grande importance, entraînant soit une croissance très ra-
pide (prélèvement sur la bordure la plus externe, courbe jaune), soit une croissance plus
lente (prélèvement trop proche du cœur nécrotique, courbe rose). Le prélèvement dans la
zone médiane (courbes vertes) ne donnait que des tumeurs soit trop agressives soit pas as-
sez. Après avoir enlevé la bordure la plus externe (courbes rouges), les prélévements dans
la zone médiane donne les résultats les plus reproductibles, avec une croissance légèrement
plus rapide que le modèle classique (courbes noires).

Ce modèle n’a pas été utilisé par la suite dans ce projet, les études des produits de contrastes
ayant débutées avec le modèle classique, le coût élévé du Matrigel™ a aussi été un facteur
pris en considération. Cependant, les travaux réalisés ont permis d’envisager l’utilisation de
sphéroïdes pour les études in vivo et pas seulement in vitro. Cette option sera également
testée lors du projet Orano.

Les conclusions de cette partie sont donc :

— Les modèles cellulaires 3D que nous avons développés peuvent être utilisés
en IRM, même pour des temps d’acquisitions longs.

— Les modèles cellulaires 3D que nous avons développés peuvent être utilisés
pour générer des modèles tumoraux in vivo, avec dix fois moins de cellules.

4.6.2 Projet Mefisto

Les modèles 3D ont rapidement été évoqués au Paragraphe 2.2.7 du Chapitre 2 (Projet
Mefisto) : le but était de déterminer si ces modèles pouvaient à terme limiter le recours aux
animaux pour des tests préliminaires, comme la détermination de la dose efficace d’agent de
contraste par exemple.

Durant le projet Mefisto proprement dit, les modèles utilisés ont été tout d’abord le mo-
dèle réseau puis les sphéroïdes monocellulaires de cellules U87MG, obtenus en MGI, avec
croissance en double couche de Matrigel™ 15 et 25%.

Le modèle réseau a permis de comparer l’incorporation des protéines Venus et VenusRGD
dans les cellules U87MG, en 3D. Les cellules sont ensemencées en Matrigel™ 25% conte-
nant directement les protéines (concentration de 0,66 µg/mL), incubées quatre jours puis
rincées deux heures dans du milieu, avant d’être remises en Matrigel ™ pour deux jours.
La Figure 4.18 illustre bien la différence d’incorporation des fluorophores en fonction de la
présence ou non du peptide RGD.
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Fig. 4.18 – Cellules U87MG en réseau, quatre jours d’incubation avec Venus et VenusRGD,
versus non traitées, grossissement x10

Ces premiers résultats encourageants en réseau 3D nous ont incités à mettre des sphé-
roïdes déjà constitués (préparés par la méthode MGI) en contact avec les fluorophores couplés
ou non, introduits directement dans la couche de gel. L’incorporation a été très faible : la
couronne des sphéroïdes, plus dense que le réseau, n’a finalement incorporé que très peu de
protéines. Afin d’améliorer la mise en contact, les sphéroïdes ont été sortis de la matrice ex-
tracellulaire, pour incubation dans le milieu de culture, sans agitation, durant deux à quatre
jours, puis rincés durant deux jours. La Figure C.14 (Annexe C.8.1) montre les résultats
obtenus, malheureusement moins intéressants que ceux de l’essai réalisé en réseau, du fait
du manque de reproductibilité entre les sphéroïdes.

Divers tests ont néanmoins été réalisés avec les magnétosomes AMB1V et AMB1VRGD,
en mettant en contact les particules (2 mg/L) et les sphéroïdes. Un rinçage à l’aide d’ai-
mants disposés sur le coté de la boîte a été tenté, sans succès. Le guidage magnétique est
une voie intéressante pour manipuler les nanoparticules de fer par rapport à certaines cibles
cellulaires, néanmoins la viscosité de la matrice extracellulaire dans ces conditions n’a pas
permis d’éliminer les magnétosomes en excès. Ces essais ont été jugés non concluants et l’uti-
lisation des sphéroïdes a été stoppée pour le projet Mefisto. Des sphéroïdes ont cependant
été passés en imagerie IRM, comme lors du projet Iseult, pour vérifier que le fer incorporé,
même présent qu’à la surface, est décelable en IRM dans ces conditions, ce que confirme la
Figure 4.19 (baisse de la valeur de T2 lors des traitements avec des magnétosomes).
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Fig. 4.19 – Sphéroïdes de cellules U87MG traités AMB1VRDG vs AMB1V vs non traités,
images IRM quantitatives T2

Plusieurs années après la fin du projet Mefisto, l’acquisition de l’agitateur qui est placé
dans l’incubateur a permis de réaliser d’autres études. Les premiers modèles produits dans
ces conditions ont été les microsphéroïdes monocellulaires U87MG, créés en flacons de culture
non adhérents standards, avec mise en contact avec les magnétosomes directement dans le
milieu de culture, non modifié, sous agitation (30 tours/min), 24 ou 48 heures avant d’être
déposés sur une boîte à fond de verre pour adhésion 24 heures, puis fixés au PFA 4% pour
réaliser des immunomarquages et des colorations. Une description succincte des protocoles
de traitement est présentée en Annexe C.8.

Le premier essai a consisté à mettre en contact les microsphéroïdes avec les magnétosomes
AMB1-V versus AMB1-VRGD, à la concentration de 250 µg/L pendant 24 heures, sous
agitation. Un immunomarquage “in&out” avec l’anticorps anti-AMB1 comme déjà décrit au
Chapitre 2 (Paragraphe 2.2.5), associé à l’anticorps anti-ανβ3, a été réalisé. Les acquisitions
ont été faites avec le module Apotome, permettant de faire des images en profondeur et des
reconstructions MIP. La coloration Perl’s modifiée avec une perméabilisation préalable de 24
heures a été réalisée sur une deuxième boîte par condition.
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Fig. 4.20 – Microsphéroïdes monocellulaires U87MG, 24h d’incubation sous agitation avec
des magnétosomes AMB1-V (A) vs AMB1-VRGD (B), 250 µgFer/L rélévés en immunomar-
quage avec l’anticorps anti-AMB1 (A, B) ou en coloration Perl’s (C), grossissement x10

La Figure 4.20 montre qu’on retrouve bien dans ce modèle de culture 3D la spécificité
des magnétosomes fonctionnalisés RGD (image B) par rapport aux magnétosomes non fonc-
tionnalisés (image A). L’image B permet aussi d’observer qu’une partie non négligeable de
magnétosomes sont encore à la surface des cellules (out en rouge). L’image C montre la
coloration du fer dans et autour des sphéroïdes.
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Un deuxième essai a été réalisé avec les magnétosomes AMB1-VRGD, à la concentration de
1000 µg/L pendant 24 versus 48 heures, sous agitation. Les mêmes marquages, colorations
et acquisitions qu’au premier essai ont été réalisés.

Fig. 4.21 – Microsphéroïdes monocellulaires U87MG, 24 (A) et 48h (B) d’incubation sous
agitation avec les magnétosomes AMB1-VRGD, 1000 µgFer/L, révélés par l’anticorps anti-
AMB1, grossissement x10

La Figure 4.21 montre une différence entre les temps d’incubation 24 et 48 heures. En effet,
si on peut retrouver sur l’image A une incorporation élevée de magnétosomes AMB1VRGD
dans les cellules, notamment celles qui ont commencé de migrer en 2D à partir des sphéroïdes
pendant les 24 heures d’adhésion, l’image B montre qu’à 48 heures, le nombre de magnéto-
somes AMB1VRGD semble sensiblement plus faible.

On peut observer à 24 et encore plus à 48 heures un défaut de marquage des agrégats
qui ne sont plus visibles qu’en lumière blanche (flèches rouges). L’observation des boîtes
avant fixation a montré également un nombre très important de magnétosomes s’étant agré-
gés entre eux et ne pouvant plus rester accrochés aux cellules du fait de la taille des agrégats.

La Figure 4.22 montre que la coloration Perl’s permet de retrouver moins de fer dans les
sphéroïdes à 48 heures (image A), les agrégats de magnétosomes trop importants s’étant pro-
bablement partiellement décrochés. Les sphéroïdes paraissent aussi sensiblement plus denses
à 48 heures, limitant l’accès des magnétosomes à l’espace entre les cellules. L’image B montre
qu’après 48 heures sous agitation, certains sphéroïdes ne présentent déjà plus d’intégrines
ανβ3 en leur centre mais uniquement en périphérie, préfigurant les zones de nécrose observées
sur les sphéroïdes de grande taille et les tumeurs cérébrales in vivo.
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Fig. 4.22 – Microsphéroïdes monocellulaires U87MG, 24 (A) et 48h (B) d’incubation sous
agitation avec les magnétosomes AMB1-VRGD, 1000 µgFer/L, révélés par la coloration Perl’s
(A) et l’anticorps anti-AMB1 (B, 48h), grossissement x10

Ces résultats corroborent ceux obtenus en 2D, sur l’importance d’éviter l’agrégation des
magnétosomes fonctionnalisés durant la mise en contact avec les cellules cibles à long terme,
et sur la perte de fonctionnalité de l’anticorps anti-AMB1 sur les agrégats.

Des sphéroïdes monocellulaires U87MG non fluorescents, créés en MGI puis congelés quatre
ans, décongelés et remis en croissance sous agitation, ont également été traités avec des ma-
gnétosomes AMB1-VRGD. Un premier essai a consisté à mettre en contact les sphéroïdes
avec des magnétosomes AMB1-VRGD à 250 µg fer/L, pendant quatre jours sous agitation,
avant de rincer et fixer les échantillons, puis les congeler et les couper.

La Figure 4.23 montre que les magnétosomes fonctionnalisés sont retrouvés principalement
en bordure mais également partiellement jusqu’au centre des sphéroïdes, quelles que soient
les modalités de traitement. Les magnétosomes sont bien visibles en fond clair mais ne sont
pas tous révélés par l’anticorps anti-AMB1. Les amas noirs non fluorescents peuvent être
des agrégats de magnétosomes ou bien des résidus cellulaires, notamment dans la zone de
nécrose (image A).

La révélation du fer par coloration au Bleu de Prusse (image B) confirme la présence de
fer, surtout visible à la bordure du sphéroïde, avec de nombreuses particules décrochées vi-
sibles à l’extérieur des coupes. Comme déjà démontré lors du projet Mefisto, sur coupes, la
quantité de fer révélé par la coloration est inférieure au nombre de magnétosomes visibles
en fond clair. La comparaison avec les modèles cellulaires en 2D et les microsphéroïdes sous
agitation semble montrer moins d’incorporation de magnétosomes AMB1-VRGD dans les
modèles de culture cellulaire 3D préparés en MGI.
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Fig. 4.23 – Coupes de sphéroïdes de cellules U87MG incubés sous agitation avec les ma-
gnétosomes AMB1-VRGD, 250 µgFer/L pendant 4 jours, grossissement x10

Un deuxième essai avec ces sphéroïdes a été réalisé en multi-traitements, 100 µgFer/L
pendant trois jours, renouvelés trois fois, sous agitation. Puis les sphéroïdes ont été fixés au
PFA 4%, congelés et coupés. En comparant les résultats obtenus entre un seul traitement à
250 µgFer/L pendant quatre jours et les multi-traitements (3 x 100µgFer/L), une différence
majeure apparaît.

En effet, en traitements multiples, (100 µgFer/L pendant trois jours d’incubation, renouvelés
trois fois), l’image A de la Figure 4.24 montre que l’anticorps anti-AMB1 révèle les corps
cellulaires et leurs noyaux, alors que ce n’est pas le cas lors d’un traitement unique sur quatre
jours. Ce résultat, obtenu sur deux coupes par sphéroïde (deux immunomarquages réalisés à
des jours différents), sur trois sphéroïdes distincts, semble montrer que lors d’une incubation
longue à faible concentration, les magnétosomes peuvent atteindre les noyaux des cellules
cibles.

Les images en fond clair ne permettent pas de distinguer les particules, soulignant une
incorporation sans formation d’agrégats dans ces conditions. La bordure est également plus
épaisse, la durée de croissance sous agitation ayant été plus longue lors des multi-traitements.
Ce paramètre a sans doute également permis une répartition plus homogène des magnéto-
somes dans les cellules. Cela reste à reproduire sur un autre lot de sphéroïdes pour confirmer
ce résultat. L’image B montre les particules de fer retrouvées dans ces sphéroïdes, sous forme
de très petits agrégats (coloration Perl’s).
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Fig. 4.24 – Coupes de sphéroïdes de cellules U87MG incubés sous agitation avec les ma-
gnétosomes AMB1-VRGD, 100 µgFer/L pendant trois jours renouvelés 3 fois, grossissement
x10

Á plus fort grossissement (x 20), comme sur la Figure 4.25, il est clair que l’anticorps
anti-AMB1 reconnait spécifiquement les cellules ayant incorporé les magnétosomes (image
A), le secondaire seul (image B) montrant un signal dans le bruit de fond. L’image C montre
le fer, révélé par la coloration Perl’s. L’image D montre un champ de vue hors sphéroïde
coloré par la méthode Perl’s, qui révèle que de nombreuses particules de fer se retrouve
hors du tissu. En fond clair, les magnétosomes ne sont pas visibles alors que la coloration
Perl’s révèle de nombreuses microparticules, ce qui semble confirmer que l’incorporation des
magnétosomes dans les cellules suite à une incubation à faible concentration sur une durée
plus longue, est plus homogène y compris au centre et que moins d’agrégats se forment en
surface.
Ces résultats sont à rapprocher des résultats obtenus en in vivo et présentés dans le Chapitre
2 (Paragraphe 2.3.2), qui montrent une meilleure incorporation des magnétosomes dans les
tumeurs cérébrales lorsqu’ils sont administrés en doses fractionnées plutôt qu’en monodoses.
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Fig. 4.25 – Sphéroïdes de cellules U87MG incubés 3 jours sous agitation avec les magnéto-
somes AMB1-VRGD, 100 µgFer/L, renouvelés 3fois, grossissement x20

Puis des sphéroïdes bi-cellulaires fluorescents, directement créés sous agitation en plaques
CELLSTAR™ Cell-Repellent ont été mis en contact avec les magnétosomes fonctionnalisés,
dans les milieux de culture A, B et C, sous agitation, à 250 µgFer/L. Des modèles de sphé-
roïdes bi-cellulaires, créés en enrobage de Matrigel™ et gardés en plaques Cell-Repellent, sous
agitation, ont été aussi mis en contact avec les magnétosomes AMB1-VRGD, dans les mêmes
conditions.

La Figure 4.26 montre l’incorporation des magnétosomes AMB1-VRGD après trois jours
d’incubation, dans les sphéroïdes vivants. L’image A compare les sphéroïdes en enrobage de
Matrigel™ 50% en fonction des milieux, l’image B montre les sphéroïdes créés sous agita-
tion sans Matrigel™. Quel que soit le modèle, en milieu B, les magnétosomes AMB1-VRDG
s’agrègent plus fortement entre eux et tombent au fond des puits, diminuant l’intérêt de
ce milieu. En milieu C, les magnétosomes AMB1-VRDG sont au contraire plus dispersés,
probablement grâce à l’absence de sérum. En milieu A, les magnétosomes sont plus agrégés
qu’en milieu C, mais sont plus accrochés aux sphéroïdes. Afin de déterminer si l’incorpora-
tion a atteint l’intérieur des sphéroïdes, ceux-ci ont été fixés au PFA4 %, et congelés pour
réaliser des coupes, ultérieurement.

Les procédures de transparisation et d’immunomarquages nécessitent de manipuler plusieurs
fois les sphéroïdes et entraînent des pertes importantes de matière : le premier essai a ainsi vu
la perte totale des sphéroïdes utilisés. Pour pallier à cette destruction, j’ai prévu d’enrober
les sphéroïdes dans un gel pour les protéger.
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Fig. 4.26 – Sphéroïdes bi-cellulaires U87MG et hCMEC/D3, 72 heures d’incubation sous
agitation avec les magnétosomes AMB1-VRGD, 250µgFer/L fer, vivants, grossissement x5

Le Phytagel™ est un réactif utilisé comme substitut à l’agar dans la culture des plantes
in vitro [Kaçar et al., 2010, Lebedev et al., 2018]. Le Phytagel™, produit par une bactérie
Pseudomonas elodea [O’Neill et al., 1983], est composé d’acide glucuronique, de rhamnose
et de glucose. Il permet de réaliser un gel solide et très transparent [Jaeger et al., 2015],
qui résiste bien aux solutions de détergents utilisées lors des études de perméabilisation du
projet Transparency (voir chapitre Transparency, Paragraphe 5.5). Cet enrobage permet de
manipuler beaucoup plus facilement les sphéroïdes lors des changements de solutions. Des
études sont en cours pour réaliser les immunomarquages et/ou la coloration du fer dans le gel.

La Figure 4.27 montre un sphéroïde dans le Phytagel™ 1%, avant coloration (image A), ainsi
qu’après coloration au Bleu de Prusse (image B), puis après transparisation en GClear17d3
(image C). Les images D, E et F montrent le même sphéroïde sous microscope avant la
coloration Perl’s (image D), et après coloration Perl’s et transparisation (images E et F).

L’image B permet de confirmer que la coloration Perl’s a eu lieu (révélation du fer en bleu).
Après transparisation trois jours en G17d3, l’excès de colorant a été éliminé et seules les
particules de fer sont colorées (image C). L’image F (fond clair) ne permet pas de voir
les particules bien distinctement, ni très en profondeur. Cependant, comme avant transpa-
risation, le sphéroïde apparait complètement noir en fond clair, la transparisation permet
a minima de distinguer les particules, une incubation plus longue en solution GClear sera
réalisée ultérieurement.
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Fig. 4.27 – Sphéroïde bi-cellulaire U87MG et hCMEC/D3, 72h d’incubation sous agitation
avec des magnétosomes AMB1-VRGD à 250 µgFer/L, sphéroïde dans du Phytagel™ avant
coloration Perl’s (images A et D), après (image B) et après transparisation (images C, E et
F)

Avant coloration, dans le Phytagel™ (image D) les images en fluorescence au travers du
gel sont d’égale qualité que celles prises avant la fixation (voir Figure 4.26), la transparence
du gel étant très bonne. L’image E de fluorescence après coloration au Bleu de Prusse montre
que la fluorescence a fortement diminué, notamment en rouge. Il est donc préférable de réa-
liser les images en fluorescence avant la coloration si le même échantillon est utilisé.

La Figure 4.28 montre un sphéroïde bi-cellulaire réalisé avec les cellules hCMEC/D3 pZgreen
et les cellules U87MG originelles, non fluorescentes. Le sphéroïde a été cultivé en milieu C en
Matrigel™ 100% et traité par les magnétosomes AMB1-VRGD à 250 µgFer/L pendant trois
jours, sous agitation, fixé et placé dans un cube de Phytagel™ 1%. Après immunomarquage
avec l’anticorps anti-AMB1, le sphéroïde montre les cellules hCMEC/D3 en vert et l’anti-
corps anti-AMB1 en orange ainsi que les particules de fer en fond clair (images A et B). Des
images prisent en apotome en surface (images C et D) et en profondeur (images E) montrent
que l’anticorps anti-AMB1 peut reconnaître les magnétosomes dans le sphéroïde au travers
du Phytagel™, même quand les particules ne sont pas visibles en fond clair.
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Fig. 4.28 – Sphéroïde bi-cellulaire U87MG WT et hCMEC/D3 pZgreen, 72h d’incubation
sous agitation avec des magnétosomes AMB1-VRGD à 250 µgFer/L, sphéroïde dans du
Phytagel™ après immunomarquage avec l’anticorps anti-AMB1

Les différentes modalités sont encore en cours d’expérimentation, je souhaite notamment
investiguer plus avant les conditions de traitements en doses faibles, fractionnées. J’espère
également que les modèles bi-cellulaires montreront une nécrose centrale moindre et une
incorporation supérieure des magnétosomes que les modèles monocellulaires. Nos modèles
seront utilisés dans le cadre de la suite du projet Mefisto, afin de tester les conditions de
traitement avec les magnétosomes et avec la photothermie ou l’hyperthermie, sans recourir
aux modèles animaux dans un premier temps. Les modèles cellulaires 3D ne peuvent se
substituer complètement aux modèles animaux, mais ils peuvent permettre de réduire le
nombre d’animaux nécessaires, dans le respect de la règle des 3R.
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Les conclusions de cette partie sont donc :

— L’agitation entraîne une meilleure incorporation des magnétosomes.

— Les multi-traitements semblent donner une meilleure incorporation, confir-
mant les données obtenues en culture en 2D et sur les tumeurs cérébrales in
vivo. Il semble aussi qu’une durée d’incubation longue permet d’atteindre
les noyaux (à confirmer sur d’autres échantillons).

— L’inclusion des sphéroïdes en Phytagel™ 1% permet de les manipuler sans
perte et de réaliser des images en microscopie au travers du gel sans perte
de qualité.

— L’inclusion des sphéroïdes en Phytagel™ permet de réaliser la coloration
Perl’s dans le gel, ainsi que des immunomarquages.

4.6.3 Projet Orano

Modèles utilisés in vitro

Le modèle de microsphéroïdes obtenus sous agitation en flacons de culture standards a
été utilisé pour mettre en contact les magnétosomes conjugués avec le Trastzumab et non
conjugués avec des cellules de cancer du sein (SKBR3, MDA-MB-231), des cellules non can-
céreuses de sein (MCF12a) et des cellules de cancer de peau (A431).

Brièvement, les cellules sont ensemencées trois jours en flacons de culture non adhérents
pour obtenir des sphéroïdes. Puis les cellules sont prélevées, centrifugées et remises en fla-
cons de culture non adhérents standards sous agitation, dans du milieu de culture contenant
une concentration en magnétosomes de 1000 µgFer/L, durant 3-4 jours. Le procédé a été
réitéré jusqu’à trois fois (3 traitements de 1000 µgFer/L). Á chaque étape, tous les 3-4 jours,
les sphéroïdes sont répartis en deux groupes : un groupe pour continuer le traitement et un
groupe pour ensemencer des boîtes à fond de verre, fixées après 24 heures d’adhésion, pour
les études de microscopie.

La lignée cellulaire SKBR3 ne forme que très peu de sphéroïdes, de très petite taille, alors
que la lignée cellulaire MDA-MB-231 forme une multitude de petits sphéroïdes, contraire-
ment aux lignées cellulaires A431 et MCF12a qui forment des sphéroïdes de grande taille en
continuant de s’agglutiner au cours du temps.

Ces résultats sont présentés dans le Chapitre Orano (Paragraphe 3.3.2) et confirment ce
qui a été observé en culture cellulaire en 2D.
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Les conclusions de cette partie sont donc :

— L’agitation entraîne une forte incorporation des magnétosomes, avec une
légère préférence pour les magnétosomes conjugués avec le Trastuzumab
pour les lignées HER2+.

— Les résultats obtenus en culture cellulaire en 2D sont confirmés, la lignée
TNBC incorporant les magnétosomes conjugués ou non.

Modèles développés pour les études in vivo

La croissance des cellules du cancer de sein in vivo chez l’animal, variable d’une lignée
à l’autre, est lente, avec souvent un pourcentage de prise tumorale inférieur à 100% [Iorns
et al., 2012, Hachim et al., 2019], nécessitant pour certaines lignées une supplémentation en
œstrogènes [Deken et al., 2019]. Des modèles sont également réalisés directement à partir
des tumeurs de patients [Dobrolecki et al., 2016] ou à partir d’animaux génétiquement mo-
difiés [Vargo-Gogola et Rosen, 2007].

En ce qui concerne les cellules SKBR3, la majorité des publications sont restreintes à des
résultats in vitro, soulignant la difficulté de les utiliser in vivo chez l’animal, étant faible-
ment tumorigènes [Holliday et Speirs, 2011]. Les quelques publications de résultats in vivo
sont hétérogènes concernant la croissance tumorale (8 à 17 semaines) ou les modèles murins
utilisés [Xiang et al., 2017, Singhal et al., 2018, Hachim et al., 2019]. Nous nous sommes
néanmoins intéressés à la mise au point de ce modèle in vivo, afin de corréler les résultats
in vitro, tout en mettant en place un modèle plus tumorigénique (cellules A431, voir Para-
graphe 3.4, projet Orano).

Afin de mettre au point le modèle SKBR3 in vivo au laboratoire, différents essais ont été
réalisés. Le tableau présenté en Figure 4.29 reprend les diverses méthodes utilisées. Nous
avons comparé la méthode d’implantation classique, à partir de suspensions cellulaires issues
de cellules cultivées en 2D, avec des méthodes de culture cellulaire en 3D.

Le premier essai a été réalisé en implantant des cellules SKBR3 chez l’animal, soit sous forme
d’une suspension cellulaire à deux millions/100 µL en Matrigel™ 50% injectée sous le sein,
soit en implantant des sphéroïdes préalablement mis en croissance in vitro.
Les sphéroïdes ont été préparés par enrobage de matrice extracellulaire comme décrit au
Paragraphe 4.2.3. Puis les sphéroïdes ont été implantés au niveau du Fat Pad de l’animal
(coussin graisseux du sein).
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Fig. 4.29 – Récapitulatif des différents essais d’implantation de cellules SKBR3 in vivo

Brièvement, l’animal reçoit un traitement antalgique (Buprécare™ 0,1 mg/kg, 1mL/kg),
30 minutes avant le début de la chirurgie, par voie sous-cutané. Puis une anesthésie à la Xy-
lasine/Kétamine (10/100 mg/kg, 10 mL/kg) est réalisée par injection intrapéritonéale. Les
souris utilisées sont des souris NMRI Nude, immunodéficientes. La peau est désinfectée à la
bétadine, une petite incision est réalisée avec des ciseaux sous le sein, la peau est soulevée et
une cavité est ménagée à la pince, afin d’introduire un sphéroïde. L’ouverture est refermée à
la colle chirurgicale. La plaie est à nouveau désinfectée à la bétadine et l’animal est gardé en
couveuse à 34°C jusqu’à son réveil. L’état clinique de l’animal est vérifié pendant deux jours
après la chirurgie, puis observé une fois par semaine pour surveiller la croissance tumorale.

Les premiers tests ont été réalisés avec des souris NMRI Nude femelles de huit semaines,
implantées avec des sphéroïdes à 50 000 cellules/10 µL à J5. Après trois semaines, aucune
tumeur ne s’étant développée, les mêmes animaux ont été réutilisés pour implanter, sur
l’autre coté, des sphéroïdes à 200 000 cellules/20 µL à J4. Parallèlement, les souris implan-
tées par injection sous-cutanée de suspensions cellulaires (2 millions cellules/100 µlL (en
Matrigel™ 50%) montrent une prise tumorale de 100% mais une croissance très faible après
quatre semaines (70-90 mm3 pour 2/5, <40 mm3 pour 3/5 animaux), les tumeurs ayant
complètement régressé après huit semaines.
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Pour tenter d’améliorer le modèle, une deuxième série de tests à été réalisée sur souris
NOD-SCID, plus immunodéficientes, sans plus de résultats concluant pour l’implantation de
sphéroïdes. Le modèle d’implantation de suspensions cellulaire permet d’obtenir une prise de
100% mais des tumeurs qui ne dépassent pas les 20 mm3. Bien que plus immunodéficientes,
les souris NODSCID n’ont pas permis un développement satisfaisant des tumeurs. Mon hy-
pothèse est que le métabolisme et notamment le niveau d’hormones, différent d’une souche
à l’autre, peut avoir un fort impact sur le microenvironnement tumoral et donc stimuler ou
diminuer la croissance.

Étant donné les résultats des premiers essais, j’ai abandonné l’implantation de sphéroïdes en
enrobage de Matrigel™ et utilisé la méthode de culture de microsphéroïdes en 3D en matériel
standard pour réaliser les implantations. La méthode est décrite au Paragraphe 4.2.2. Avec
cette méthode les cellules, cultivées 24 heures sous agitation, sont en croissance et n’ont
pas subi le stress lié au décollement juste avant l’implantation. Les cellules sont prélevées,
centrifugées et le culot cellulaire est repris dans 100 µL de Matrigel™ 50% pour réaliser l’im-
plantation.

J’ai également supplémenté en œstrogènes l’eau de boisson des animaux. En effet, des
études ont montré l’effet pro-tumoral des œstrogènes sur des modèles ER négatives [Jor-
dan et al., 1989, Friedl et Jordan, 1994, Curran et al., 2006], potentiellement en activant
la voie EMT [Huang et al., 2007]. L’apport en œstrogènes est souvent réalisé à l’aide d’im-
plants sous-cutanés pour les modèles ER+ [Gottardis et al., 1988] mais des études ont montré
l’impact nocif de ces implants sur le système urinaire des souris [Pearse et al., 2009]. La sup-
plémentation dans l’eau de boisson est moins précise mais elle permet néanmoins de stimuler
la croissance tumorale des modèles ER+ [Gordon et al., 1986, Levin-Allerhand et al., 2003],
sans effets secondaires non désirés.

Avec un ensemencement à 1 million de cellules par souris, la croissance tumorale est si-
milaire au modèle classique, mais la régression semble moins rapide, sur les souris NMRI
nude. Un autre essai a été réalisé avec cette méthode, en utilisant une densité d’ensemence-
ment plus élevée (trois millions de cellules par souris), en supplémentant ou non les animaux
en œstrogènes.

Cet essai a permis de montrer une différence entre les animaux traités aux œstrogènes et
ceux non traités. En effet, les souris NOD-SCID sous traitement œstrogénique ont un taux
de prise tumorale de 100% et un volume tumoral maximal atteint nettement supérieur à
celui des animaux sans supplémentation dans l’eau de boisson (taux de prise de 50%). De
même, les souris NMRI Nude sous traitement œstrogénique ont des tumeurs d’un volume
plus important que celles non supplémentées, bien que dans tous les cas les tumeurs finissent
par régresser. L’implantation des cellules cultivées en 3D, sous traitement œstrogénique,
semble également favoriser les métastases, 3/21 animaux ayant présenté une tumeur secon-
daire (poumon, foie, zone non déterminée mais avec une perte de poids).

Un essai d’implantation de cellules SKBR3 cultivées en matériel Cell-Repellent a égale-
ment été réalisé. Les cellules formant un film dans les puits ont été prélevées et injectées
directement en PBS, sans ajout de Matrigel™, pour ne pas casser trop le film formé. Cet
essai n’a montré aucune prise tumorale.
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Certains animaux sont euthanasiés par exsanguination-perfusion (voir protocole en An-
nexe B.4), pour prélever les tumeurs et les métastases potentielles, afin de vérifier l’expression
d’HER2 in vivo. La Figure 4.30 illustre la présence du marqueur HER2 dans les tumeurs et
les métastases (foie). L’expression d’HER2 est très forte dans la tumeur primaire, comme
attendu. Le récepteur HER2 est présent dans les tumeurs retrouvées dans le foie, identifiant
ces tumeurs comme des métastases de la tumeur primaire. Dans les métastases, l’expression
est plus hétérogène. Cela est sans doute dû à la compression des cellules tumorales par le
tissu hépatique et les néovaisseaux sanguins, ainsi que l’envahissement probable des méta-
stases par les cellules immunitaires.

Fig. 4.30 – Immnumomarquages avec un anticorps anti-CD31 et un anticorps anti-HER2
sur une coupe de tumeur SKBR3 (A) et sur une coupe de foie (B), grossissement x10

En parallèle des tests de développement de tumeur in vivo, des transfections sont en cours
de réalisation, afin d’obtenir des lignées fluorescentes. Ces lignées permettront d’étudier plus
facilement si des cellules SKBR3 implantées peuvent être retrouvées à distance du point
d’implantation, notamment dans le cerveau, organe le plus fréquemment touché par les mé-
tastases des cellules de cancer du sein HER2+ [Garcia-Alvarez et al., 2021]. Le même travail
est réalisé sur les cellules MDA-MB-231, triple négatives, qui sont également fréquemment
productrices de métastases cérébrales [Maqbool et al., 2022].

La Figure 4.31 montre les premiers résultats de transfection obtenus : les lignées ne sont
pas encore finalisées, ce travail est en cours.
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Fig. 4.31 – Lignées SKBR3 et MDA-MB-231 transfectées avec le plasmide pZgreen, gros-
sissement x10

Les conclusions de cette partie sont donc :

— L’utilisation de sphéroïdes en enrobage de Matrigel™ ne donne pas de résul-
tats probants de croissance tumorale, même sur des souris immunodéfientes
NOD-SCID.

— L’utilisation de cellules cultivées en 3D, générées sous agitation, permet
d’obtenir un taux de prise tumoral de 100% et un volume tumoral supérieur
à celui obtenu avec les cellules cultivées en 2D.

— Bien que les cellules SKBR3 soit ER-, la supplémentation en œstrogènes
augmente la croissance tumorale des SKBR3.

— Implantées sans Matrigel™, le taux de prise tumoral est nul.

— Bien que les tumeurs primaires régressent, des métastases apparaissent
(poumon, foie, zone non déterminée) sur environ 1/7 des souris implantées
avec les microsphéroïdes.
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4.7 Conclusion et perspectives

Les modèles de culture cellulaire en 3D ont vu leurs développements et leurs applications
augmenter de façon exponentielle durant cette dernière décade. Plus proche de la physio-
logie d’un organe qu’une culture cellulaire en 2D, il est également possible d’utiliser des
cellules issues de patients pour être au plus près génétiquement d’un individu, comme pour
l’étude des maladies rares. Il me semble particulièrement important de continuer à dévelop-
per ces méthodes à l’avenir. L’utilisation de modèles bi- voire tri-cellulaires et de modèles
d’organoïdes cérébraux issus de cellules souches induites permet d’imaginer toutes sortes
d’applications [Pavoni et al., 2018b, Pinto et al., 2021]. J’ai pour projet d’améliorer mes mo-
dèles existants (utilisation de matrices différentes, de facteurs de croissance ou de chémokines
pour stimuler la formation de néoangiogénése) et de développer des organoïdes cérébraux
à partir de cellules souches, incorporant des microsphéroïdes de cellules tumorales et/ou de
microsphèroïdes bi-cellulaires (endothéliales plus tumorales).

Les modèles cellulaire en 3D peuvent donc être d’une grande utilité in vitro mais aussi
in vivo. L’utilisation en in vivo peut permettre d’améliorer un modèle de tumeur difficile
à mettre en place (comme pour les tumeurs SKBR3), de réduire le nombre de cellules à
implanter et de préserver les relations intercellulaires en 3D plus proches de la physiologie
des organes. L’utilisation in vitro des modèles cellulaires en 3D permet également de réduire
le recours à l’animal, pour tester des paramètres de mise en contact avec un traitement ou
plusieurs traitements, avec nos agents de contraste.

Par exemple, les modèles déjà présentés ici pourront être utilisés pour tester les paramètres
d’hyperthermie à appliquer à nos magnétosomes fonctionnalisés afin d’induire l’apoptose des
cellules tumorales cibles, avant de passer aux modèles animaux. Les sphéroïdes peuvent être
utilisé directement en imagerie IRM, comme lors des projets Iseult et Mefisto, pour une du-
rée limitée, à condition d’atteindre une taille d’environ 2 millimètres. Nous avons en projet
de développer un appareillage compatible IRM pour maintenir les sphéroïdes sous IRM plus
longtemps (microfluidique, contrôle du CO2, milieu thermostaté).
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5.1 Contexte

L’étude histologique de la structure interne d’un organe, de l’organisation des cellules
entre elles, et de l’expression de marqueurs spécifiques se fait classiquement en 2D, sur des
coupes de tissu. Certes très informatives, ces techniques ne permettent pas d’appréhender
réellement les structures 3D et la répartition d’un marqueur d’intérêt dans un grand volume.
Il est possible de reconstruire en 3D des coupes 2D, mais il y a forcément une perte de
tissu, une destruction partielle des structures et de l’organisation tissulaire. C’est également
une méthode fastidieuse, chronophage, dispendieuse et limitée par le nombre de coupes à
analyser, sans compter les problèmes de recalages des images entre elles [Toga et al., 1997].
Rendre transparent les organes permettrait idéalement de voir les structures internes en 3D.

Trouver des méthodes pour rendre transparents des organes opaques, afin de mieux les
étudier, est ainsi un sujet de recherche depuis le début du siècle [Spalteholz, 1914]. Schéma-
tiquement, le principe de base de la transparisation est la délipidation, associée ou non à
une déshydratation, ainsi qu’à une modification de l’indice de réfraction de l’organe, main-
tenu dans un liquide avec le même indice de réfraction, compris entre 1,33 et 1,45, pour
permettre le passage de la lumière. Le principe de diffusion de la lumière utilisé par les mé-
thodes de transparisation est très bien explicité dans la publication de D. Richardson et J.
Lichtman [Richardson et Lichtman, 2015].

Le développement de nouveaux types de microscope permettant l’imagerie en profondeur
et/ou de grands volumes (ultramicroscope, confoncal, multi-photons, microscope à feuillet
de lumière) a entraîné une multiplication importante des méthodologies de transparisation
des organes depuis les années 2000. Une classification des publications est possible avec
d’une part les méthodes utilisant des solvants organiques [Genina et al., 2010, Becker et al.,
2012, Ariel, 2017], d’autre part les méthodes utilisant des solvants aqueux, [Silvestri et al.,
2016, Tainaka et al., 2018]. La solution de Murray utilisant comme agent de déhydratation
et de délipidation le benzyl-benzoate et l’alcool benzylique a été à la source des méthodes
utilisant des solvants organiques avec la méthode dite BABB [Dent et al., 1989]. Cette mé-
thode a elle même inspiré d’autres méthodes telles que 3DISCO [Ertürk et Bradke, 2013] qui
introduit l’usage du tétrahydrofurane (THF, pour tétrahydrofurane), puis iDISCO [Renier
et al., 2014] ou encore uDISCO [Pan et al., 2016]. La méthode CLARITY, développée en
2013 [Chung et al., 2013], a fait grand bruit. Cette méthode associant détergents et électro-
phorèse a permis d’obtenir des images d’un cerveau humain adulte en 3D. Cette méthode a
également été déclinée en de multiples variantes, telles que PACT ou PARS [Tomer et al.,
2014, Woo et al., 2016, Neckel et al., 2016, Huang et al., 2018].

Je me suis intéressée à ces méthodes depuis 2012, à la lecture de la publication de la
méthode Scale de Hiroshi Hama [Hama et al., 2011]. J’ai lu de nombreuses publications à
la suite de celle-ci, m’intéressant aux méthodes SeeDB [Ke et al., 2013], CUBIC [Susaki
et al., 2014, Lloyd-Lewis et al., 2016], CLARITY [Liu et al., 2016], FocusClear [Fu et al.,
2009], 3DISCO [Ertürk et Bradke, 2013], iDISCO [Renier et al., 2014, Liebmann et al., 2016],
RIMS [Yang et al., 2014] . . .
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Sur le cerveau, différents auteurs se sont intéressés à utiliser la transparisation pour vi-
sualiser les réseaux de neurones rendus fluorescents par modifications génétiques [Becker
et al., 2012, Ertürk et Bradke, 2013, Ke et al., 2013, Susaki et al., 2014, Pan et al., 2016],
la vascularisation [Moy et al., 2013, Di Giovanna et al., 2017, Lugo-Hernandez et al., 2017],
la matière blanche [Chang et al., 2017]. L’utilisation de la transparisation pour révéler des
marqueurs d’intérêt en 3D par immunomarquages [Liu et al., 2013b, Renier et al., 2014, Mil-
ler et Rothstein, 2016, Liebmann et al., 2016] est plus difficile, les anticorps ayant du mal à
pénétrer en profondeur et/ou à résister aux procédures de délipidation.

J’ai mis au point au laboratoire une partie de ces protocoles. Les expériences réalisées ont
montré que chaque méthode a ses avantages et ses inconvénients. J’ai donc ensuite développé
des protocoles en essayant de garder les avantages de certaines méthodes tout en limitant les
inconvénients. Mes objectifs sont de trouver une méthode simple, peu coûteuse, pour voir la
vascularisation du cerveau en profondeur, ainsi que d’utiliser des immunomarquages en pro-
fondeur. J’ai cherché à obtenir un immunomarquage en profondeur des astrocytes (GFAP),
des microglies (Iba1) et de la myéline chez les rongeurs pour mes modèles tumoraux et in-
flammatoires. Le marquage des astrocytes et des microglies a été choisi afin de visualiser
l’organisation en 3D des structures et des interactions des cellules gliales avec une région
lésée, comme une tumeur. Le marquage de la myéline a quant à lui été choisi pour visualiser
en 3D et à haute résolution les réseaux de fibres de matière blanche.

J’ai aussi travaillé sur des imunomarquages des neurones liés au métabolisme du calcium
chez le macaque et le rongeur (Calbindine, Calrétinine, Parvalbumine). Ces immunomar-
quages de neurones inhibiteurs ont été réalisé pour comparer les résultats en histologie 3D
et l’imagerie multi-photonique. J’ai déjà réalisé sur coupes en 2D des quadruples immuno-
marquages sur ces neurones, chez trois espèces (Macaque, Rat et Souris, voir Annexe C.14,
Figure C.20). Des marqueurs neuronaux classiques ont également été testés (NeuN, MAP2).
Dans l’idéal, j’aimerais pouvoir associer la révélation de la vascularisation avec des immuno-
marquages, sur le même échantillon. Je présente ici le travail réalisé avec les enseignements
que j’en ai tirés.

5.2 Test des méthodes issues de publications

Je ne présente pas dans le détail les protocoles expérimentaux publiés, les réactifs et procé-
dures utilisés étant identiques à ceux détaillés dans les différentes publications. J’ai commencé
par tester ces méthodes sur des cerveaux de souris adultes, perfusées ou non avec un colo-
rant vasculaire, le DIL (DIL, pour 1, 1′-dioctadecyl-3, 3, 3′, 3′-Tetramethylindocarbocyanine
Perchlorate). Ce colorant lipophile pénètre dans les cellules endothéliales et les rend fluo-
rescentes en orange [Li et al., 2008]. J’ai aussi testé les immunomarquages en développant
conjointement mes propres solutions de transparisation et des protocoles de perméabilisation.
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5.2.1 Méthodes à base de solvants aqueux

CLARITY

La méthode CLARITY, développée par Kwanghun Chung [Chung et al., 2013], associe
l’usage d’un détergent agressif (SDS, pour sodium dodecylsulfate), d’un hydrogel et d’une
électrophorèse pour remplacer les lipides très rapidement. Cette méthode nécessite un appa-
reillage dédié, disponible commercialement ou à développer au laboratoire. La méthode est
très rapide, il est possible de clarifier un cerveau de souris adulte en 24-48 heures. Les cer-
veaux obtenus sont très clairs, mais pas complètement transparents. De plus, cette méthode
n’est pas compatible avec beaucoup d’anticorps, limitant l’usage aux marqueurs fluorescents
intrinsèques chez des animaux génétiquement modifiés pour exprimer des marqueurs fluo-
rescents. Le coût de l’appareillage est également dissuasif. De nombreux auteurs ont décliné
la méthode CLARITY, en augmentant la durée d’incubation sans nécessité de courant élec-
trique pour effluer les lipides (méthodes PARS, PACT).

La Figure 5.1 illustre la clarification obtenue après 24 heures sur un cerveau de souris adulte,
en utilisant l’appareil de la société MOKA, en démonstration. L’image A montre deux hé-
misphères d’un cerveau de souris non traitée, rendu transparents en 24 heures, l’image B
montrant les deux hémisphères cérébraux d’une souris perfusée en DIL. La méthode CLA-
RITY dégraisse très vite les tissus et le colorant est rapidement éliminé. Bien que très
rapide, la méthode CLARITY nécessite beaucoup de matériel, la préparation de l’hydrogel
peut également générer des artéfacts et bien que les tissus soient bien éclaircis, ils ne sont
pas complétement transparents. Je n’ai pas poursuivi cette technique plus avant.

Fig. 5.1 – Méthode CLARITY appliquée à la clarification de cerveaux de souris adulte non
traitée (A), perfusée en DIL (B)
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SeeDB, Scale et ScaleS

La méthode Scale a été développée par Hiroshi Hama [Hama et al., 2011] comme une
alternative à Focusclear, un réactif commercial et très onéreux si l’on l’utilise sur un cerveau
autre que celui d’une drosophile. Elle a été ensuite modifiée en ScaleS par l’utilisation de
sorbitol plutôt que de glucose [Hama et al., 2015].

La méthode SeeDB développée par Meng-Tsen Ke [Ke et al., 2013] a été utilisée avec suc-
cès sur des embryons et des cerveaux de souris nouveaux nés, mais avec moins de résultats
probants sur les souris plus âgées (2 mois). La méthode Scale est basée sur l’utilisation de
solutions concentrées d’urée et de sucres. La méthode SeeDB est basée sur l’utilisation de
solutions de fructose de concentration croissante. Je n’ai obtenu pour ma part aucun effet
de transparisation intéressant sur des cerveaux de souris adulte avec la méthode SeeDB.

Les méthodes Scale et ScaleS permettent d’obtenir une transparisation partielle, insuffisante
pour rendre un cerveau de souris adulte complétement clair. La méthode Scale entraîne
également un gonflement des tissus important. Néanmoins, cette méthode est compatible
avec de nombreux anticorps, permettant de réaliser des immunomarquages en profondeur
(100-400 µm). Cette méthode est également compatible pendant quelques semaines avec la
coloration des vaisseaux avec du DIL, avant la disparition du signal.

La Figure 5.2 illustre les résultats obtenus avec la méthode Scale, en immunomarquages
sur souris (GFAP, image A) et sur macaque (Neurones Calbindine+, image B, Neurones
MAP+, image C). Bien qu’intéressante, cette méthode donne des résultats variables et no-
tamment un signal d’immunomarquage en profondeur relativement faible (100-200 µm),
pour de nombreux anticorps testés sur les échantillons de cerveaux de souris et de macaque
utilisés.

Fig. 5.2 – Transparisation par la méthode Scale de cerveau de souris (A, immunomarquage
de GFAP), de macaque (B, immunomarquage Calbindine, C immunomarquage MAP), gros-
sissement x10
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CUBIC

La méthode CUBIC, développée par [Susaki et al., 2014], est une méthode initialement
basée sur la méthode Scale, modifiée par l’usage d’aminoalcool au lieu d’urée. La procédure
est simple, par immersions successives dans différentes solutions, mais relativement longue,
plusieurs jours étant nécessaires pour rendre transparent le cortex, plusieurs semaines pour
aller plus en profondeur. J’ai utilisé cette méthode pour rendre transparents des cerveaux de
souris adulte, perfusées en DIL.

La Figure 5.3 montre les résultats obtenus en utilisant le microscope Light Sheet de Zeiss,
en démonstration. La coloration DIL résiste suffisamment pour qu’il soit possible de voir les
vaisseaux sanguins du cortex, mais la transparisation n’est pas suffisante pour pouvoir vi-
sualiser les vaisseaux au-delà de la zone corticale. Le colorant commence aussi à être éliminé
durant les semaines nécessaires à la transparisation.

Fig. 5.3 – Cerveau de souris perfusée en DIL, transparisé par la méthode CUBIC, 1 hémi-
sphère

Bien que permettant d’obtenir des cerveaux assez transparents, cette méthode entraîne un
ramollissement des tissus et un gonflement assez important (environ x 3), rendant la mani-
pulation délicate et la corrélation avec les images IRM difficile. Les immunomarquages tentés
n’ont pas été très concluants.
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5.2.2 Méthodes à base de solvants organiques

iDISCO, uDISCO

La méthode iDISCO développée par Nicolas Reinier [Renier et al., 2014] est fondée sur
la méthode BABB. La méthode uDISCO est une variante de iDISCO [Pan et al., 2016], plus
longue, utilisant des gradients plus progressifs de solvants. Utilisant des bains de méthanol
et de solvants organiques (THF. . . ) , ces méthodes sont plus toxiques pour l’utilisateur que
les méthodes en solutions aqueuses. Elles sont aussi plus destructrices pour les tissus. La mé-
thode iDISCO permet d’obtenir des échantillons clarifiés en 48 heures, mais avec beaucoup
de manipulations. Les cerveaux de souris, rat ou des échantillons de cerveaux de macaque
sont complétement clairs. Contrairement aux méthodes à base aqueuse, les méthodes à base
de solvants organiques réduisent de façon importante la taille des organes. Cette réduction
s’accompagne d’un durcissement des tissus, rendant plus facilement manipulables les tissus
clarifiés.

La réduction de volume n’est pas forcément un désavantage, réduisant d’autant la quan-
tité de données générées par l’imagerie microscopique en profondeur [Pan et al., 2016]. La
quantité de données générée par ces technologies est en effet d’un poids certain en termes
de stockage et de puissance informatique nécessaire pour un rendu 3D. Cependant, comme
pour les méthodes en base aqueuse, les variations de volume de l’organe, dont il n’est pas
possible de garantir qu’elles soient isométriques, rendent plus difficile la comparaison avec
les autres types d’imagerie, comme l’IRM.

Les immunomarquages sont possibles mais tous les anticorps ne sont pas compatibles avec
ces méthodes de transparisation. Les images obtenues sont cependant bien nettes sur une
profondeur importante, il est possible de traverser complétement un échantillon sur plusieurs
millimètres. Il semble cependant difficile d’obtenir une bonne pénétration des anticorps en
profondeur, même si un immunomarquage sur environ 250 à 500 µm est possible sur cer-
tains échantillons. La coloration DIL, utilisée pour marquer l’arbre vasculaire, ne résiste pas
du tout au processus du fait de la délipidation complète par les solvants organiques, dans
les conditions testées au laboratoire. Cependant, il semble que l’utilisation d’un analogue
du DIL, (CM-DIL) permet de visualiser la vascularisation après une clarification avec une
version modifiée du protocole iDISCO, comme présenté à la Figure 9 de la publication de
Douglas Richardson [Richardson et al., 2021]. Je n’ai pas encore eu l’occasion d’acquérir cet
analogue du DIL et de tester son usage, apparemment compatible également avec la méthode
CLARITY [Jensen et Berg, 2016].

Cette méthode iDISCO permet néanmoins d’obtenir un très bon signal d’immunomarquage
avec certains anticorps, très intense, du fait de la transparisation parfaite du tissu (clair
comme du cristal). La Figure 5.4 illustre une partie des résultats obtenus en immunomar-
quages, sur des cerveaux de souris et de macaques : la visualisation de part en part du tissu
est bien nette mais la pénétration des anticorps est limitée à quelques centaines de microns,
de part et d’autre du tissu.
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Fig. 5.4 – Méthode iDISCO appliquée sur un hémisphère de souris (A), immunomarquages
sur des échantillons de souris (Myéline, B ET GFAP, C) et de macaque (Calretinine, D),
grossissement x10

La Figure 5.5 montre des résultats obtenus sur un cerveau de souris APP/PS1, exprimant
certains marqueurs de la maladie d’Alzheimer. La coloration ThioS, utilisée classiquement
pour révéler les plaques amyloïdes sur des coupes en 2D [Guntern et al., 1992], a été appli-
quée à un hémisphère de cerveau de souris. Le protocole de la coloration ThioS utilisé en 2D
et en 3D est indiqué en Annexe C.9.

Les images ont été acquises avec le microscope à feuillet de lumière de Lavision, en dé-
monstration. La Figure 5.5 compare la coloration ThioS sur une coupe en 2D (image A,
coupe de cerveau 20 µm) et un volume en 3D (image B, un demi-hémisphère). Les plaques
amyloïdes sont parfaitement révélées, cependant la coloration a réduit drastiquement les tis-
sus, la méthode iDisco utilisée pour rendre visibles en profondeur les plaques a réduit encore
l’échantillon (environ x10 au total).
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Fig. 5.5 – Plaques amyloïdes révélées par la coloration ThioS sur des échantillons de cerveau
de souris en 2D (A) et 3D (B, transparisation par la méthode iDISCO)

Les conclusions de cette partie sont donc :

— Les différentes méthodes de transparisation publiées que j’ai pu tester
donnent des résultats sur des échantillons de cerveaux de souris, de rat
et de macaque.

— Les immunomarquages réalisés avec ces protocoles de transparisation montrent
que la progression des anticorps en profondeur est difficile, des procédures
de perméabilisation préalable aux immunomarquages plus efficaces sont
nécessaires.

— La coloration vasculaire avec le colorant DIL n’est compatible qu’avec la
méthode CUBIC mais de façon partielle.

5.3 GClear

Suite à l’ensemble des tests réalisés avec les différentes méthodes déjà publiées, j’ai préféré
utiliser les méthodes en solutions aqueuses, plus compatibles avec les immunomarquages,
nécessitant moins de réactifs toxiques même si cela signifie ne pas atteindre le niveau de
transparence accessible avec la méthode iDISCO. Ces méthodes sont également beaucoup
plus longues, mais nécessitent peu de manipulations contrairement aux méthodes iDISCO,
CLARITY. . .
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5.3.1 Mise au point

En partant de la méthode Scale, j’ai commencé par préparer une solution à base de Glu-
cose (25%), Urée (7M) et Glycérol (25%), en PBS 0,1 M . Cette solution, appelée GClear, a
donné quelques résultats intéressants, quoique relativement similaires à la méthode Scale.

Fig. 5.6 – Échantillons de souris transparisés par la méthode GClear (A : vaisseaux en DIL,
B : GFAP, C : NF plus Tubuline, D : Hoechst 33342), grossissement x10 (A, B, C) et x5 (D)

La Figure 5.6 illustre la transparisation de cerveau de souris injectées avec du DIL pour vi-
sualiser les vaisseaux sanguins (Image A). Les images B et C illustrent les résultats obtenus
en immunomarquage mais la profondeur atteinte est faible (100-200 µm), certains anticorps
restant uniquement en surface (Tubuline, image C). L’image D correspond à une mosaïque
d’images prises en z-stack à un grossissement x5, d’un cerveau de souris porteuse de tumeur,
transparisé et dont les noyaux ont été colorés avec du Hoechst 33342.

page 180



Chapitre 5. Transparency 5.3 GClear

La Figure 5.7 illustre la transparisation d’un ganglion buccal d’Aplysia Californica, dont
les noyaux ont été colorés avec du Hoechst 33342, après 24 heures dans la solution GClear.
Les limaces de mer n’ont pas un système nerveux central mais plusieurs ganglions de cellules
neuronales, chaque ganglion étant relié à un type d’activité. Ces animaux ont été utilisés
pour l’imagerie de la cellule unique par l’IRM à très haut champ. J’ai collaboré avec Luisa
Ciobanu et Ileana Jelescu sur ce projet, en prélevant les cellules d’intérêt (R2, 500 µm) [Je-
lescu et al., 2014], et il m’a paru intéressant de visualiser in situ la position des cellules
les unes par rapport aux autres, en transparisant un ganglion entier. L’image A montre le
ganglion avant transparisation, avec la gangue opaque qui recouvre les cellules. L’image B
montre que le ganglion rendu transparent en GClear, les cellules sont autofluorescentes dans
le rouge, les noyaux sont colorés avec du Hoechst 33342.

Fig. 5.7 – Méthode GClear appliquée à la transparisation d’un Ganglion buccal d’Aplysie
après extraction (A), et après transparisation (B)

Sur les échantillons de cerveaux de rongeurs, coupes ou hémisphères cérébraux, il est pos-
sible d’inverser la transparisation facilement en remettant les échantillons dans une solution
tampon, si l’on souhaite ré-utiliser un échantillon pour un deuxième immunomarquage par
exemple, comme montré en Annexe C.10, mais le gonflement du tissu perdure après l’inver-
sion. La transparisation est néanmoins lente sur un cerveau entier et prend plusieurs semaines
pour un résultat incomplet. Un gonflement important des tissus apparaît, quoique moins im-
portant que celui observé avec la méthode CUBIC pour un effet transparent similaire à la
méthode SCale.

J’ai ensuite modifié la solution afin d’essayer d’obtenir une meilleure transparisation, en
modifiant le sucre utilisé pour du sucrose (GClear2) ou du fructose (GClear3). Remplacer
en partie le glycérol par un des composants de la méthode CUBIC (Tétrakis) a permis de
considérablement éclaircir les tissus. J’ai modifié plusieurs fois les pourcentages avant d’ob-
tenir une solution utilisable en une fois, sans manipulations multiples, assez satisfaisante
en termes de transparisation. Le protocole permettant de préparer les solutions GClear1 à
GClear6 est détaillé à la Figure C.15 (Annexe C.10), ainsi que ceux des méthodes CUBIC
et SeeDB.

La solution GClear6 m’a permis de conserver une partie de la coloration DIL et d’obtenir une
image de la vascularisation en profondeur de cerveau de souris, grâce à un collaborateur de la
société Zeiss qui a acquis les images sur leur microcope à feuillet de lumière, gracieusement.
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La Figure 5.8 illustre les résultats obtenus sur un cerveau de souris adulte. Les inconvé-
nients majeurs de cette solution sont le gonflement important qu’elle génère, la fragilité de
l’organe ainsi transparisé, ainsi que la durée totale du procédé, avoisinant les deux mois.

Fig. 5.8 – Cerveaux de souris transparisés par la méthode GClear 4 (souris non traitée A)
et GClear 6 (souris perfusée avec le colorant DIL, B et C)

La Figure 5.9 illustre les résultats obtenus sur environ 1/4 de cerveau de souris, perfusée
avec le colorant DIL. Bien que la coloration soit en grande partie éliminée, ce qu’il en reste
suffit à bien identifier l’arbre vasculaire, capillaires compris.

Fig. 5.9 – Méthode GClear6, coloration DIL

Je me suis ensuite attachée à réduire le gonflement des tissus induit par les solutions utilisées
et à accélérer la transparisation. J’ai modifié de nombreuses fois mes protocoles, en fonction
de mes lectures de la bibliographie et des réactifs disponibles sur le marché. Une partie des
solutions, à base notamment de fructose, ne sont pas stables, une oxydation importante des
sucres ayant lieu au cours du temps, jaunissant rapidement les solutions.
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La Figure C.16 de l’Annexe C.10 illustre cette oxydation. L’utilisation de la vitamine C
comme anti-oxydant s’est révélée insuffisante. Le remplacement par le sorbitol (inspiré de
la méthode ScaleS) d’une partie des sucres a limité partiellement le gonflement et l’oxy-
dation. L’utilisation des molécules anti-ternissement (anti-fading en anglais) que sont le
gallate de propyle et la p-phenylenediamine [Longin et al., 1993] pour conserver la fluores-
cence n’a pas donné les résultats escomptés, les sucres contenus dans les solutions s’oxydant
encore plus rapidement. Cependant une autre molécule, le DABCO (DABCO pour 1,4-
Diazabicyclo[2.2.2]octane) [Valnes et Brandtzaeg, 1985], permet d’intensifier le signal sans
effets de jaunissement des solutions.
L’utilisation de solution de tampon borate plutôt que de solution de tampon phosphate
(inspiré de la méthode CLARITY) m’a permis de mieux conserver mes échantillons sur une
durée importante et de diminuer l’autofluorescence verte, réhaussant le signal de la fluores-
cence spécifique. L’utilisation d’un anti-oxydant puissant tel que l’acide oxalique a permis
de réduire fortement les oxydations des sucres et mais également de réduire le gonflement.
La solution RIMS [Yang et al., 2014] contenant 88% d’Histodenz donne de bons résultats en
transparisation, mais a un coût important, le réactif Histodenz étant relativement onéreux.
En incluant le Nicodenz, un équivalent de l’Histodenz mais moins concentré (15%) dans ma
solution de transparisation, j’ai gagné en vitesse de transparisation sans augmenter trop les
coûts. J’ai testé l’ajout de détergents forts mais il s’en suit immanquablement une perte de
tout ou partie de l’échantillon. J’ai également testé l’effet de la température, afin de vérifier si
en maintenant à 37°C mes échantillons pendant la transparisation il est possible d’accélerer
le phénomène. Il m’est apparu que je perdais bien plus de signal à 37°C qu’à température
ambiante (résultats non montrés).

5.3.2 Protocole retenu

Après de nombreux essais, je suis arrivée à la conclusion que ma solution GClear17d3
était ma meilleure solution de transparisation. Stable pendant des mois, d’un indice de ré-
fraction de 1,45, elle permet d’obtenir un tissu qui va de partiellement transparent (non
perméabilisé) à clair (perméabilisé), en quelques heures (pour une coupe de 500 µm) à 15
jours (pour un échantillon de quelques mm) et elle n’induit qu’un gonflement limité. Je l’ai
beaucoup utilisée pour les immunomarquages, conjointement aux essais de perméabilisation
(voir Paragraphe 5.4).

La solution GClear17d3 contient les ingrédients suivants en tampon borate 0.1M :

— Sorbitol 15%
— Urée 6M
— Nicodenz 15%
— Azide de sodium 0,02%
— Acide oxalique 0,025%
— Glycérol 10% (masse)
— Sucrose 7,5%
— Citrate trisodique 0,1%
— DABCO 0,1%
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Le protocole de préparation de la solution est indiquée en Annexe C.11. Cette solution
est utilisable avec les cerveaux perfusés avec le colorant en DIL, pour visualiser la vasculari-
sation. Après 48 heures il est déjà possible d’obtenir un signal visible sur une profondeur de
600-800 µm. La perte du signal est limitée durant plusieurs semaines. Bien que relativement
satisfaite de ma solution GClear17d3, je continue de la faire évoluer.

La solution GClear17d4 a la même composition que GClear17d3 mais sans DABCO, et elle
donne de moins bons résultats. Modifiée en contenant moins d’urée (3M) et des détergents
doux (gammacyclodextrine, 3-(1-Pyridinio)-1-propanesulfonate), la solution GClear17d5 per-
met d’obtenir un effet transparisant plus important et plus rapide, mais ne permet plus d’uti-
liser la méthode DIL pour visualiser les vaisseaux sanguins. La solution GClear17d5 entraine
également un gonflement plus important. Les détergents utilisés pour GClear17d5 sont ceux
utilisés pour les solutions de perméabilisation (voir Paragraphe 5.4). La Figure 5.10 illustre
les résultats obtenus sur coupes épaisses (1 à 2 mm) de cerveau de rat, perfusé en DIL, au
cours du temps.

Fig. 5.10 – Rat perfusé en DIL, transparisé par la méthode GClear17d3 ou d5. Photographies
prisent à J0 (A), J3 et J32 (B et C), images MIP (D et E)

La Figure 5.11 illustre les résultats obtenus sur un cerveau de souris APP/PS1 coloré à la
thioflavine (ThioS), comme déjà réalisé pour tester iDISCO. Cette coloration a été réalisée
par Flavie Perrot, en licence par alternance au laboratoire. Les plaques amyloïdes sont bien
visibles, la profondeur atteinte après six jours de transparisation atteint 1200 µm avec la
solution GClear17d10 comme le montre les images réalisées en apotome. La réduction des
tissus est très importante et la transparisation en solution acqueuse ne permet de contre-
balancer que partiellement cette réduction.
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Fig. 5.11 – Photographies de cerveau de souris APP/PS1 avant la coloration à la Thioflavine
(A), après coloration (B) puis transparisé par la méthode GClear17d3 (C, F), d9 (D, G) ou
d10 (E, H)

Les échantillons seront ré-utilisés ultérieurement pour réaliser des immunomarquages. En
effet, sur des coupes fines (20 µm), j’ai mis au point pour le projet TADUS la coloration
Thioflavine associée à la révélation des astrocytes et des microglies par immunomarquages
(voir Annexe C.13, Figure C.19) et j’aimerais tester ce protocole en 3D. Les premiers essais
sont intéressants sur la révélation des astrocypes par la GFAP. La Figure 5.12 illustre les
immunomarquages réalisés sur les tissus déjà colorés en thioflavine.

Fig. 5.12 – Cerveau de souris APP/PS1 coloré à la Thioflavine et immunomarqué en GFAP
puis transparisé par la méthode GClear17d3 (A), d9 (B) ou d10 (C)
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Des variantes intermédiaires entre les solutions GClear17d3 et GClear17d5 sont en cours
d’étude pour tester la résistance des colorants vasculaires en gels (voir Paragraphe 5.5), ainsi
que sur un cerveau de rat, perfusé en DIL partiellement (problème d’exsanguino-perfusion).

La Figure 5.13 illustre les premiers résultats obtenus sur des coupes épaisses (un à deux
millimètres) de cerveau de rat, partiellement perfusé en DIL. La transparisation à J5 est
déjà suffisante pour voir les traits de la feuille de papier millimétré au travers des coupes
incubées en GClear17d9 et d10 mais pas en d8. Ces essais sont en cours et seront gardés en
observation pendant plusieurs semaines.

Fig. 5.13 – Photographies de cerveau de rat partiellement coloré en DIL, avant transpari-
sation (A), après 24 heures ou cinq jours de transparisation par la méthode GClear17d8 (B,
E), d9 (C, F) et d10 (D, G)
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5.4 Protocoles de perméabilisation

L’utilisation des solutions de transparisation, quelle que soit la méthode employée, permet
d’obtenir un tissu transparisé autorisant les images en profondeur, plus ou moins importantes
selon les méthodes. Cependant les immunomarquages sont limités du fait de la profondeur
que peuvent atteindre les anticorps en pénétrant et diffusant dans le tissu. Afin d’améliorer
les immunomarquages, j’ai travaillé sur des protocoles de perméabilisation en même temps
que je développais des solutions de transparisation.

J’ai testé différents protocoles de perméabilisation, avant d’ajouter les anticorps, à tem-
pérature ambiante ou à 37°C. Afin de perméabiliser en profondeur le tissu sans le détruire,
j’ai testé plusieurs classes de détergents. Les détergents non anioniques, comme le Triton™

X-100 ou le TWEEN 20, sont doux mais pas assez puissants pour laisser pénétrer les an-
ticorps. Les détergents anioniques, comme le SDS ou le sarcosinate de sodiumlauroyle sont
plus forts mais également plus destructeurs. Les agents zwitterioniques et les sulfobétaïnes,
comme le 3-(1-Pyridinio)-1-propanesulfonate sont très doux et non destructeurs pour les
protéines. Mélanger les détergents permet de préserver les antigènes tout en perméabilisant
plus avant les tissus. Les solutions de perméabilisation éclaircissent également les tissus, par
la délipidation qu’elles entrainent comme les méthodes de transparisation.

Dans tous les cas, les solutions de perméabilisation augmentent considérablement la trans-
parisation des cerveaux en solution de transparisarion GClear17d3, comme montré par la
Figure 5.14 (cerveau de souris) et la Figure 5.15 (cerveau de rat).

Fig. 5.14 – Cerveaux de souris perméabilisés et transparisés par la méthode GClear
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Fig. 5.15 – Cerveaux de rat perméabilisés et transparisés par la méthode GClear

Une partie des protocoles testés dérive de la méthode Scale par l’utilisation des cyclodex-
trines, ou de la méthode iDISCO (Triton™ X-100, méthanol), mais aussi des connaissances
que j’ai pu acquérir sur les détergents utilisés en cosmétique (par exemple, sarcosinate de
sodiumlauroyle, 3-(1-Pyridinio)-1-propanesulfonate, Plantapon™. . .). Bien qu’ils demeurent
malheureusement toujours imparfaits, les protocoles développés ont permis d’augmenter la
profondeur atteinte par les anticorps ou bien d’utiliser un anticorps qui ne donnait que peu
de résultats précédemment, comme le marqueur des microglies Iba1.

Le protocole de perméabilisation et d’immunomarquage est en constante évolution à ce
jour. En effet, les durées de perméabilisation, d’incubation et la concentration des anticorps
doivent être adaptéees à la taille et la nature de l’échantillon et des anticorps. Si j’ai obtenu
de bons résultats en Iba1 (microglies) sur des coupes de 500 µm, le marquage des astrocytes
est toujours variable, les couches supérieures étant très souvent beaucoup plus intenses que
les zones internes. La révélation de la myéline est délicate, trop de détergents faisant dispa-
raitre le signal, pas assez de détergeants limitant le marquage aux couches surfaciques.

Les anticorps anti-NeuN révélant les neurones n’ont donné des résultats que sur des coupes
de 500 µm. Les anticorps liés au calcium, la Calbindine (CB, pour Calbindine), la Calréti-
nine (CR, pour Calrétinine) et la Parvalbumine (PV, pour Parvalbumine) déjà utilisés avec
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la méthode iDISCO, ont été testés avec ces méthodes sur des coupes de cerveaux de macaque
et de rat, avec une assez bonne pénétration. La Vimentine donne aussi quelques résultats sur
des coupes de cerveaux de souris porteuse de tumeur U87. Les concentrations d’anticorps
utilisés sont aussi un point important à résoudre, trop d’anticorps faisant apparaitre une
surexposition des couches en surface, et trop peu ne permettant pas de marquer les zones
plus profondes.

Á ce jour, mes meilleurs protocoles consistent à perméabiliser les échantillons pendant
une semaine, en changeant deux fois la solution, puis à mettre les échantillons dans la même
solution de perméabilisation avec les anticorps primaires pendant 15 jours ou plus. Puis les
échantillons sont rincés pendant plusieurs jours dans la même solution de perméabilisation
avant d’être mis en contact avec les anticorps secondaires. J’ai utilisé des demi-hémisphères
de cerveaux de souris, des coupes de cerveaux de rat épaisses (1-2 mm) ou semi-épaisses
(500 µm).

Mes meilleures solutions de perméabilisation sont un mélange de détergents comprenant de
la méthylcyclodextrine, de la gammacyclodextrine, du 3-(1-Pyridinio)-1-propanesulfonate,
du sarcosinate de sodiumlauroyl, de l’acide hyaluronique, du Plantapon™. Les solutions sont
encore en développement, mais deux solutions différentes (P8 et P14) m’ont donné des ré-
sultats particulièrement intéressants. La différence entre ces solutions est l’utilisation pour
la solution P14 d’un détergeant plus agressif, le Plantapon™ utilisé en industrie cosmétique,
ainsi que son association avec de l’acide hyaluronique.

La solution de type P8 associe les réactifs suivants, en tampon borate 0,1M :

— Azide de sodium 0,02%
— 1 mM de methyl cyclodextrine
— 2 mM de gamma cyclodextrine
— 3-(1-Pyridinio)-1-propanesulfonate 10%
— Sarcosinate de sodiumlauroyl 15%

La solution de type P14 associe les réactifs suivants, en tampon borate 0,1M :

— Azide de sodium 0,02%
— Plantapon™ 0,25%
— 2 mM de gamma cyclodextrine
— acide hyaluronique 0,01%
— 3-(1-Pyridinio)-1-propanesulfonate 10%
— Sarcosinate de sodiumlauroyl 15%
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La Figure 5.16 illustre une partie des résultats obtenus en immunomarquages chez le rat
et la souris, en associant une solution de perméabilisation (type P8) et de transparisation
GClear17d3. C’est ce protocole qui permet d’avoir le meilleur immunomarquage en profon-
deur sur les astrocytes, à ce jour, en termes d’homogénéité du signal en profondeur (images
A, C et D). Ce protocole a également donné des résultats satisfaisants sur les microglies
mais uniquement sur des coupes de 500µm (Image E). Sur la myéline, les résultats sont peu
profonds et restent à améliorer (image B et F).

Fig. 5.16 – Immunomarquages sur des cerveaux de souris (A, GFAP plus Iba1 ; B, Myéline ;
C, GFAP) et de rat (D, GFAP ; E, IBA1 ; F, Myéline) perméabilisés et transparisés (type
P8), grossissement x10

La Figure 5.17 illustre une partie des résultats obtenus en immunomarquages sur des cerveaux
de rat et de souris, en associant une solution de perméabilisation (type P14) et transpari-
sation GClear17d3. Ce protocole permet d’obtenir un tissu très clair sur une profondeur
d’au moins 2 mm, le signal étant visible de part et d’autre de l’échantillon. Cependant, le
rendu 3D sur le marquage astrocytaire montre une moins bonne pénétration de l’anticorps
anti-GFAP en z (images A, C et D). Ce manque de signal peut aussi être dû à la difficulté
d’acquérir un signal plus faible en profondeur qu’à la surface. Le marquage des microglies
est identique à celui obtenu avec la perméabilisation P8 et visible sur coupes de 500 µm
(image E). Le marquage de la myéline est assez inégal d’un échantillon à l’autre (images B
et F), parfois uniquement visible en surface, parfois capable de montrer les fibres sur plus
d’un millimètre.
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Fig. 5.17 – Immunomarquages sur des cerveaux de souris (A, GFAP ; B, Myéline ; C, GFAP)
ou de rat (D, GFAP ; E, Iba1 ; F, GFAP plus Myéline) perméabilisés et transparisés (type
P14), grossissement x10

La Figure 5.18 illustre une partie des résultats obtenus en immunomarquages (Calbindine,
Calrétinine, Parvalbumine, Vimentine) ou en coloration (Neurotrace™) sur des cerveaux de
macaque et rongeurs, en associant une solution de perméabilisation (type P14) et de transpa-
risation GClear17d3. Le marquage des astrocytes ou des cellules tumorales par la Vimentine
est encore insuffisant, restant en surface (image A). Les marquages des neurones inhibiteurs
liés au calcium chez le macaque (CR image B, CB, image C) donnent des résultats sur une
prondeur de 500µm mais guère plus. Je pense que la perméabilisation de type P8 convien-
drait mieux pour ces anticorps, mais je n’ai pas encore testé cette hypothèse. Sur les cerveaux
de rat, ces marqueurs donnent des résultats assez inégaux d’une struture à l’autre, le cortex
(image E) donnant des résultats sur plus de profondeur que l’hypothalamus (image D), où
l’on retrouve néanmoins des réseaux de neurones exprimant la parvalbumine de façon in-
tense. L’image F illustre les résultats obtenus avec un colorant des neurones (Neurotrace™),
le NeuN, marqueur des neurones le plus fréquemment utilisé en 2D ne donnant que peu de
résultats en profondeur, à ce jour.
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Fig. 5.18 – Immunomarquages sur cerveaux de souris (A, Vimentine), de macaque (B,
Calrétinine ; C, Calbindine) et de rat (D, Parvalbumine ; E, Calbindine plus Calrétinin plus
Parvalbumine ; F, Neurotrace™), perméabilisés et transparisés (type 14), grossissement x10

Bien qu’encore insuffisants pour révéler les marqueurs dans un cerveau entier, les résul-
tats sont assez prometteurs pour continuer dans cette voie, considérant les différentes marges
de progression. La durée d’incubation des anticorps, les temps de transparisation ainsi que
les solutions utilisées, les références d’anticorps sont autant de facteurs sur lesquels jouer.

Les conclusions de cette partie sont donc :

— La solution GClear est compatible avec les immunomarquages et la colo-
ration DIL.

— La solution GClear est insuffisante seule (GClear17d3) pour rendre les
tissus complétement transparents, elle complète les solutions de perméa-
bilisation.

— Avec la perméabilisation, la coloration DIL est perdue, d’autres approches
sont nécessaires pour visualiser la vascularisation cérébrale.

— Les immunomarquages peuvent donner un signal sur des coupes de 500 à
2000 µm, ils sont cependant assez variables d’un type de perméabilisation
à l’autre, d’un anticorps à l’autre.
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5.5 Visualisation de la vascularisation

Les méthodes de coloration des vaisseaux avec des colorants lipophiles tels que le colorant
DIL [Li et al., 2008] ou des lectines [Roussel et Dalion, 1988, Robertson et al., 2015, Craver
et al., 2016] permettent de visualiser l’arbre vasculaire, en pénétrant les membranes cellu-
laires des cellules endothéliales. Si le colorant DIL n’est pas d’un coût excessif, ce n’est pas le
cas des autres réactifs, notamment pour colorer un cerveau entier. J’ai commencé à utiliser
le colorant DIL dans le cadre d’un projet sur des coupes 20 µm, le projet CIACM, avec Luisa
Ciobanu (voir Figure C.18 en Annexe C.12). Lors de ce projet, j’ai testé plusieurs conditions
de perfusion du colorant. Le colorant DIL est soluble dans l’éthanol absolu : une solution
à 5 mM dans l’éthanol, diluée à 1/50 dans le sérum physiologique, perfusée après le sérum
physiologique et avant le fixateur, permet d’obtenir un rendu satisfaisant.

J’ai testé les protocoles de transparisation sur des cerveaux perfusés avec le colorant DIL,
comme montré précédemment (CUBIC, GClear). Malheureusement, les processus de trans-
parisation utilisant des détergents ou des solvants organiques effluent les colorants lipophiles
très rapidement, limitant l’utilisation de cette coloration. J’ai testé quelques autres molé-
cules fluorescentes en perfusion post-PFA (CF640, ANSA, érythrosine B), mais la coloration
est transitoire, durant 24 heures pour l’ANSA (ANSA, pour 8-Anilino-1-naphthalenesulfonic
acid) ou ne résistant pas à la congélation pour l’érythrosine B.
La perfusion de billes de latex micromètriques fluorescentes donne de bons résultats, mais
les détergents détruisant partiellement les membranes, les billes s’échappent des vaisseaux au
cours du processus de délipidation, limitant l’intérêt. Les particules fluorescentes, en latex
ou en polystyrène, sont aussi opaques, cachant potentiellement une partie des tissus.

La Tomato Lectine fluorescente couplée avec un fluorophore qui émet en 647 nm (rouge),
injectée par voie intra-carotidienne cinq minutes avant l’exsanguinoperfusion, colore l’arbre
vasculaire mais les procédures de perméabilisation et de transparisation diminuent le signal
de façon importante, rendant l’acquisition des images en microscopie compliquée. La Fi-
gure 5.19 reprend quelques uns des résultats obtenus, en dehors du DIL, dans différentes
conditions d’injection.
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Fig. 5.19 – Visualisation de l’arbre vasculaire grâce à différents colorants : des billes de latex
(A et B), par le fluorophore CF640 (C) et par une Lectine (D), grossissement x10

Le remplissage des vaisseaux sanguins par un gel fluorescent à base de gélatine contenant
de l’albumine conjuguée-FITC [Di Giovanna et al., 2017, Lugo-Hernandez et al., 2017] donne
de magnifiques images, mais à un coût excessif avoisinant les 700 euros pour une souris. J’ai
repris l’idée de remplir les vaisseaux avec un matériau susceptible d’être fluorescent et de
résister aux étapes de transparisation. Je me suis donc intéressée à la formation de gels et
de résines.

La nécessité d’utiliser des matériaux transparents afin de pouvoir réaliser des images en
profondeur limite les choix possibles de matériau. J’ai tout d’abord essayé différentes gé-
latines et des carraghénanes mais la température de 50-60°C nécessaire pour maintenir les
solutions liquides pendant l’injection rend la perfusion délicate et les détergents utilisés pour
les étapes de perméabilisation détruisent les gels, rendant inutile le remplissage des vaisseaux.

L’agar-agar est utilisable à condition de prendre une référence à bas point de fusion (low
Melt) et d’une qualité ultra-transparente, relativement onéreuse, mais là aussi la tempé-
rature de perfusion est assez élevée. Une alternative intéressante est le Phytagel™ mais il
doit être maintenu à une température également assez élevée (65-70°C) et gélifie très vite à
température ambiante. Le Poloxamer407™, réactif formant des gels transparents et solides à
température ambiante et restant liquide à froid [Cabana et al., 1997, Fakhari et al., 2017],
est une possibilité également intéressante.
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J’ai testé l’injection du Poloxamer 407 avec les billes de latex avec succès (image B, Fi-
gure 5.19). Cependant, la concentration élevée de Poloxamer 407 nécessaire (15-20%) rend
plus difficile la perfusion, et rend indispensable de garder à température ambiante l’échan-
tillon, ce qui est peu pratique d’un point de vue de conservation à long terme. L’inconvénient
majeur étant que le gel ne résiste pas aux méthodes de perméabilisation, les billes s’échappent
des vaisseaux et l’image 3D obtenue ne permet pas de visualiser l’arbre vasculaire (résultats
non montrés).

L’utilisation de silicone injectable a déjà été rapportée dans la littérature [Pathak et al.,
2011]. J’ai testé un silicone utilisé dans les arts créatifs afin de remplir les vaisseaux san-
guins, le Solaris, qui est très transparent. Ce silicone polymérise en mélangeant deux réactifs
(partie A et partie B). La viscosité du mélange a donné lieu à des difficultés d’injection. La
préparation du silicone injectable a été mise au point en testant différents ratios de mélange
des parties A et B et d’un fluidifiant (Thinner). Le silicone ainsi préparé se solidifie après un
passage de 15 minutes à 85°C. Il est possible de colorer le silicone avec du DIL ou du DIO
afin de visualiser les vaisseaux en profondeur. J’ai tout d’abord utilisé la même concentration
que celle testée avec méthode CUBIC (5 mM solution mère en éthanol, diluée au 1/50 dans
le mélange de silicone).

La Figure 5.20 illustre le résultat obtenu en injectant du silicone avec un ratio 1/4 (A+B) et
3/4 Thinner, coloré avec du colorant DIL et transparisé en GCear17d3. Le GClear17d3 seul
est insuffisant pour clarifier l’échantillon non perméabilisé au préalable. Après perméabili-
sation, la coloration DIL est perdue malgré le silicone. Les animaux utilisés pour ces essais
sont uniquement des animaux de récupération, issus d’autres projets du laboratoire. Il n’y
a pas d’animaux disponibles en permanence donc des études sur fantômes sont nécessaires
pour évaluer l’utilité des injections de silicone.

Fig. 5.20 – Test de transparisation en GClear17d3 d’un hémisphère de souris injectée avec du
colorant DIL dilué en silicone à J0 (A), J4 (B), J15 (C) ou après 10 jours de perméabilisation
P8 (D)
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Ainsi, des essais sont en cours de réalisation avec des fantômes constitués de cubes de
silicone ou de Phytagel™ 1% laissés en incubation sous agitation avec des solutions de trans-
parisation et de perméabilisation. J’ai constaté qu’une augmentation du ratio DIL en étha-
nol/silicone était possible sans contrarier la polymérisation, jusqu’à la dilution au 1/10.

La Figure 5.21 montre les différents colorants testés en silicone, certains ne permettant pas
une polymérisation normale du silicone. Le DIL, le DIO, l’ANSA (colorant fluorescent bleu)
et le rouge d’aniline (peu fluorescent) forment un gel solide après 15 minutes à 85°C. La
rhodamine ne se solubilise pas, l’érythrosine B et la thioflavine restent liquides même après
24 heures. Le Phytagel™ gélifie quel que soit le colorant utilisé (résultat non montré).

Fig. 5.21 – Différentes préparation de fantômes de silicone fluorescent à J0
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La Figure 5.22 montre l’évolution au cours du temps des gels de silicone dans les solu-
tions de transparisation avec et sans détergents. La dilution de 1/50 de la solution mère
est déjà en partie éliminée du bloc de silicone après sept jours, alors que les dilutions plus
concentrées tiennent plus longtemps (J14 et plus). Les solutions contenant des détergents
sont à pH plus acide (pH=5,8 à 6) que ma solution GClear17d3 (pH=8) ce qui modifie la
couleur du gel.

Fig. 5.22 – Différentes préparations de fantômes de silicone fluorescent dans différentes
solutions de transparisation à J7 (A, GClear17d3 ; B, GClear17d8 ; C, GClear17d9 et D,
GClear17d10), à J14 (E, GClear17d3 ; F, GClear17d8 ; G, GClear17d9 et H, GClear17d10

La Figure 5.23 reprend l’évolution dans le temps des cubes de Phytagel™ dans les diffé-
rentes solutions testées. La perte de coloration est plus rapide qu’en silicone mais le Phytagel™
reste solide dans les solutions de transparisation. Le colorant Thioflavine semble résister le
mieux au stade J9. Á minima, le Phytagel™ permettrait de remplir les vaisseaux de particules
fluorescentes (latex ou polystyrène), sans perte. La mise en solution nécessite une tempéra-
ture supérieure à 75°C qui peut être abaissée à 60°C une fois la solution prête. La prise du
gel est très rapide, des tests de perfusion sur animaux seront donc nécessaires. Le Phytagel™
est soluble dans l’éthanol à 10%, permettant d’utiliser la solution de DIL la plus concentrée
si nécessaire.
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Fig. 5.23 – Fantômes de Phytagel™ colorés avec du colorant DIL (A, B, C, D, E), de l’éry-
throsine B (F, G, H, I, J) ou de la Thioflavine (K, L, M, N, O) à J0 (A, F, K) et à J9
en solutions de transparisation GClear17d3 (B, G,L), GClear17d8 (C, H, M), GClear17d9
(D,I,N) ou GClear17d10 (E, J,O)

Comme attendu, les colorants sont éliminés des blocs de gel au fur et à mesure, entraînant
une augmentation du bruit dans les tissus environnants si le gel est perfusé, mais j’espère
que le ratio signal/bruit restera cependant suffisant.
Le Phytagel™ peut aussi servir à enrober des coupes de tissu plus fines (50-200 µm) pour
pouvoir les manipuler plus facilement pendant les immunomarquages et les procédures de
transparisation, à condition de les garder en solutions. Cela permettra de tester les anticorps
avant de passer sur des échantillons plus épais.
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Chapitre 5. Transparency 5.6 Conclusion et perspectives

Les conclusions de cette partie sont donc :

— Différents colorants peuvent être utilisés pour révéler l’arbre vasculaire
mais les procédés de transparisation ne permettent pas de conserver un
signal fluorescent suffisant pour réaliser des acquisitions en microscopie en
profondeur.

— Il est possible de remplir des vaisseaux sanguins avec différents gels (gé-
latine, carraghénanes, Poloxamer 407, silicone ...) rendus fluorescents par
différentes molécules, mais certains de résistent pas aux détergeants utilisés
lors de la transparisation.

— Des billes de latex ou de polyester fluorescentes peuvent être utilisés pour
révéler l’arbre vasculaire, si elles sont dans un gel résistant aux processus
de transparisation.

— Le Phytagel™ et le silicone Solaris sont deux gels étudiés sur fantômes avant
de réaliser des tests sur les animaux.

— Le Phytagel™ peut être utilisé pour enrober des échantillons plus fins (or-
ganoïdes, coupes fines) afin de les manipuler plus facilement lors des pro-
cédures de tranparisation.

5.6 Conclusion et perspectives

Je trouve fascinantes ces méthodes de transparisation, les images de rendu 3D étant ex-
traordinaires et très informatives. Les méthodes testées sont encore très loin d’être utilisables
pour toutes les études qui nous intéressent. Les difficultés d’immunomarquages, les pertes
de fluorescence, les variations de volume des organes, les difficultés d’imagerie, l’accès à un
microscope à feuillet de lumière, la gestion des fichiers de données générées, sont autant de
facteurs limitants. Même si la profondeur atteinte n’est pas celle d’un cerveau de souris dans
son entier, une coupe de 500 µm peut être utilisée pour les immunomarquages. Cela sera
très utile lors de nos projets centrés sur les tumeurs cérébrales pour visualiser par exemple
la biodiversité des nanoparticules testées dans et autour des tumeurs, en profondeur, qui
plus est si la tumeur est issue de cellules fluorescentes, comme celles développées pour la for-
mation des sphéroïdes. D’autres méthodes de transparisation voient le jour régulièrement,
comme AdipoClear [Chi et al., 2018], Fast 3D Clear [Kosmidis et al., 2021], FDISCO [Qi
et al., 2019], OPTIClear [Lai et al., 2018], PEGASOS [Jing et al., 2018] . . . J’ai hâte de
pouvoir tester ces méthodes et de les comparer à mes résultats, ou d’associer l’une ou l’autre
méthode comme cela commence à se faire [Richardson et al., 2021].
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Chapitre 6. Conclusion

Chapitre 6
Conclusion

Ce travail de rédaction m’a permis de réaliser l’étendue des différentes recherches menées
au laboratoire, dans le cadre des différents projets dans lesquels je me suis impliquée, mais
également hors cadre, par la réalisation de développements méthodologiques pour nos fu-
turs projets. Comme souvent, une question en recherche conduit à vouloir résoudre d’autres
questions au fur et à mesure que les données sont générées. Pour pouvoir répondre à toutes
ces interrogations, il est souvent nécessaire de développer ses connaissances par la lecture
des publications existantes, par la recherche de technologies susceptibles d’être utiles, par
la mise au point d’outils méthodologiques. J’adore cette partie de mon métier et je suis re-
connaissante à mes collègues chercheurs de me donner toujours plus de défis à relever. Une
méthode développée pour un projet en particulier peut toujours être une source d’idées pour
un autre projet. Tous les outils mis en place peuvent être ré-utilisés dans les projets futurs.
C’est très gratifiant de réaliser ces outils méthodologiques.

Les développements de la culture cellulaire en 3D et de l’histologie en 3D sont très en vogue
ces dernières années et le seront de plus en plus à l’avenir. Je suis sure que nos travaux nous
permettront de résoudre de nombreuses questions scientifiques.

Les magnétosomes sont un formidable outil pour la recherche de nouvelles solutions thé-
rapeutiques contre le cancer, je suis particulièrement intéressée par leur développement et
par notre collaboration avec le BIAM. Je suis persuadée que notre travail permettra à l’ave-
nir d’aider les patients à surmonter ces pathologies.

Obtenir un doctorat m’ouvrira, je l’espère, de nouvelles possibilités en termes de finan-
cements ou et de ressources humaines, afin de pouvoir continuer à développer des outils pour
l’avenir.
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A.1 Mefisto : Posters WMIC

Ces posters sont présentés au Paragraphe 1.4.1.

Fig. A.1 – Poster présenté en congrès (WMIC2015) par F. Geffroy

page 204



Fig. A.2 – Poster présenté en congrès (WMIC2016) par F. Geffroy
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Fig. A.3 – Poster présenté en congrès (WMIC2016) par M. Boucher
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A.2 Mefisto : Fonctionnalisation des Magnétosomes

Ces Figures sont présentées au Paragraphe 2.1.5.

Fig. A.4 – Liste des Primers utilisés pour la fonctionnalisation (Crédit : Nicolas Ginet)

Deux plasmides ont été bioingénérés par biologie moléculaire, en utilisant les primers
listés en Figure A.4 [Ginet et al., 2011]. Chaque plasmide code pour une protéine fusionnant
le gène codant pour la protéine MamC et la protéine Vénus ou VénusRGD.

Fig. A.5 – A : Schéma du plasmide portant la modification MamC-VRGD. B : Westerm
Blot montrant l’expression de la protéine Venus dans les bactéries modifiées (lignes 1 à 3 :
V, lignes 4 à 6 : VRGD . Les Lignes 1 et 4 montrent la protéine d’intérêt V ou VRDG, les
lignes 2 et 5 les protéines fusion MamC-V ou MamC-VRGD, les lignes 3 et 6 montrant le
lysat cellulaire de chaque souche modifiée. (Crédit : Nicolas Ginet, Marianne Boucher)

Les plasmides ont été introduits dans la bactérie WT Magnetospirillum magneticum
AMB1. Les bactéries ayant incorporé les plasmides sont déterminées par l’expression de la
fluorescence Vénus, par Western Blot comme présenté en Figure A.5.
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A.3 Culture Cellulaire 2D

Les références des réactifs utilisés pour la culture cellulaire sont présentées en Annexe D.3,
quel que soit le projet.

A.3.1 Mefisto : U87MG

Ce protocole est présenté au Paragraphe 2.2.1.

Les cellules U87-MG sont cultivées sous atmosphère à 5% de CO2, en milieu DMEM
low glucose contenant 10% de SVNN, 1% de L-Glutamine, 1% de Péniciline/Streptomycine,
1% pyruvate et 35 µl de gentamicine , filtré à 0,22 µm. Les cellules sont entretenues par
trypsination 3 fois par semaine. Brièvement, les cellules sont rincées au DPBS, puis mise en
contact avec la trypsine diluée au 1/2, pendant 4 minutes à 37°C. La trypsine est inactivée
avec du milieu complet et les cellules sont centrifugées 5 minutes à 1500 tours/min. Le
surnageant est éliminé et le culot cellulaire est repris par du DPBS pour effectuer un comptage
en cellule de Thoma. Pour l’entretien de routine, les cellules sont ensemencées en flacons de
culture traités TC™ à 1x105 cellules/mL du lundi au mercredi et du mercredi au vendredi,
et à 3x104 cellules/mL du vendredi au lundi. Les cellules prélevées pour implantation chez
l’animal sont centrifugées, concentrées à 60 millions/mL en PBS et gardées sur glace jusqu’à
la fin du protocole d’implantation (maximum 3heures).

A.3.2 Orano : SKBR3

Ce protocole est présenté au Paragraphe 3.2.
Les cellules SKBR3 sont cultivées sous atmosphère à 5% de CO2, en milieu MacCoy’s conte-
nant 10% de SVF, 1% de L-Glutamine, 1% de Pénicciline/Streptomycine, 1% pyruvate et
filtré à 0,22 µm. Les cellules sont entretenues par trypsination 2 à 3 fois par semaine. Briève-
ment, les cellules sont rincées au DPBS, puis mises en contact avec la trypsine diluée au 1/2,
pendant 10 minutes à 37°C. La trypsine est inactivée avec du milieu complet et les cellules
sont centrifugées 5 minutes à 1500 tours/min. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire
est repris par du DPBS pour effectuer un comptage en cellule de Thoma.

A.3.3 Orano : MDA-MB-231

Ce protocole est présenté au Paragraphe 3.2.
Les cellules MDA-MB-231 sont cultivées sous atmosphère à 5% de CO2, en milieu DMEM
high glucose contenant 10% de SVF, 1% de L-Glutamine, 1% de Pénicciline/Streptomycine,
1% pyruvate, filtré à 0,22 µm. Les cellules sont entretenues par trypsination 2-3 fois par
semaine. Brièvement, les cellules sont rincées au DPBS, puis mises en contact avec la trypsine
diluée au 1/2, pendant 6 minutes à 37°C. La trypsine est inactivée avec du milieu complet
et les cellules sont centrifugées 5 minutes à 1500 tours/min. Le surnageant est éliminé et le
culot cellulaire est repris par du DPBS pour effectuer un comptage en cellule de Thoma.
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A.3.4 Orano : A431

Ce protocole est présenté au Paragraphe 3.2.
Les cellules A431 sont cultivées sous atmosphère à 5% de CO2, en milieu DMEM high
glucose contenant 10% de SVF, 1% de L-Glutamine, 1% de Pénicciline/Streptomycine, 1%
pyruvate, filtré à 0,22 µm. Les cellules sont entretenues par trypsination 2-3 fois par semaine.
Brièvement, les cellules sont rincées au DPBS, puis mises en contact avec la trypsine non
diluée, pendant 15 minutes à 37°C. La trypsine est inactivée avec du milieu complet et les
cellules sont centrifugées 5 minutes à 1500 tours/min. Le surnageant est éliminé et le culot
cellulaire est repris par du DPBS pour effectuer un comptage en cellule de Thoma.

A.3.5 Orano : MCF7

Ce protocole est présenté au Paragraphe 3.2.
Les cellules MCF7 sont cultivées sous atmosphère à 5% de CO2, en milieu EMEM high
glucose contenant 10% de SVF, 1% de L-Glutamine, 1% de Pénicciline/Streptomycine, 1%
NEAA, filtré à 0,22 µm. Les cellules sont entretenues par trypsination 2-3 fois par semaine.
Brièvement, les cellules sont rincées au DPBS, puis mises en contact avec la trypsine diluée
au 1/2, pendant 3 minutes à 37°C. La trypsine est inactivée avec du milieu complet et les
cellules sont centrifugées 5 minutes à 1500 tours/min. Le surnageant est éliminé et le culot
cellulaire est repris par du DPBS pour effectuer un comptage en cellule de Thoma.

A.3.6 Orano : MCF12A

Ce protocole est présenté au Paragraphe 3.2.
Les cellules MCF12A sont cultivées sous atmosphère à 5% de CO2, en milieu DMEM high
glucose 1/2, milieu Ham’s F12 1/2, contenant 5% de SH, 1% L-Glutamine, 20 ng/mL EGF
humain, 100 ng/mL Toxine de cholera, 0,01 mg/mL Insuline bovine, 500 ng/mL Hydrocor-
tisone, filtré à 0,22 µm. Les cellules sont entretenues par trypsination 2-3 fois par semaine.
Brièvement, les cellules sont rincées au DPBS, puis mises en contact avec la trypsine non
diluée, pendant 5 minutes à 37°C. La trypsine est inactivée avec du milieu complet et les
cellules sont centrifugées 5 minutes à 1500 tours/min. Le surnageant est éliminé et le culot
cellulaire est repris par du DPBS pour effectuer un comptage en cellule de Thoma.

A.3.7 3D : hCMEC/D3

Ce protocole est présenté au Paragraphe 4.3.1.
Les cellules hCMEC/D3 sont cultivées sous atmosphère à 5% de CO2, en milieu EGM2
composé de milieu EBM2 et du kit de facteur de croissance fourni par LONZA, filtré à
0,22 µm. Les cellules poussent sur une couche de collagène de type I, il est indispensable
de préparer à l’avance les contenants de culture, en laissant incuber à 37°C une solution
de collagène de queue de rat (dilution 1/20 en DPBS, 1h). Après une heure, la solution est
enlevée et les cellules peuvent être ensemencées. Les cellules sont entretenues par trypsination
2-3 fois par semaine. Brièvement, les cellules sont rincées au DPBS, puis mises en contact
avec la trypsine non diluée, pendant 6 minutes à 37°C. La trypsine est inactivée avec le
réactif TNS (Trypsin Neutrilizing Solution) et les cellules sont centrifugées 5 minutes à 1500
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tours/min. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est repris par du DPBS pour
effectuer un comptage en cellule de Thoma.

A.4 Mise en contact des magnétosomes avec les cellules

Les cellules sont mises en contact avec les magnétosomes pour le Projet Mefisto et pour
le Projet Orano en condition 2D ou 3D. Les essais de mise en contact avec les magnétosomes
ont eu lieu en utilisant des supports de type LabTekII et MilliEZ, de 8 puits par lame, ou
des boîtes à fond de verre.

Les cellules sont cultivées 2-3 jours sur ce support avant la mise en contact. Puis les cel-
lules sont lavées en DPBS avant d’ajouter le milieu contenant les magnétosomes (milieu
normal ou de dispersion, selon les essais). Les cellules sont laissées en incubation durant le
temps souhaité, avant d’être rincées deux fois au DPBS puis fixées au PFA 4% (15 minutes),
et de nouveau rincées deux fois en DPBS, afin de les utiliser pour les observations en micro-
scopie.

Toutes les observations en microscopie ont été réalisées avec un microscope Axio Observer
Z1 équipé du logiciel Zen Blue Edition (Zeiss).

A.5 Mefisto : Tests des agents de dispersion

Ces résultats sont présentés au Paragraphe 2.2.2. Les références des réactifs chimiques
utilisés sont présentées en Annexe D.1, quel que soit le projet.

Les agents de dispersion ont été mis en contact avec les cellules U87-MG en milieu sans
sérum sur une durée de 48 heures.

Le tableau présenté à la Figure A.6 montre l’effet nocif en fonction de la concentration de
certains des agents testés : une concentration maximale utilisable a donc été déterminée pour
chacun des agents de dispersion.
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Fig. A.6 – Effets des agents de dispersion sur les cellules U87-MG, après 48h d’incubation

La Figure A.7 illustre l’effet des agents de dispersion sélectionnés sur la réduction ou
non de la taille et du nombre d’agrégats de magnétosomes V et VRGD mis en contact à la
concentration de 2 mgFer/L durant 3 heures 30. Les agents sélectionnés sont la lysolécithine,
le glycérol, le citrate et la caséine.
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Fig. A.7 – Effets des agents de dispersion sélectionnés sur les cellules U87-MG incubées
3h30 avec les magnétosomes AMB1VRGD (A) et AMB1V (B) à 2mg Fer/L, grossissement
x40

A.6 Mefisto : Anticorps anti-AMB1

L’anticorps anti-AMB1 est présenté au Paragraphe 2.2.3.

A.6.1 Production de l’anticorps anti-AMB1 chez le lapin

. L’anticorps anti-AMB1 a été produit au CEA Marcoule par l’équipe de Laurent Bellan-
ger, selon le protocole suivant : une suspension de magnétosomes AMB-1 (450 mg, 215 mL)
a été mélangée à un volume égal d’adjuvant de Freund (Sigma Aldrich), puis injectée par
voie sous-cutanée à deux lapins Néo-Zélandais (Charles River) de 3 mois. Les injections ont
été réalisées aux temps 28, 58 et 91 jours. 14 jours après chaque injection, des prélévements
sanguins ont été effectués et les anticorps ciblant les magnétosomes ont été recherchés et
mesurés avec un test Elisa.

A.6.2 Protocoles d’immunomarquages sur cellules

Toutes les références des anticorps sont rassemblées dans un tableau, présenté en An-
nexe D.4. Les protocoles d’immunomarquages sur cellules, quelque soit le projet, sont pré-
sentés dans un tableau récapitulatif (Figure A.8).

Chaque incubation est précédée d’une étape de rinçage en PBS (2 x 5min), le tampon
de blocage contenant 5% de sérum d’âne et 1% de sérum albumine bovine, avec ou non un
détergent pour perméabiliser la membrane.
Les anticorps sont dilués en tampon contenant du sérum d’âne 5%. Les noyaux sont révélés
soit par l’ajout de Hoechst (1/2000) avec l’anticorps secondaire, ou bien par un montage en
milieu de montage contenant du DAPI.

Les protocoles “in&out” ont été présentés au Paragraphe 2.2.5 pour le projet Mefisto et
au Paragraphe 3.3.1 pour le projet Orano.
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Fig. A.8 – Protocoles d’immunomarquages sur cellules

Un tableau récapitulatif de la procédure est présenté à la Figure A.9, chaque incubation
d’anticorps est suivie de 2 rinçages en tampon phosphate, et 3 rinçages à l’étape finale.
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Fig. A.9 – Protocole d’immunomarquage in&out sur cellules

A.7 Mefisto : Résultats in vitro

La gamme de concentrations 1 à 10 mgFer/L a été présentée au Paragraphe 2.2.1.
La Figure A.10 montre la différence d’incorporation des magnétosomes V et VRGD dans les
cellules U87MG après 3 heures 30 d’incubation à la dose de 10 mgFer/L.

Fig. A.10 – Différence d’incorporation des magnétosomes V (A) et VRGD (B) apportés à
forte concentration (10 mgFer/L), sur les cellules U87MG, temps d’incubation 3H30, gros-
sissement x40
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La cinétique d’incorporation des magnétosomes VRGD à 24, 48 et 72 heures a été pré-
sentée au Paragraphe 2.2.5.

La Figure A.11 montre la différence d’incorporation des magnétosomes V et VRGD dans
les cellules U87MG au cours du temps à la dose de 250 µgFer/L.

Fig. A.11 – Cinétique d’incorporation des magnétosomes V et VRGD à la concentration de
250µgFer/L, sur les cellules U87MG, grossissement x63
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A.8 Mefisto : Cytopainter

Le protocole suivi pour déterminer le devenir des magnétosomes dans le cytoplasme
cellulaire est le suivant : les cellules sont incubées 24 heures avec les magnétosomes AMB1-
VRGD, à la concentration de 250 µgFer/L, en milieu de dispersion. 2 heures avant la fin de
l’essai, le colorant Cytopainter est ajouté à la concentration de 1/50 000, pour une heure.
Puis l’anticorps anti-AMB1 est ajouté à la concentration de 1/5000, puis rincé après 30
minutes. Un anticorps secondaire anti-lapin A647 est ajouté dans le milieu pour également
30 minutes. Les cellules sont alors rinçées au DPBS puis fixées au PFA 4%, avant d’être de
nouveau rincées au DPBS deux fois.

A.9 Mefisto : Coloration Perl’s sur cellules

La coloration Perl’s est présentée au Paragraphe 2.2.4.
Nous avons utilisé le kit de marquage HT20 de Sigma Aldrich pour la coloration et modifié
légèrement le protocole afin de marquer le fer incorporé dans les endosomes/lysosomes.

Les cellules fixées au PFA 4% sont conservées à +4°C en DPBS jusqu’au jour de la co-
loration. Les cellules sont perméabilisées par un bain de triton 0,2% pendant 2 heures en
monocouche ou en coupes 20 µm, et pendant 24 heures en sphéroïdes.
Un rinçage rapide à l’éthanol 70% est réalisé, puis un rinçage à l’eau. Les cellules sont incu-
bées ensuite avec le réactif du kit préparé extemporanément, pendant 2 heures sur cellules
en 2D et 2x2 heures (en refaisant la solution) en microsphéroïdes. Ce réactif est composé
d’un mélange 1 :1 d’HCl et d’ions cyanhydriques.

Une contre-coloration au rouge d’aniline (fournie avec le kit) peut être réalisée si néces-
saire. La solution colorée est diluée dans l’eau au 1/50, les cellules sont incubées 2 minutes
avec la solution puis rinçées 2 fois à l’éthanol 70%. Cette contre-coloration n’est pas utile
en 3D. Selon le support utilisé, les cellules sont gardées ensuite en PBS (boîtes à fond de
verre) ou montées entre lames et lamelles, soit en milieu aqueux (Permafluor™), soit en résine
Eukitt. Pour le montage en résine, les lames sont déshydratées par des bains d’éthanol de
concentration croissante (70, 96 et 100%) avant d’être plongées dans du xylène et montées
avec de l’Eukitt.

La Figure A.12 montre bien la différence obtenue avec et sans étape de perméabilisation.
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Fig. A.12 – Coloration Perl’s avec et sans étape de perméabilisation sur les cellules U87MG
incubées 24h avec les magnétosomes AMB1-VRGD, grossissement x20

A.10 Projet 3D : protocoles de transfection

Les protocoles sont présentés au Paragraphe 4.5.1. Des kits commerciaux ont été utilisés,
Genecellin™ et JetOptimus™. Le kit JetOptimus, donnant de meilleurs résultats, a été choisi
pour la majeure partie des transfections. Les protocoles suivis sont ceux donnés par les fa-
briquants.
Brièvement, les cellules sont ensemencées pour être à 70% de confluence le jour de la transfec-
tion. Les plasmides sont mis en contact avec un tampon ou du milieu de culture pendant 15
minutes, avec un réactif de transfection. Puis la suspension de plasmides est mise en contact
avec les cellules pour 24 heures, avant d’être enlevée et remplacée par du milieu de sélection.
Le milieu de sélection contient un antibiotique (G418), qui élimine toutes les cellules n’ayant
pas intégré le plasmide, qui confère le gène de la résistance à cet antibiotique aux cellules.
Un test préalable est nécessaire pour déterminer quelle concentration de G418 est nécessaire
et suffisante pour tuer 100% des cellules, en condition de transfection (avec les réactifs mais
sans plasmides). En effet, les réactifs seuls ont souvent un impact négatif sur les cellules,
diminuant le pourcentage de G418 nécessaire, par rapport à l’usage de l’antibiotique seul.

La Figure A.13 présente le tableau des ratios plasmides/réactifs du kit JetOptimus™. J’ai
utilisé des plaques 24 puits, avec des plasmides exprimant des protéines fluorescentes vertes
(pZgreen), oranges (DsRed2) ou rouges (E2 Crimson), les références étant données en An-
nexe D.3.
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Fig. A.13 – Kit de transfection JetOptimus™

A.11 Projet 3D : protocoles de sous-clonage

Les transfections successives ne permettant pas d’obtenir une lignée 100% fluorescente,
avec une fluorescence suffisamment exprimée, une sélection a été nécessaire. Les U87MG ont
été sous-clonées par la méthode dite de dilution limite. Les cellules sont ensemencées à très
faible densité en plaque 96 puits. Les cellules U87MG ne supportant pas une dilution limite
maximale (1 cellule/puits), une dilution intermédiaire (10 cellules/puits) a permis d’obtenir
des clones comportant entre 60 et 100% de cellules fluorescentes. Le premier clone sélectionné
à 100% de cellules exprimant E2 Crimson a cependant montré une croissance bien inférieure
à la lignée WT. Un clone à 90% de cellules transfectées a été utilisé pour re-sélectionner un
clone à 100% de cellules fluorescentes, en éliminant cette fois-ci les puits contenant au moins
une cellule non fluorescente.

Un sous-clonage sera également nécessaire pour les cellules MDA-MB-231 et les cellules
SKBR3 transfectées.
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B.2 Mefisto : Angiogrammes MV1 et Ferrumoxide
B.3 Mefisto : IRM in vivo

B.3.1 Mefisto : Caractérisation du modèle tumoral en IRM
B.3.2 Mefisto : Résultats d’IRM moléculaire avec les magnétosomes AMB1V
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B.11 Orano : Résultats IRM

page 219



B.1 Mefisto : Séquences IRM utilisées

Cette liste se rapporte à l’ensemble des études réalisées en IRM, quel que soit le scanner.

FLASH, 7T, T2
*-weighted FLASH (Fast Low Angle SHot) sequence

TE/TR = 16/485 ms, champ de vue 1,92 × 1,68 cm2, résolution spaciale 160 × 160 µm2, 22
coupes de 320 µm d’épaisseur, 48 répétitions, durée d’acquisition 40 min.

RARE, 11,7T, T2-weighted RARE (Rapid Acquisition with Refocused Echoes) sequence
TE/TR = 11/2500 ms, champ de vue 2 × 2 cm2, résolution spaciale 78 ×78 µm2, 14 coupes
de 500 µm d’épaisseur, 2 répétitions, durée d’acquisition 2 min 40s.

FLASH, 11,7T, T2
*-weighted FLASH (Fast Low Angle SHot) sequence

TE/TR = 8/1600 ms, champ de vue 1,92 × 1,47 cm2, résolution spaciale 75 × 75 µm2, 90
coupes de 75 µm d’épaisseur, 1 répétition, durée d’acquisition 5 min.

MGE, 11,7T, Parametric T2
* mapping MGE (Multi Gradient Echo) sequence

TE = 3,5/7/10,5/14/17,5/21/24,5/28 ms, TR = 90 ms, champ de vue 1,9 × 1,42 × 0.8 cm3,
résolution spaciale 100 × 100 × 100 µm3, 1 répétition, durée d’acquisition 17 min.

RARE, 17,2T, T2-weighted RARE (Rapid Acquisition with Refocused Echoes) sequence
TE/TR = 10/3000 ms, champ de vue 2,016 × 2,016 cm2, résolution spaciale 90 × 90 µm2,
20 coupes de 360 µm d’épaisseur, 8 répétitions, durée d’acquisition 22 min 24s.

FLASH, 17,2T, T2
*-weighted FLASH (Fast Low Angle SHot) sequence

TE/TR = 8/680 ms, champ de vue 2,016 × ,.016 cm2, résolution spaciale 90 × 90 µm2, 36
coupes de 180 µm d’épaisseur, 12 répétitions, durée d’acquisition 30 min
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B.2 Mefisto : Angiogrammes MV1 et Ferrumoxide

La Figure B.1 se rapporte au Paragraphe 2.1.4.

Fig. B.1 – Angiogrammes de cerveaux de souris après injection intraveineuse de magnéto-
somes MV1 versus Ferrumoxide
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B.3 Mefisto : IRM in vivo

Ces données se rapportent au Paragraphe 2.3.2.

B.3.1 Mefisto : Caractérisation du modèle tumoral en IRM

La Figure B.2 illustre l’effet EPR dans la tumeur. La tumeur retient plus de particules que
le tissu sain environnant. La relaxivité R2

observée dans les deux zones est significativement
différente.

Fig. B.2 – Effet de rétention des magnétosomes WT dans la tumeur par rapport au tissu sain
contra-latéral. Images obtenues en séquence FLASH avant (A) et 15 minutes après l’injection
(B) à 200 µmol[Fe]/kg, la tumeur est réprésentée en rouge, le tissu contra-latéral en bleu

B.3.2 Mefisto : Résultats d’IRM moléculaire avec les magnétosomes AMB1V et
AMB1VRGD

La Figure B.3 illustre le réhaussement du signal après injection des magnétosomes AMB1-
V et AMB1-VRGD, jusqu’à 100 minutes après l’injection. Les magnétosomes conjugués avec
VRGD permettent d’obtenir un réhaussement du signal supérieur à celui obtenu avec les
magnétosomes AMB-V.

La Figure B.4 illustre les résultats IRM individuels des souris après injection des magnéto-
somes conjugués et non conjugués.
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Fig. B.3 – A : Images IRM (séquence FLASH) avant et après injection à 200 µmol[Fe]/kg
des magnétosomes AMB1V et AMB1VRGD chez la souris porteuse de tumeur U87MG. B :
réhaussement du contraste R2

après injection (n=2, pour chaque condition).

Fig. B.4 – Images IRM individuelles (séquence FLASH) avant et après injection à 200
µmol[Fe]/kg des magnétosomes AMB1V et AMB1VRGD chez des souris porteuses de tumeur
U87MG.
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B.4 Protocole d’exsanguination-perfusion

Ce protocole est présenté au Paragraphe 2.4.1.

Pour le prélèvement d’organes avec exsanguination-perfusion, une antalgie sera réalisée par
injection sous-cutanée de Buprénorphine (0,06 mg/kg pour les souris et 0,03 mg/kg pour les
rats), 30 minutes avant l’anesthésie. Les animaux sont anesthésiés par une injection intrapé-
ritonéale d’un mélange Kétamine/Xylazine (100/10 mg/kg, dose de 10 mL/kg).
Après avoir vérifié l’anesthésie profonde (pincement de la patte arrière), une ouverture est
pratiquée au niveau du sternum afin de découper une partie des côtes et de dégager le cœur.
Une aiguille montée sur un perfuseur est positionnée dans le ventricule gauche et l’oreillette
droite est sectionnée. Une première perfusion de sérum physiologique permettra l’exsangui-
nation.

Pour les études immunohistochimiques, cette exsanguination est suivie par une perfusion
de paraformaldéhyde (PFA) à 4% pour fixer les organes.
Les organes d’intérêt sont alors prélevés, puis post-fixés 2 heures en PFA 4%. Des bains
de sucrose sont alors réalisés (15 puis 30%, en PBS 0,1M), suivis d’une congélation dans
l’isopentane refroidi à -30°C.
Pour les études de biodistribution (dosage des nanoparticules par ICP), les organes d’intérêt
sont prélevés après la première perfusion de sérum physiologique et congelés par trempage
dans un bain d’azote. Finalement, les organes d’intérêt sont conservés à -80°C jusqu’au jour
de leur utlisation.

B.5 Protocoles d’immunohistochimie

Les organes congelés sont découpés au cryostat, en coupes fines de 20 µm. Les coupes
sont conservées à -30°C jusqu’au jour de leur utilisation.
Une étape de blocage des sites non spécifiques et une étape de perméabilisation sont souvent
nécessaires, réalisées conjointement ou non, avec du tampon contenant 1% de BSA, 5% de
sérum d’âne et un pourcentage variable de détergent (Triton X100) en fonction des anticorps,
en PBS 0,01M en sérum physiologique. Tous les anticorps sont dilués dans du sérum d’âne à
5%, des rinçages en PBS 0,01M en sérum physiologique sont réalisés entre chaque incubation
d’anticorps (2 x 5 min minimum). Les milieux de montages utilisés sont soit le Prolong™ avec
ou sans DAPI (colorant nucléaire), soit du Permafluor™. Toutes les références des anticorps
sont rassemblées dans une table, présentée en Annexe D.4.

Les immunomarquages sont présentés au Paragraphe 2.4.1 pour le projet Mefisto et au
Paragraphe 3.4.2 pour le projet Orano.
Les protocoles d’immunomarquages sur coupes, quel que soit le projet, sont présentés dans
des tableaux récapitulatifs (Figure B.5, Figure B.6, Figure B.7 et Figure B.8, en fonction du
nombre de marquages réalisés (simple, double, triple ou quadruple marquages).
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Fig. B.5 – Protocoles d’immunomarquages à un anticorps sur coupes ex vivo
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Fig. B.6 – Protocoles d’immunomarquages à deux anticorps sur coupes ex vivo
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Fig. B.7 – Protocoles d’immunomarquages à trois anticorps sur coupes ex vivo
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Fig. B.8 – Protocoles d’immunomarquages à quatre anticorps sur coupes ex vivo
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B.6 Mefisto : Coloration Perl’s sur coupes

La coloration du Fer sur les coupes exvivo du projet Mefisto est présentée au Para-
graphe 2.4.1.

Globalement, le marquage du fer est réalisé avec le kit HT120 de la société Sigma, avec
ou non une étape de perméabilisation avec différents détergents, et avec ou sans une contre-
coloration au rouge d’aniline.
La Figure B.9 montre quelques exemples des résultats obtenus. Le protocole classique avec
contre-coloration n’a permis de visualiser que quelques amas bleus, avec des amas bruns et
des cellules vaguement plus foncées, sans pouvoir déterminer avec certitude si s’agit d’une
coloration brune ou bleue. Des études de perméabilisation ont été ajoutées, avec différentes
concentrations de Triton, de SDS et d’un mélange de plusieurs détergents, avec des résultats
variables, allant de la visualisation de beaucoup plus d’amas bruns que de bleus, d’une colo-
ration non spécifique des fibres blanches à un meilleur rendu en coloration bleu. Le meilleur
protocole ne donne pas un marquage du fer correspondant aux immunomarquages, sur des
coupes adjacentes.

Fig. B.9 – Marquage du fer sur des coupes ex vivo à l’aide de differents de protocoles

La coloration du Fer sur les coupes ex vivo du projet Orano est présenté au Paragraphe 3.4.2.
La perméabilisation avec du triton 0.2% pendant 48h avant la coloration est le protocole le
plus satisfaisant.
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B.7 Mefisto : Analyse Imaris

Cette analyse est présentée au Paragraphe 2.4.1.
La Figure B.10 reprend les valeurs obtenues en analysant les images avec le logiciel Imaris.

La comparaison entre les images obtenues après l’apport de la dose des magnétosomes en une
ou deux injections permet de démontrer que l’incorporation des magnétosomes est supérieure
en scindant les doses.

Fig. B.10 – Analyses semi-quantitatives du contenu en magnétosomes dans des images de
microscopie (logiciel Imaris)
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B.8 Mefisto : Immunomarquage Nestine

Ces résultats sont présentés au Paragraphe 2.4.1.
Un anticorps polyclonal de poulet ciblant la Nestine murine a été utilisé sur les cellules
humaines pour déterminer s’il est capable de reconnaître également a minima la Nestine
humaine. La Figure B.11 illustre l’expression de la Nestine en 2D (image A) et en 3D (image
B), en comparant dans chaque cas avec l’anticorps secondaire seul : l’intensité du signal est
faible mais significative.

Fig. B.11 – Immunomarquages avec un anticorps de poulet anti-Nestine versus l’anticorps
secondaire seul, sur des modèles cellulaires U87MG 2D et 3D

.
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B.9 Mefisto : Immunomarquage Vimentine

Ces résultats sont présentés au Paragraphe 2.4.1.
Un anticorps polyclonal de lapin ciblant la Vimentine humaine et murine a été utilisé pour
déterminer si la voie de signalisation EMT est bien surexprimée dans nos tumeurs U87MG.
La Figure B.12 illustre l’expression de la vimentine et la comparaison avec notre marqueur
d’intérêt l’intégrine ανβ3.

Fig. B.12 – Double immunomarquage anti-Vimentine (Vert) et anti-ανβ3 (orange) sur des
coupes de cerveaux de souris traitée par des magnétosomes AMB1VRGD (2 x100 µmoles
Fer)

.
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B.10 Orano : Tumeurs A431

Ces résultats sont présentés au Paragraphe 3.4.
Les cellules A431 ont été implantées chez un modèle de souris NMRI nude femelle, dans 3
conditions différentes. Le lot 1 a été réalisé sans anesthésie, implantation sous-cutanée de
5 millions de cellules, les lots 2 et 3 ont été réalisés sous anesthésie, (5 et 2.5 millions de
cellules respectivement).

Fig. B.13 – Croissance des tumeurs A431, en fonctions des conditions d’implantations

Fig. B.14 – Double immunomarquage CD31/HER2 sur des coupes de tumeur A431 (im-
plantation avec 2,5 millions)
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B.11 Orano : Résultats IRM

Ces résultats sont présentés au Paragraphe 3.24.
Les paramètres d’imagerie d’IRM utilisés pour les études sur les souris saines sont décrits à
la Figure B.15. Cette figure illustre également la biodistribution des magnétososmes dans le
foie et la rate.

Fig. B.15 – Biodistribution des NPs dans les animaux sains

Ces résultats sont présentés au Paragraphe 3.24. La Figure B.16 illustre l’hétérogénéité
interne des tumeurs A431. La Figure B.17 résume le traitement apporté à chaque animal,
ainsi que le volume tumoral mesuré.
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Fig. B.16 – Imagerie IRM des tumeurs A431 avant injection des magnétosomes

Fig. B.17 – Traitements des souris porteuses de tumeurs A431 (S10 à S15)
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Annexe C
Annexes Projets 3D

C.1 Poster WMIC 2010
C.2 Méthode de la goutte inversée : MGI
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C.4 Cellules hCMEC/D3 sur matrice extracellulaire
C.5 Modèles bi-cellulaires

C.5.1 Caractérisation des lignées
C.5.2 Milieux de culture cellulaire
C.5.3 Densité d’ensemencement

C.6 Sphéroïdes bi-cellulaires colorés avec les colorants Vybrant™

C.7 Sphéroïdes bi-cellulaires fluorescents : milieu A versus milieu B
C.8 Mise en contact des magnétosomes avec les sphéroïdes

C.8.1 Mefisto : Sphéroïdes en Matrigel™

Orano/Mefisto : Microsphéroïdes sous agitation
3D : Sphéroïdes sous agitation en support Cell-Repellent

C.9 Transparency : Protocoles de coloration à la Thioflavine S
C.10 Transparency : Protocoles GClear 1 à 6
C.11 Transparency : Préparation GClear17d3
C.12 Transparency : Perfusion de DIL
C.13 Transparency : Coloration à la Thioflavine associée à des immunomarquages
C.14 Transparency : Quadruple immunomarquage des neurones
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C.1 Poster WMIC 2010

Ce poster est présenté au Paragraphe 1.5.1

Fig. C.1 – Poster WMIC 2010
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C.2 Méthode de la goutte inversée : MGI

Cette méthode est présentée au Paragraphe 4.2.1.

Fig. C.2 – Schéma présentant la préparation de sphéroïdes par la méthode dite des gouttes
inversées

Protocole de congélation des sphéroïdes : Prélévement des sphéroïdes dans le gel à l’aide
d’une spatule et rinçage en DPBS 5 minutes, puis déplacement dans une boîte contenant
du SVNN. Préparation d’une solution de SVNN à 10% de DMSO sur glace. Préparation
des aliquots avec 1 mL de cette solution, puis transfert de 2 à 5 sphéroïdes par aliquots
(en fonction de la taille) et congélation à -80°C (isopentane) avant d’être transféré en azote
liquide.

Protocole de décongélation des sphéroïdes : Préparation de puits de plaque 96 avec une
couche de Matrigel™ 25%, incubation 30 minutes à 37°C. Préparation d’une boîte (5 cm de
diamètre) par aliquot avec 2 mL de SVNN, décongélation rapide des aliquots et prélévement
des sphéroïdes encore congelés à la spatule.Décongelation compléte dans le SVNN 5 minutes
puis dépôt d’un sphéroïde par puits sur le gel, recouvert de milieu. Après 2 ou 3 jours, les
sphéroïdes peuvent être transférés dans un puits plus grand en double couche de Matrigel™
25% - 15%.
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Toutes les observations en microscopie ont été réalisées avec un microscope Axio Observer
Z1 équipé du logiciel Zen Blue Edition (Zeiss).

C.3 Fixation

Ces résultats sont présentés au Paragraphe 4.2.4.

La Figure C.3 illustre les différentes méthodes de fixation testées sur les sphéroïdes de cel-
lules U87MG et SKBR3.

Fig. C.3 – Test de différérentes méthodes de fixation de sphéroïdes de cellules U87MG et
SKBR3
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La Figure C.4 illustre le résultat de l’immunomarquage avec un anticorps ciblant HER2
versus l’anticorps secondaire seul sur un sphéroïde de cellules SKBR3 fixé au glutaraldéhyde.
Le bruit de fond important avec le secondaire seul diminue l’intérêt de ce fixateur.

Fig. C.4 – Sphéroïdes de cellules SKBR3 fixés au glutaraldéhyde et immunomarquage avec
un anticorps anti-HER2

La Figure C.5 illustre le résultat de l’immunomarquage avec un anticorps HER2 sur un
sphéroïde de cellules SKBR3 fixé à l’acétone/éthanol : le signal est intense mais le sphéroïde
se délite durant l’immunomarquage.

Fig. C.5 – Sphéroïdes de cellules SKBR3 fixés à l’acétone/éthanol, et immunomarquage
avec un anticorps anti-HER2
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C.4 Cellules hCMEC/D3 sur matrice extracellulaire

Cette étude est présentée au Paragraphe 4.3.1.
La Figure C.6 illustre la croissance des cellules hCMEC/D3 cultivées sur Matrigel™100%
durant 3 jours.

Fig. C.6 – Formation de capillaires par les cellules hCMEC/D3 cutivées sur Matrigel™100%

La Figure C.7 illustre la croissance des cellules hCMEC/D3 cultivées sur Matrigel™à diffé-
rentes concentrations, sur une durée de 3 et 7 jours.

Fig. C.7 – Croissance des cellules hCMEC/D3 cultivées sur Matrigel™ 25, 50 ou 100%
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C.5 Modèles bi-cellulaires

Cette étude est présentée au Paragraphe 4.3.

C.5.1 Caractérisation des lignées

Les anticorps utilisés sont référencés en Annexe D.4, et les protocoles utilisés sont réfé-
rencés en Annexe A.6.2.

La Figure C.8 illustre une partie des immunomarquages réalisés sur des cellules U87MG
et hCMEC/D3 fixées après 3 jours de culture cellulaire, inutilisables pour différencier les
cellules entre-elles.

Fig. C.8 – Marqueurs communs des cellules U87MG et hCMEC/D3

C.5.2 Milieux de culture cellulaire

La Figure C.9 montre les numérations réalisées sur les cellules cultivées dans différents
milieux de culture, en flacons de culture de 25cm2, pendant 3 jours. Les numérations ont
été réalisées à partir des suspensions de cellules après trypsination, diluées au 1/2 dans de
l’éosine. Le comptage a été effectué manuellement en cellule de Thoma.
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Fig. C.9 – Numération des cellules hCMEC/D3 et U87MG en fonction du milieu de culture

La Figure C.10 montre la croissance des cellules hCMECD/D3 et des U87MG cultivées
en milieu C, pendant 10 jours.

Fig. C.10 – Croissance des cellules hCMEC/D3 et U87MG cultivées en milieu C
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C.5.3 Densité d’ensemencement

La Figure C.11 montre que la croissance des cellules U87MG est plus rapide que celle
des cellules hCMEC/D3, les U87MG étant largement majoritaires après 9 jours de culture
au ratio de 1 : 1.

Fig. C.11 – Densité d’ensemencement des cellules U87MG et hCMEC/D3, cinétique de
croissance à 3, 6 et 9 jours
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C.6 Sphéroïdes bi-cellulaires colorés avec les colorants Vybrant™

Cette étude est présentée au Paragraphe 4.4.
La Figure C.12 montre des sphéroïdes préparés à partir de lignées colorées avec le colorant

Vybrant™, en utilisant la méthode MGI, sur Matrigel™.

Fig. C.12 – Sphéroïdes de cellules U87MG-DID et hCMEC/D3-DIO en Matrigel™ 15 et 25%
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C.7 Sphéroïdes bi-cellulaires fluorescents : milieu A versus milieu B

Cette étude est présentée au Paragraphe 4.5.2.

La Figure C.13 montre des sphéroïdes préparés à partir de lignées OGM U87MG-E2 Crim-
son et hCMEC/D3-pZgreen, préparé en matériel Cell-Repellent, sous agitation 3 jours puis
congelés (Image A). Après décongélation, les sphéroïdes ont été cultivés en Matrigel™ en
milieu A ou B, pendant 5 jours (Image B). Les cellules U87MG-E2 Crimson sont très rapi-
dement majoritaires à la couronne.

Fig. C.13 – Sphéroïdes de cellules U87MG-E2Crimson et hCMEC/D3-pZgreen préparés sous
agitation pendant 3 jours (A), congelés puis décongelés et cultivés en Matrigel™ pendant 3
jours (B)
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C.8 Mise en contact des magnétosomes avec les sphéroïdes

Plusieurs cas de figure sont décrits au Chapitre Culture cellulaire 3D (Paragraphe 4.2),
ainsi qu’au Chapitre Orano (Paragraphe 3.3.2).

C.8.1 Mefisto : Sphéroïdes en Matrigel™

Les sphéroïdes de cellules U87MG préparés en MGI sont gardés en croissance en plaque
48 puits, sur une couche de Matrigel™. Un premier essai a consisté à incorporer les fluoro-
phores Venus et VenusRGD dans le gel pour voir si le sphéroïde est capable de les absorber.
L’imagerie à travers le gel ne donnant pas une bonne résolution, une partie des sphéroïdes a
été mis entre lame et lamelle, pour observation au microscope. L’ image A de la Figure C.14
montre que l’incorporation après 2 jours est faible, avec des particules qui sont plus engluées
dans le gel que rentrées dans les cellules. L’image B montre qu’après 4 jours, l’incorporation
dans les cellules est plus nette, mais malheureusement peu reproductible d’un sphéroïde à
l’autre.
.

Fig. C.14 – Sphéroïdes monocellulaires U87MG, 2 et 4 jours incubation avec VenusRGD,
0,66µg/mL
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Orano/Mefisto : Microsphéroïdes sous agitation

Des microsphéroïdes de différents types cellulaires ont été réalisés sous agitation en flacons
de culture non adhérents standards ou en matériel Cell-Repellent, puis traités sous agitation
avec des magnétosomes AMB1, conjugués ou non, pendant 3 jours éventuellement répétés
plusieurs fois. La suspension de sphéroïdes est prélevée, centrifugée puis reprise dans le milieu
de culture contenant les magnétosomes à la concentration souhaitée (100, 250, 500 ou 1000
µgFer/L), avant d’être de nouveau mise en incubation dans le même type de flacons de
culture sous agitation. Après 3 jours d’incubation avec les magnétosomes, les suspensions de
sphéroïdes sont de nouveau centrifugées, le culot est repris en milieu de culture et des boîtes
à fond de verre sont ensemencées, pour 24 heures. Après ce laps de temps, la plupart des
sphéroïdes ont adhéré et une fixation au PFA 4% est réalisée.

3D : Sphéroïdes sous agitation en support Cell-Repellent

Les sphéroïdes créés en plaques ou boîtes Cell-Repellent sont suffisamment gros pour
pouvoir être prélevés un par un, à la spatule. Chacun d’entre eux est mis en contact avec les
magnétosomes dilués dans les milieux de cultures testés, en changeant le sphéroïde de boîte
de culture. Les particules en excès peuvent former des agrégats collants au support et il est
nécessaire d’utiliser un puits/une boîte neuve à chaque changement de bain si l’on souhaite
faire des traitements multiples. Les sphéroïdes sont replacés sous agitation durant 3 jours
avant rinçage et fixation, ou bien traités plusieurs fois tous les 3/4 jours.
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C.9 Transparency : Protocoles de coloration à la Thioflavine S

Ces protocoles sont présentés au Paragraphe 5.4.

Protocole utilisé sur des coupes de 20 µm :

— 15 min : PBS
— 5 min KMnO4 0,5%
— 5 min K2S2O5 1% + 1% acide oxalique
— 8 min Thioflavine S 0,02%
— Rinçage éthanol 80% x 2
— Rinçage eau x 2

Protocole utilisé sur un hémisphère :

— Décongélation en PBS, puis 2 bains en Tp Borate 0,1M, à +4°C
— 24h Triton 4% en Tp Borate 0,1M, sous agitation, TA
— 3 x10 min en eau, grand volume, sous agitation, TA
— 10 min KMnO4 0,5% x 12 en changeant de bain, sous agitation, TA
— 1 heure en eau sous agitation, TA
— 10 min KMnO4 0,5% x 8 en changeant de bain, sous agitation, TA
— 30 min K2S2O5 1 + acide oxalique 1% x3 en changeant de bain, sous agitation, TA
— 24h Thioflavine S 0,02% sous agitation, TA
— Rinçage éthanol 80% 10 min x 3, sous agitation, TA
— Rinçage eau 10 min x3, sous agitation, TA
— Transparisation
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C.10 Transparency : Protocoles GClear 1 à 6

Ces protocoles sont présentés au Paragraphe 5.3.2.

Fig. C.15 – Solutions de Transparisation GClear 1 à 6
.

page 251



La Figure C.16 illustre l’oxydation qui apparaît avec certaines solutions de transparisa-
tion, l’échantillon devenant progressivement noir en quelques jours.

Fig. C.16 – Cerveaux transparisés avec les solutions GClear 5 à 12
.

La Figure C.17 montre la transparisation par la solution GClear sur coupes de 250 µm et
test de réversion.
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Fig. C.17 – Solutions de transparisation GClear et test de réversion
.

C.11 Transparency : Préparation GClear17d3

Ce protocole est présenté au Paragraphe 5.3.2.
La préparation de la solution se fait en plusieurs étapes. Certains ingrédients sont préparés

en solutions stock x 50 en tampon borate 0,1M, pour une préparation plus rapide de la
solution finale :

— Azide de sodium 0,02%
— Acide oxalique 0,025%
— Citrate trisodique 0,1%
— DABCO 0,1%

L’ordre d’incorporation des ingrédients a une incidence sur la dissolution finale : je com-
mence par mettre le sorbitol au fond de la fiole jaugée, puis l’urée et le Nicodenz, en finissant
par le sucrose. Le sucrose se dissolvant facilement contrairement aux autres réactifs, il permet
de remplir la fiole avec la solution composée des réactifs liquides mélangés ensemble.

Le glycérol est pesé dans un bécher dans lequel j’ajoute les solutions concentrées (x 50)
et un peu de tampon borate 0,1 M. La solution est mélangée à la pipette de 10 mL, afin
d’incorporer le glycérol aux autres éléments. Puis ce mélange est ajouté aux poudres dans la
fiole jaugée, le bécher est rincé 2 fois en tampon borate, lui aussi ajouté dans la fiole jaugée.
Le niveau est ajusté à environ 1 cm en dessous du trait de jauge.
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Puis la solution est mise à chauffer à 100°C sous agitation, jusqu’à dissolution complète de
l’urée et du Nicodenz. Le volume de la solution chauffée va augmenter (effet de l’urée), le
volume final doit être ajusté une fois la solution complétement refroidie.

C.12 Transparency : Perfusion de DIL

Ce protocole est présenté au Paragraphe 5.5. Lors du projet CIACM, une étude de la
visualisation de l’arbre vasculaire a été réalisée à partir du colorant DIL, diverses solutions
de ce colorant ayant été testées. La méthode la plus intéressante a consisté à perfuser le
colorant DIL (solution mère en éthanol 5 mM, diluée au 1/50) après la perfusion de NaCl
0,9% et avant la perfusion de PFA 4%.

La Figure C.18 montre la vascularisation sur descoupes épaisses (250 µm), révélée par une
perfusion de DIL.

Fig. C.18 – Projet CIACM : perfusion de DIL pour visualiser la vascularisationd’un cerveau
de souris

.
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C.13 Transparency : Coloration à la Thioflavine associée à des
immunomarquages

Ce protocole est présenté au Paragraphe 5.3.2. La Figure C.13 montre la coloration des
plaques amyloïdes par la Thioflavine conjointement avec la révélation par immunomarquages
des astrocytes et de la microglies, sur des coupes de cerveaux de souris APP/PS1.

Fig. C.19 – Coloration par laThioflavine et immunomarquages des cellules gliales sur des
coupes de cerveaux de souris APP/PS1

.

C.14 Transparency : Quadruple immunomarquage des neurones

Ce protocole est présenté au Paragraphe 5.1. La Figure C.20 montre la distribution des
neurones inhibiteurs (Calrétinine, Calbindin, Parvalbumine) au milieu des neurones expri-
mant NeuN chez le macaque (Image A), chez la Souris (Image B) et chez le Rat (Image C).

Fig. C.20 – Quadruple immunomarquage des neurones inhibiteurs, sur des coupes de cer-
veaux de 3 espèces animales : Macaque (A), Souris (B), Rat (C)

.
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Annexe D
Annexe Références

D.1 Références des réactifs chimiques utilisés
D.2 Références des cellules utilisées
D.3 Références des réactifs utilisés pour la culture cellulaire
D.4 Références des anticorps utilisés
D.5 Animaux utilisés
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D.1 Références des réactifs chimiques utilisés

Ces listes se rapportent à l’ensemble des études réalisées.

Fig. D.1 – Références des produits chimiques
.
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Fig. D.2 – Références des produits chimiques pour le projet Transparency
.
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D.2 Références des cellules utilisées

Cette liste se rapporte à l’ensemble des études réalisées quel que soit le projet.

Fig. D.3 – Références des lignées cellulaires
.
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D.3 Références des réactifs utilisés pour la culture cellulaire

Cette liste se rapporte à l’ensemble des études réalisées quel que soit le projet.

Fig. D.4 – Références des réactifs utilisés pour la culture cellulaire
.
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Cette fiche technique de ThermoFisher présente les colorants Vybrant™, utilisés au Para-
graphe 4.4 du Projet Culture 3D.

Fig. D.5 – Fiche technique Vybrant™ page 1
.
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Fig. D.6 – Fiche technique Vybrant™ page 2
.

page 263



D.4 Références des anticorps utilisés

Cette liste se rapporte à l’ensemble des études réalisées quel que soit le projet.

Fig. D.7 – Références des Anticorps Primaires
.
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Fig. D.8 – Références des Anticorps Secondaires
.
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D.5 Animaux utilisés

— Souris NMRI nude mâles de l’éleveur Janvier (projet Mefisto).
— Souris NMRI nude femelles de l’éleveur Janvier (projet Orano).
— Souris C57Bl6 mâles et femelles de l’élevage de NeuroSpin (Souris APP/PS1 +/+ et

-/-) (projet Transparency).
— Rats Fischer mâles et femelles de l’élevage de NeuroSpin (Projet Transparency).
— Souris toutes souches, mâles et femelles, de récupération d’autres projets (projet Trans-

parency).
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Liste des abréviations, des sigles et des
symboles

ABC ATP-binding cassette

AMB-1 Magnetospirillum magneticum AMB-1

AMB1-TzTCMC Magnétosomes AMB-1 fonctionnalisés avec l’anticorps Trastuzumab et le
TCMC

AMB1-V Magnétosomes AMB-1 fonctionnalisés uniquement avec Venus

AMB1-VRGD Magnétosomes AMB-1 fonctionnalisés avec Venus et RGD

AMB1-WT Magnétosomes AMB-1 non fonctionnalisés, dits Wild Type

ANR Agence Nationale de la Recherche

ANSA 8-Anilino-1-naphthalenesulfonic acid

BABB Benzyl Alcohol Benzyl Benzoate

BAOBAB Building large instruments for neuroimaging : from population imaging to ultra-
high magnetic fields

BCRP Breast Cancer Resistance Protein

BHE Barrière Hémato-Encéphalique

BIAM Institut de Biosciences et Biotechnologies d’Aix-Marseille

BOLD Blood Oxygenation Level Dependent

BSA Bovine Serum Albumin

CB Calbindin

CEA Commissariat à l’Énergie Atomique et aux Énergies Alternatives

CEST Chemical Exange Saturation Transfert

CIEL Cerebral Imaging and Engineering Laboratory

CNAM Centre National des Arts et Métiers

CR Calretinine
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CRO Contract Research Organization

CSC Cancer Stem Cell

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane

DIL 1, 1′-dioctadecyl-3, 3, 3′, 3′-Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate

DIPG Diffuse Intrinsic Pontine Glioma

DMEM Dulbecco’s Modified Elementary Medium

DRF Direction de la Recherche Fondamentale

DUT Diplôme Universitaire de Technologie

EMT Epithelial-Mesenchymal Transition

EPR Enhanced Permeability and Retention Effect

ER Estrogen Receptor

GBM Glioblastome Multiforme

GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein

GFP Green Fluorescent Protein

GIN-IMN Groupe d’Imagerie Neurofonctionnelle

HER2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

HER2 Human Epidermal Growth Factor Receptor-2

hTERT human Telomerase Reverse Transcriptase protein

Iba1 Ionized calcium-binding adaptor molecule 1

ICC Immunocytochimie

ICP Inductively Coupled Plasma

IDH1 Isocitrate DésHydrogénase 1

Institut Joliot Institut des Sciences du Vivant Frédéric Joliot

IRM Imagerie par Résonance Magnétique

LBI Laboratoire de Biologie Intégrée

MEM Laboratoire de microbiologie Environnementale et Moléculaire

MGI Méthode dite des gouttes inversées

MIDAS Molecular Imaging and Delivery of Active Substances

MIND Models and Inference for Neuroimaging Data

MIP Maximum Intensity Projection

MRP1 Multidrug Resistance 1

MSME Multi-slice Multi-echo
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MTB Magnetotactic Bacteria

MV-1 Magnetovibrio blakemorei MV-1

NADP nicotinamide adémine dinucléotide phosphate

NPs Nano Particules

NSC Neural Stem Cell

PE Phycoérytrine

PgP P-glycoProtein

PR Progesteron Receptor

PV Parvalbumine

RGD Peptide composé de trois acides aminés : Arginine, Glycine et Acide aspartique

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

SDS Sodium DodecylSulfate

SH Sérum de Cheval

SIM Structured Illumination Microscopy

Sox2 (Sex determining region Y)-box2

SPION SuperParamagnetic Iron Oxyde Nanoparticle

SV40T Simian Vacuolating Virus 40 TAg

SVF Sérum de veau foetal

SVNN Sérum de veau nouveau né

T Tesla, unité de mesure de l’intensité d’un champ magnétique

TAMs Tumor Associated Macrophages

TCMC 2-(4-isothiocyanatobenzyl)-1,4,7,10-tetraaza-1,4,7,10-tetra-(2-carbamoylmethyl)cyclododecane

TE Temps d’écho

THF Tetrahydrofurane

TNBC Triple Negative Breast Cancer

TNS Trypsin Neutrilizing Solution

TR Temps de répétition

U87MG U87MG pour Uppsala 87 Malignant Glioma

UII Urotensine II

UNATI Unité d’Analyse et Traitement de l’Information

UNIACT Unité de NeuroImagerie Applicative Clinique et Translationnelle

UNICOG Unité de Neurosciences Cognitives
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UNIRS Unité d’Imagerie par Résonance Magnétique à très haut champ et de Spectroscopie

VAE Validation des Acquis de l’Expérience

VEGF Vascular Endothelial Grow Factor

WGA Wheat Germ Agglutinin
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