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directeur
du laboratoire
nantais

Hotte a flux
laminaires

Qui permet de réaliser
des manipulations
expérimentales en
condition stérile.

Protéine
fluorescente
verte GFP

Découverte en 1962 chez
la méduse Aequorea
victoria, elle a la
propriété d'émettre une
fluorescence verte.

@ Laboratoire de Physiopathologie de
la résorption osseuse et thérapie des
tumeurs osseuses primitives : unité
957 Inserm - Université de Nantes

20 ¢ ante oN° 13

1

A premiére vue, rien
Ade bien original en
arrivant a la faculté
de médecine de Nantes :
deslocaux, un peu vieillis-
sants, qui grouillent détu-
diants a'heure du déjeuner, si ce nest le choix du jaune
et du bleu pour les peintures murales, emblémes de
Puniversité. Arrivé a létage qui héberge le laboratoire
Inserm de Physiopathologie de la résorption osseuse
et thérapie des tumeurs
osseuses primitives (@),
rien de plus que des cher-
cheurs et des techniciens
affairés a leur bureau.
Mais ot est cette fameuse
plateforme de tri cellu-
laire DEPArray™ arrivée
en décembre dernier et
opérationnelle depuis
début mars, dont on nous
a tant vanté les mérites ?
Celle qui devrait révolu-
tionner la recherche sur
les tumeurs de los ? « Sui-
vez-moi, cest par la »,
lance, avec le sourire,
Dominique Heymann,
directeur du laboratoire,
aprés un accueil déja
chaleureux.
Commence alors un
méandre de couloirs.
Quelques paillasses,
hottes a flux lami-
naires | | | et chambresde
culture pointent bient6t
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Suivre les cellules
' ala trace

Isoler les cellules tumorales qui circulent dans le sang

des patients victimes d’un cancer de l'os, c’est la mission de la
plateforme de tri cellulaire unique en France, DEPArray™.
Ala clé : la prévention des métastases et le développement
de thérapies ciblées.

le bout de leur nez, ce qui éveille notre curiosité. Et
plus encore, lorsquon nous demande denfiler blouse
et surchaussures. Nous y sommes ! Derriere la derniére
porte se trouve ce pour quoi nous sommes venus. La
tension monte, on nous ouvre, nous entrons et tom-
bons nez a nez avec... un gros cube ! Une machine a
lesthétisme proche de celui d’un réfrigérateur améri-
cain. Lisant peut-étre notre déception sur notre visage,
«le plus extraordinaire se passe a lintérieur, sempressent
de dire de concert Dominique Heymann et son équipe.

Injection de la solution tampon (liquide rose) qui permettra de récupérer
les cellules isolées, puis de U'échantillon de sang purifié.

J

Régis Brion, ingénieur hospitalier,
H insére la cassette dans la plateforme.
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Regardez lécran, vous allez
yoir... » La démonstration
commence, commentée par
les chercheurs.

« Au laboratoire, nous étudions
les tumeurs osseuses primitives
(tumeurs dorigine osseuse),
plus précisément les cellules
tumorales qui circulent dans le
sang et peuvent aller simplanter
dans dautres organes pour for-
mer des métastases », rappelle
Dominique Heymann. Ce type
de cancer, qui touche surtout
les jeunes, est assez rare (envi-
ron 300 nouveaux cas par an
en France dont 50 % dostéo-
sarcome) et son traitement
repose sur une exérese chirur-
gicale associée a la chimio-
thérapie. Mais, les récidives
avec meétastases, surtout pul-
monaires, sont fréquentes. Le
taux de survie a cinq ans peut
alors chuter a seulement 30 %,
lenjeu est donc de taille ! « Cest
la que DEPArray™ réveéle tout
son intérét, senthousiasme le chercheur. A partir dun
simple échantillon sanguin, nous pouvons isoler les cel-
lules tumorales circulantes et déterminer les mécanismes
qui leur permettent de quitter leur site dorigine (los) pour
passer dans le sang et ensuite simplanter dans un autre
organe pour y former des métastases. » Seulement une
sur 1 000 donne naissance a une métastase. Si lon savait
pourquoi et comment, cela aiderait a prédire et prévenir
les récidives. Pour cela, léquipe de Dominique Heymann
travaille sur des modeles de souris qui ont développé des
tumeurs osseuses humaines, modifiées génétiquement
afin de produire la protéine fluorescente verte GFP

qui rend les cellules tumorales visibles par microscopie.
La premieére chose a faire, avant méme d’allumer la
plateforme, est donc de prélever et purifier un échan-
tillon de sang. Il est ensuite injecté dans une petite

(petits points blancs).

cassette, assez proche d’'un mini

labyrinthe, préalablement remplie

d'une solution tampon qui permet-

tra de récupérer les cellules isolées a

la fin de la manipulation. Au centre,

se trouve la chambre principale, une sorte déchiquier
ot les cellules pourront étre emprisonnées une a une
dans des cages électromagnétiques. « On peut y isoler
jusqua 100 000 cellules », précise Régis Brion, l'ingénieur
hospitalier de Iéquipe.

Pendant ce temps-1a, la plateforme DEPArray™ est
mise en route. Différents parametres sont réglés (tem-
pérature, type de solution tampon) et le nombre de
cages a construire est déterminé. La cassette est
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A gauche, mise
au point des
microscopes et
préparation des
champs électro-
magnétiques
Calibrage de
lappareil sur la
lumiére émise
par la GFP

(a droite)

Léchantillon est chargé dans la chambre principale
de la cassette, on apercoit déja sur Uécran les cellules

Les champs électromagnétiques sont appliqués,
ils répartissent et isolent une a une les cellules,
les emprisonnant dans de véritables cages.
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alors insérée dans la machine qui va se calibrer
pour détecter la lumiére émise par la GFP. Puis, [échan-
tillon est chargé dans la chambre principale. « On
apercoit déja les cellules », nous indique I'ingénieur en
pointant du doigt des petits points blancs sur [écran
dordinateur. La, des champs électromagnétiques se
forment et isolent chaque cellule
en construisant de véritables cages
autour delles. « Cest ici que peut se
faire le tri des cellules, il suffit dentrer
dans lordinateur les critéres de sélec-
tion, poursuit I'ingénieur. Nous
pouvons alors choisir uniquement celles qui émettent
une lumiére verte fluorescente due d la GFP - les cellules
tumorales circulantes - et laisser de coté les autres, ainsi
que les amas de cellules et les cellules a cheval sur des

cages qui ne peuvent étre isolées. » Le jeu des champs
électromagnétiques fait le reste en déplacant une a une
les cages ot sont emprisonnées les cellules sélection-
nées, en direction d’'une zone de « parking ». « Cest la
que nous pouvons mettre en contact les cellules circulantes
avec dautres types de cellules présentes habituellement
dans leur environnement immédiat
dans lorganisme, et voir plus tard les
conséquences de cette interaction au
niveau génétique et moléculaire. »
Objectif : caractériser sur un plan
moléculaire les cellules cancéreuses
circulantes, étudier comment les cellules tumorales
communiquent avec leur environnement et, ainsi,
comprendre pourquoi certaines forment des métastases.
Les cellules isolées sont ensuite déplacées vers une
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Sélection des cellules : on peut choisir
uniquement celles bien placées et qui émettent
une lumiére verte fluorescente tandis que

les cellules a cheval sur des cages et les

amas cellulaires sont discriminés.

Par le jeu des champs électromagnétiques,
les cellules sélectionnées bougent une a une
en direction d’'une zone de «parking ».

On peut visualiser leur chemin (en violet)

et ainsi s’assurer qu’elles ne se perdent pas
en route ou qu’elles ne rencontrent

pas d’obstacles.
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zone de récupération toujours par le jeu des champs
électromagnétiques. La, elles sont évacuées une a une
dans une goutte de solution tampon, puis déposées
dans des microtubes pour analyses ou directement
dans une boite de Pétri en prévision d’une culture
cellulaire. Les mains de lexpérimentateur les attendent
alasortie. « Le DEPArray™ permet, en effet, d’isoler des
cellules tout en les conservant
vivantes. On peut donc les culti-
ver en laboratoire afin den avoir
une quantité suffisante pour les
analyses génétiques et molécu-
laires, méme si certaines peuvent
étre effectuées a partir dune seule cellule isolée », précise
Régis Brion, qui sempare enfin des précieuses gouttes.

Ces analyses auront pour but d’identifier de nouveaux
marqueurs spécifiques de ces cellules circulantes, telles
que certaines protéines présentes au niveau de leur
membrane. Actuellement, la cytométrie en flux
permet déja de détecter les protéines membranaires et
de dénombrer dans un échantillon de sang les cellules qui
les expriment. Cependant, sl faut seulement quelques
minutes a la cytométrie pour compter des centaines de
milliers de cellules, cette technique, largement utilisée
dans les laboratoires hospitaliers et de recherche, nest
pas adaptée a la détection de cellules rares dans le sang
comme les cellules circulantes, ce que permet une analyse
avec le DEPArray™. Grace a ces nouveaux marqueurs
et a cette nouvelle approche technologique, il sera alors
possible détablir un pronostic de récidive précis et
donc dapprécier le risque de métastases bien avant leur
formation, ce qui nest pas encore possible.

La médecine personnalisée sera elle aussi gagnante,
puisque la plateforme de tri permettra a terme d’isoler
et danalyser les cellules tumorales circulantes chez les
patients, et donc de définir non seulement une thérapie
ciblée, mais aussi de suivre lefficacité du traitement dans
le temps afin de pouvoir ladapter au besoin. « Ef tout ¢a
de maniére trés peu invasive puisquune simple prise de
sang suffit, contrairement a une
biopsie | | »,souligne Dominique
Heymann.
A terme, le laboratoire nantais
souhaite développer ses collabo-
rations, notamment avec divers
centres frangais de cancérologie, mais aussi avec les
membres du réseau européen sur les tumeurs osseuses
et métastases associées, dont il fait partie. « Nous sommes
les premiers a posséder une plateforme DEPArray™ en
France, les troisiémes en Europe. Et nous souhaitons quélle
puisse bénéficier au plus grand nombre. » Par ailleurs, cette
technologie sera également utile a I[étude dautres types
de cancer, ainsi qua dautres problématiques médicales,
notamment celle du diagnostic prénatal | | |. « Ld encore,
notre plateforme de tri peut permettre d'isoler les cellules
foetales en utilisant un simple échantillon de sang prélevé
sur la mére », avance Dominique Heymann. Oubliés
alorsles risquesliésa lTamniocentése | | |, habituellement
nécessaire pour ce type de tests.
Finalement, a défaut détre spectaculaire, cette machine
devrait bien tenir ses promesses et devenir un outil
incontournable de la cancérologie et de la médecine
de demain. Yann Cornillier

www.u957.univ-nantes.fr

Grace aux champs

électromagnétiques,

les cellules sélectionnées
sont dirigées vers la zone
de récupération ou

elles pourront étre évacuées une a une dans une
goutte de solution tampon, puis déposées dans
un cone d’analyse ou directement dans une boite
de Pétri pour la culture cellulaire.

Cytométrie
en flux (CMF)

Technique qui permet
de faire défiler des
particules, molécules ou
cellules a grande vitesse
dans le faisceau d'un
laser, en les comptant
et en les caractérisant.

Biopsie
Prélevement d'un
échantillon de tissu
afin de le soumettre
a des analyses.

Diagnostic
prénatal

Ensemble des
techniques qui ont
pour but de détecter
in utero les anomalies
génétiques ou
malformations dont
pourrait étre victime
le foetus.

Amniocentése

Prélevement d'un
échantillon de liquide
amniotique dans lequel
baigne le feetus.
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