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Résumé

INTRODUCTION : Les maladies valvulaires du cceur surviennent dans 2% de la population,
impliquant souvent un reflux sanguin di au rétrécissement de la valve. Nous avons récemment identifi¢
deux familles non apparentées étant atteintes par une sténose aortique. Le séquencage exomique des
familles a révélé une mutation entrainant une perte de fonction homozygote pour le gene ADAMTSI9. La
relation entre la perturbation du géne ADAMTS19 et la sténose a été reproduite et donc confirmée grace a
une souris ADAMTSI9-LACZ KO/KO. Cette souris montre également que ADAMTSIY est
spécifiquement exprimé dans les cellules valvulaires interstitielles (VICs) dans les valves. Le rdle
d’ADAMTS19 durant le développement des valves reste inconnu. Pour analyser le patron d’expression
d’ADAMTS19 pendant le développement du cceur, nous avons obtenu un modele de souris transgénique
contenant une CRE-tamoxifen inductible (Cre-ERT2) qui est exprimé sous I’influence du promoteur
humain ADAMTS19. HYPOTHESE/OBJECTIF : Nous émettons I’hypothéese que le promoteur humain
d’ADAMTS19 inséré dans la souris ADAMTS19-Cre-ERT2 contient toutes les séquences régulatrices
permettant d’exprimer le gene ADAMTS19 et que ADAMTS19 est principalement exprimé au niveau des
cellules valvulaires interstitielles dans les valves. L’objectif est de caractériser le patron d’expression
d’ADAMTS19 en analysant sa distribution durant le développement grace a une souris reportrice
tdTomato. Comme ADAMTSI9 est spécifiquement exprimé dans les VICs, cet outil transgénique
permettrait d’étudier ces cellules durant le développement. METHODE/RESULTAT : Suite a une étude
in silico le promoteur ADAMTS19 est apparu comme extrémement conservé. Par conséquent, pour
analyser I’expression d’ADAMTS19 nous avons obtenu une souris BAC ADAMTS19-Cre-ERT2 contenant
la séquence conservée que nous avons croisé avec une souris reportrice tdTomato. Le Tamoxifen est
administré aux femelles gestantes par gavage aux jours embryonnaires E9,5, E11,5 ainsi que E13,5, et les
cceurs sont extrait a E16,5. Des coupes de cceurs embryonnaires vont permettre d’identifier la localisation
et la morphologie des cellules marquées. L’expression d’ADMATSI9 dans les cellules valvulaires
interstitielles est consistant avec le fait quADAMTSI19 est connu pour affecter les valves durant le
développent et dans le cas de maladie valvulaire. Cependant, le patron des valves n’est pas reproductible
au travers des générations. De plus, nous observons qu’ADAMTSI19 est marqué dans des cellules des
oreillettes et ventricule dans une lignée et dans une sous population de cellules de 1’artére pulmonaire dans
une autre. CONCLUSION : L’analyse des séquences de chaque lignée par séquencage permettre
d’investiguer la raison de ses différents patrons et de mettre en évidence des régulateurs spécifiques.
MOTS-CLES: ADAMTSIY9, sténose aortique, développement des valves, souris transgénique,

technologie recombinante Cre-lox, génétique.
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Abstract

BACKGROUND: Valvular heart disease (VHD) occurs in ~2% of the general population, often
resulting in reduced or disturbed blood flow. We recently identified two unrelated families with recessive
inheritance patterns of progressive polyvalvular heart disease in absence of any clear syndromic
phenotype. Exome sequencing revealed homozygous, rare, loss of function (LOF) alleles in both families
for the gene ADAMTS19. The relation between ADAMTS19 mutation and aortic stenosis were confirm via
an ADAMTS19-LacZ KO/KO mouse model. This model also shows that ADAMTS19 is specific of VICs
during valve development. The ADAMTS protein family includes 19 proteases that are involved in matrix
remodeling, and tissue homeostasis in development and disease. However, the role of ADAMTSI19
specifically during valve development remains unknown. We aim to characterize ADAMTS19 expression
using a BAC transgenic ADMTS19-CRERT2 mouse. HYPOTHESE/OBJECTIVE We hypothesize that
the BAC used to make the ADMTS19-CRERT2 mouse contains all the regulatory elements to express it
and also that its expression will be specific to the VICs. The objective is to establish the ADAMTS19-
CREERT?2 and therefore to create a new tool to study VICs in vivo. METHODS/RESULTS: /n silico
analysis of the human and mouse ADAMTS19 genomic regions showed a high level of conservation.
Thus, to analyze ADAMTSI19 expression patterns during mouse development, we obtained a BAC
transgenic mouse model containing a tamoxifen inducible Cre (CreERT2) that is expressed under the
influence of the human ADAMTS19 promoter and surrounding genomic region. We crossed males from
several lines created in parallel with Rosa-tdTomato reporter females to generate offspring in which
expression of the fluorescent tdTomato reporter is activated in ADAMTS19-expressing cells upon
tamoxifen administration. Surprisingly, whole mount imaging of embryos induced at E13.5 and isolated
at E16.5 revealed strong, but distinct labelling patterns in offspring from different ADAMTS19CreERT2
sublines. Whereas one line exclusively labelled VICs, consistent with ADAMTSI9 in situ RNA
expression data from the Eurexpress database, another line specifically labelled cells in atrial and
ventricular, but not VICs. A third line seems to label only a subset of cells in the pulmonary artery.
Labeling of ADAMTS19-positive VICs is consistent with ADAMTS19 affecting valve development and
VHD. In addition, we observed exclusive ADAMTS19-dependent labelling in atrial and ventricular cells
or in a subset of pulmonary artery cells in two different sublines. CONCLUSION: The distinct expression
patterns in offspring from different ADAMTS19-Cre-ERT2 lines indicates that although regulation of
ADAMTSI9 is conserved between human and mouse, expression in VICs versus other cells may be
dependent on mutually exclusive regulatory mechanisms. KEYWORDS: ADAMTS19, aortic stenosis,

valve development, Transgenic mouse, Cre-lox recombinant technology, genetic.



Liste des tableaux

Table 1 Fabrication du mix de PCR. .......ccoiiiiiiiiiiiieete et 36
Table 2 Programme utilis€ pour 1a PCR.........c..ociiiiiiiiiiieee s 36
Table 3 Récapitulatif de I’efficacité des principales lignées analysées...............oooiiiiiiiiiii.. 66

vi



Liste des figures

Figure 1 ADAMTS19 est exprimé dans les quatres valves cardiaques pendant le remodelage des valves et
1€10NZAtION (AAAPLEE A .....eineiiieiieiie ettt ettt et e sttt e ettt e et e e bt e e nbe e beeeateens 7
Figure 2 Différentes étapes de la transgenese par la methode PiggyBac-on-BAC. Le tranposon PB (
PBase) exice le transgene au niveau de séquences ITR et va I’intégrer dans le genome a I’endroit d’un site
T A A ettt h bt h ettt et e e bt b e s bt e bt bt e h sttt e bt bbbt bt n bt e b et et e e enes 21
Figure 3 Information sur le BAC et le géne d'intérét (A)Information sur le BAC (B) Cartographie du
vecteur de clonage (C) Position du clone RP11-81L23 utilisé pour la génération de la souris................ 32

Figure 4 Informations sur le géne d'interet (A) carte d'identité du gene (B) Transcrit choisis pour la

transgenese NIM  1336038.3 ... ittt ettt et e e sab e st e e st e e st e e s bt e e sabeeesanee s 33
Figure 5 Stratégie d'insertion de 1a Cre-ERT2 .......cociiiiiiiiiiiiieeceeee e 33
Figure 6 Introduction des ITR dans la structure du vecteur de clonage par recombinaison homologue. 34
Figure 7 Etablissement d’une nouvelle lignée ADAMTS19-Cre-ERT2. A .....ooovuvvrmeeeeeeeeeee 46
Figure 8 Le patron d'expression de la lignée 3344 est reproductible au travers des générations. ........... 50

Figure 9 Patron d’expression dans les oreillettes et les ventricules lorsque 1’on administre le tamoxifen a

E13.5 et que I’on analyse les ceeurs @ E16.5. ......ooiiiiiiiiiiiee e e 51
Figure 10 Patron d’expression dans les oreillettes et les ventricules lorsque 1’on administre le tamoxifen
a E11.5 et que 'on analyse les coeurs @ E16.5. .....ooiiiiiiiiiiiee e 52
Figure 11 Morphologie et localisation des cellules exprimant la tdTomato. ..........ccccceeveerieenieniiienenne 53

Figure 12 Le patron d'expression de la lignée 3339 est n’est pas reproductible a travers les générations.

Figure 13 Morphologie et localisation des cellules exprimant la TdTomato dans la lignée 3339........... 55
Figure 14 Le patron d'expression de la lignée 3341 est reproductible au travers des générations bien que
deux patrons d’Expression soient présents dans la lignée FO ; dans les valves et I’artére pulmonaire
efférente, seule I’expression dans I’artére pulmonaire efférente va subsister..........ccoccoeveerieeiieniieenieenne 58

Figure 15 Le patron d’expression est dans 1’artére pulmonaire lorsque I’on administre le tamoxifen a 11,5

et 13,5 mais change totalement lorsque I’administration se fait a E 9,5 (A, B, C)..eovvveiiiniiiiiiniieen 59
Figure 16 Morphologie et localisation des cellules exprimant la TdTomato dans la lignée 3341.
Bleu :Dapi, Rouge : Tdtomato, Vert : WGA. Echelle 100UM. ............cocovuevvrveererereeeeeeeeeeeeeeeee e 60
Figure 17 Ditibution de la taille des fragments. NS50 = 2,49 Kb....c...coceeiiriiniiiiniiniiincnecccieene 62

Figure 18 Retine clarifier avec CUBIC et imagé au microscope confocol. IB4 ne semble pas avoir bien

TONCTIONIIE. ... e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e aaeeee e e e e e aaaaaeeeeeaaae e aaaaseeeeeaananaaaaaaananes 72

Vil



Figure 19 Comparaison en 2D de I’imagerie par microscopy confocal et light-sheet (Grossissement 5X).
Le temps d’aquisition pour la mircroscopie confoczl est de 23 minutes et le temps dacquisition pour le
light-sheet est de 4 minutes. Le niveau de détail en profondeur semble plus optimal avec le lighsheet.. 72
Figure 20 Comparaison en 3D de la reconstruction a partir du logiciel Imaris et du logiciel Leica. Imaris
nous permet de voir la rétine dans son intégralité avec un niveau de détails extrement précis. Le lociel

leica montre une reconstruction partielle du réseau vasculaire et la rétine n’est pas dans son intégralité.

................................................................................................................................................................... 73
Figure 21 Comparison between P6 Cdh5-cre-tdtomato normoxia Vs hyperoxia...........ccceeeevveeuennnene 74
Figure 22 Comparison between 11 CdhS5-cre-tdtomato normoxia Vs hyperoxia........cccceceeveeveruennnene 75

Figure 23 Zoom sur la rétine marqué avec IB4- 488 (A, C) et IB4 — 647 (B, D). Lorsque le temps de

clearing et réduit les anticrop fONCLIONME. ..........ooiiiiiiiiiiieiieie ettt et 75

viil



Liste des abbreviations

ADAMs : A disintegrin and metalloproteINase .........c.eovueeriieiieriieiieeie ettt 2
ADAMTS: eXtracellUlar MATITX .....ccueoieriiiiirieieetcet ettt sttt ettt et sttt et st e e saeens 1
ADAMTSI19 : A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 19..........cccccecevieiinnen. 1
ADN : Acide d€soXyTiDONUCIEIQUE .......cccueiiiiiiiiiiieiie ettt ettt st enee e 24
AH : hyaluronic QCIA ... ..oouieiiiiiiiee ettt ettt e sttt e st e et eenbe e beesnbeebeeeene 22
ALK3 : Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1A .....ccooiiiiiiiiieee e 20
ARN : Acide rTDONUCIEIQUE .....cc.eiiiiiiiieiii ettt st ettt et e st e b e s aeeebeeeeee 24
AVC : atrio-ventricular CANAL.........coooiiiiiiiiiiii et 16
Bac : Bacterial artificial ChromoOSOIME. .........couiiuiiiiiiiiiiiii ettt 1
BMP : Bone morphOgenetic PrOTEIN .......c.eeeuieriieeiieiieeieeeiee ettt et ettt e ste e seteebeesneeeseesneaens 19, 20
BMP-2 : Bone morphOgenic PIOLEIN 2.......ceuieruieiiieiieeiieriieeieeeite et esiee et e sitesbeesieesebeebeesneeeseesneeenseesnne 20
BMP-4 : Bone morphOgenic PIOtEIN 4 ........ccueeiuiiiiiieiieeieeriteeieeeiee et esite et e sitesbeesieesbeeseesnbeeseesneeeneennne 20
BMP6 : Bone morphogenic PrOtEIN 6 .........cc.eeruiiiiieiiiieiieniie ettt ettt ettt sttt sttt e ebeesneeeseeeeee 20
BMP7 : Bone morphogenic PrOtEIN 7 ........cecuieruieiiieiieeiieriie et ettt esite et site st seeeseteebeesaeeeseesneeenseeenne 20
CD31 i PECAM PIOEIMN.....uiiiiiiiieiiieieeeite ettt ettt ettt ettt et san e sete e beesaneesbeesaneeneesaneenneenane 19
CRC : Cancer COLLOTECLAL .......c.eiiuiiiiiiiiiieiee ettt et sttt e sbe e 9
Cre : CyCliC TECOMDBINASE ...c..eouviiiiiiiieeiteeie ettt ettt ettt s be et st e bt e ae et esbe e 1
CXAS 1 COMNEXINE 45 ..ottt ettt ettt ettt h ettt e bt e bt e st e sbe e bt e atesbe e bt eatesbeenbe et e ebeebeennen 22
DK 2 DICKKODT 1 .ttt ettt ettt et e b e st e e bt e s abe et e enbeebeesnteenseennne 19
Down syndrome critical région : down syndrome critical 1€Z1on L..........cccoooeeriiiiiiiiiiiniiiieeeeeeee 21
DT S DIOCLEUL ...ttt ettt b et e h ettt e bt e bt e st s bt et e e st e ebt et e eatesae e tesatenbeenten Xi
ECFP : enhanced cyan fluoreSCent Proteine ............cceoeererriirienienienienieeieneesie ettt 34
ECM : eXtracellular MAITX ........ooeevierierieienieiteeteet ettt ettt sb ettt sae et st e sbe et et e naeetesaeens 1
EMT : endothelial to mesenchymal transSition .............oocuieriiiiiieniieeiee e 16
ER : EOSIOZEN TECEPLOT ...eeiiiiieiiiee ettt ettt ettt et e et e sttt e et e st e e sabbeesabeeesabeeenane 1
ERDbB : Epidermal growth factor TECEPLOT ......cc.uiiiiiiiiiiieiie ettt 22
EYFP : enhanced yellow fluorescent protéine.............cocueereeeiieniieniieniie ettt 34
IE-12 VEGEFRI oottt sttt ettt sttt ettt et sae et et e eaeebeennes 21
GFP : Green fluoreSCENte PrOtEIN ....cc..evueeruieiirtiiieeieeitete et ett ettt ettt ettt s bt ettt sae b et e sbeeseeaees 34
HAS2 : Hyaluronan SYNthase 2 ........ccc.coieriiiiriiiiiieneerie ettt sttt sttt e 22
Homology DiIrected REPAIT.......cc.eeiuiiiiiiiieieee ettt sttt ettt e st e et e e neeebeeeeee 29



KD 2 KILODASE .o et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaae e e e e e e eaaeeeeeeeaaaaaaaeeeeeeeeaannaas 1

KDR : Kinase Insert Domain Receptor ou VEGFR2 ... 21
10XP 2 LoCUS Of X-0OVET P ..ottt ettt e 30
MMPs : matriX MetalloPTOtEINASE. ... .ccueeiiiiiiieiie ettt ettt st e e st e et e e sateebeesneeeneeas 2
NFAT : Nuclear factor of activated T-Cells .........cocueriiiiriiniiiiiiiiceee e 21
NFATTI : Nuclear factor of activated T-Cells 1 ........cccooviiriiriiiiniiiiiieeeee e 21
NFAT?2 : Nuclear factor of activated T-CellS 2 ........cccooviriiniiiiniiieieeeceee e 21
Non Homologous ENd JOTNING ......ccc.eiiiiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt et esaeeeseesaeeens 28
INOTCR ..ttt e h ettt e h e bt et e b e ettt e b et ea b h e et at e bt et et sbeenee 20
OFT : OULTIOW TTACE ...ttt ettt ettt ettt b e et esbe et et e sbe e beennes 16
OTps : Outflow tract ProXimal.........coceiiiriiiiiriiie ettt sttt st sa e e st be s 19
OVEI NIZNT ..ttt ettt et a bt e e bttt e st s bt e bt et e ebe e bt et e ebeebeeanes 49
PAGEY BAC ..ttt et e et e e h bt e e bt e s b bt e e bte e s bt e e ebeeeeabee s 24
RISC : RNA-induced Silencing COMPIEX .......coouiiiiiriiiiiiiieeieeieeete ettt s 26
RTK : Receptor tyrOSINE KINASES ......cecueeriiiiieiieetieiie ettt ettt ettt ettt e teeste e bt e snbeebeesnbeenseeeene 22
SIRNA : Small interfering ARN ......ccc.ooiiii ettt sttt 26
tet-OFF. TetracyCline Off .......cocoooiiiiiiie ettt 29
tet-ON : TetraCyClIN ON ....coiiiiiiiiiie ettt ettt ettt sae et st sb et et e naeenee 30
tet-On 1 TErACYCINE O ....eiuiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt sttt st sbe et e e e enee 19
TGF B2 : Transforming growth factor Beta 2 ...........cccoiiiiiiiiniiiieceeee e 20
TGF B3 : Transforming growth factor Beta 3 ..........ccooiiiiiiiiiniiceececeee e 20
TGF-B : Transforming growth factor .........cccooiiiiiiiiiiiiiie s 20
TGF-8 : ransforming growth factor Beta............cocooiiiiiiiiiiiiiiicceee e 16
TSRs : The thrombospondin type 1 TEPEAL ........cccueiiiriiiiiiiiiriiiteetcte ettt 3
VEGF : Vascular Srowth factor ........cccuoiiiiiiiiiiiiitctec ettt 19
VEGEFR : Vascular endothelial growth facteur receptor..........cooveviiriiniiiiiniiniiicceececeeeee e 21
VEGFRI1 : Vascular endothelial growth factor receptor 1.........c.ccooeriiniiiiniiniiiiiinceneeeeeeee 21
VEGFR?2 : Vascular endothelial growth factor receptor 2.........c.ccooeeiiriiiiniiniiiinienecenceceeee e 21
VICs : valvular InterStitial CEILS .....ouiiiiiiiiiiiiiiiet ettt 1
Wit 1 WiIngless/INEEIAted. ........ccuiiiuiiiiieiie ettt et ettt et e st e e bt e st e ebeesneeenseeeene 19



xi

A Charly pour son soutien inconditionnel



Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier le Dr. Gregor Andelfinger pour m’avoir donné la chance
incroyable de découvrir et d’explorer les frontieres de la génétique cardiovasculaire au sein de son
laboratoire, je le remercie pour m’avoir lancé le défi de mener un projet complexe et novateur. Un projet
qui m’a énormément appris, autant en connaissances scientifiques qu’en connaissances en gestion et
organisation. J’ai pu profiter d’une exposition internationale lors de congrés, notamment aux Etats-Unis
et faire des rencontres incroyables qui m’ont ouvert de nouvelles portes. D’autres part, la liberté laissé par
le Dr. Andelfinger m’a permis d’¢élargir mes connaissances techniques, d’essayer de nouvelles directions
expérimentales, de partager des collaborations et donc en conséquence de m’épanouir scientifiquement et
de développer un amour pour la recherche. Je remercie également Dr. Piet Van Vliet pour son soutient
lors de ma maitrise. Il m’a éclairé de ses 15 années d’expériences en biologie du développement et
conseillé sur I’aspect expérimental, sur la planification de mes expériences et aussi sur d’importantes
décisions visant a optimiser mon projet. De longues discussions avec lui, m’ont permis de mieux
comprendre ce que signifie réellement travailler dans la recherche et comment se positionner pour mettre
toutes les chances de son coté. Je suis extrémement reconnaissante au Dr. Alexandre Dubrac pour son
implication dans notre collaboration. Autant que pour son soutient que son accessibilité. Il m’a d’avantage
transmis cette passion pour la recherche et m’a initi¢ aux principes fondamentaux de la biologie vasculaire,
en me faisant notamment découvrir les modeles utilisés, les maladies associées, les nouvelles pistes de
recherche et les récentes découvertes. Merci! Je remercie également Dr. Séverine Leclerc pour m’avoir
aidé a trouver mes marques dans le laboratoire et dans le centre de recherche et aussi pour s’étre occupé
de commander tous les réactifs nécessaires au bon déroulement de mon projet pendant 2 ans. Je remercie
aussi Dr. Andrea Oneglia et Dr. Jessica Piché pour toutes les discussions intéressantes autour du projet
SGO1 et pour m’avoir appris de nombreuses expériences de biologie moléculaire. Merci a Dr. Martin
Smith et son associé Dr. Marieke pour leur soutient et leur accessibilité lors de notre collaboration autour
du séquengage nanopore. Je remercie Véronique et Karine qui ont fait un travail acharné pour prendre soin
de mes précieuses colonies de souris. Je remercie Dr. Marie Kmita pour sa gentillesse, sa générosité et
son aide. Je remercie Dr. Elke kuster pour m’avoir initi¢ aux techniques de microscopie de manicre claire
et structurée. Aussi je souhaite remercier ma famille pour m’avoir donné la force de me lancer dans cette
aventure canadienne. Mes parents pour m’avoir donné les clefs qui m’ont permis de trouver ma voie, ma
sceur tout simplement pour exister mais aussi pour ses encouragements, son soutien et sa présence ainsi
que mes grands-meres pour leur exemple de détermination. Et bien siir mon conjoint pour m’avoir

accompagné, soutenu, aidé, conseillé et supporté dans cette aventure.

Xii



Introduction

Les malformations cardiaques sont les maladies congénitales les plus communes. FElles
représentent quatre a six naissances sur 1000. Entre 25% et 30% sont des maladies valvulaires ce qui en
fait la sous classe la plus représentée (Armstrong and Bischoff 2004). Récemment, nous avons découvert
une forme monogénique de sténose aortique grace a I’étude de deux familles ayant toutes deux des
membres atteints par cette pathologie. L’analyse de leur génome a mis en évidence une micro-délétion du
gene A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 19 (ADAMTS19) qui a pour
conséquence la dégradation de la protéine et donc la perte de fonction total du géne. Nous avons validé la
relation de cause a effet in vivo grace a un modele de souris de délétion de fonction génique qui
effectivement reproduisait la sténose aortique observés chez les patients. Avec le méme modéle, nous
avons mis en évidence le fait qu’ADAMTS19 est exprimé dans les cellules valvulaires interstitielles durant
la phase de remodelage de la matrice extracellulaire (ECM : extracellular matrix) (Wiinnemann et al.
2020). Ce gene fait partie d’une grande famille de protéase : les ADAMTSs, dont la fonction n’est pas
bien connue. De plus aucun outil n’existe pour étudier les VICs spécifiquement. Durant ma maitrise, le
but été d’établir un nouvel outil qui permet de visualiser les cellules qui exprime ADAMTS19 dans I’espace
et le temps: une souris inductible ADAMTS19 — Cre — ERT2. 1l s’agit du premier outil développé
mondialement permettant d’étudier les cellules valvulaires interstitielles in vivo spécifiquement. A 1’aide
d’une souris rapporteuse TdTomato, j’ai analysé plusieurs lignées ADAMTSI9 congu in vitro de manicre
indépendante. Ces lignées ont été congu in vitro a partir du méme BAC contenant les séquences
promotrices en 5° de la séquence d’ADAMTSI9 et son premier exon. Etonnamment, trois patrons
d’expression distincts ont été observés : (I) dans les valves cardiaques, (II) dans la voie de chasse de
I’artére pulmonaire et enfin (II1) dans les ventricules et les oreillettes uniquement. La cause de ces patrons
d’expression qui différent reste encore inconnu mais cela pourrait étre di a la longueur du Bac qui mesure
plus de 200 Kb, en effet il aurait pu se scinder durant la création des lignées ou pourrait avoir été inséré
dans des régions épi-génétiquement fermées. La revue de littérature met en exergue les connaissances
actuelles sur le gene ADAMTSIY9, le développement valvulaire sous tous ses aspects et étaye les
technologies disponibles pour étudier ADAMTS19 durant le développement valvulaire in vivo. Ensuite,
les hypothéses et objectifs seront décrit, suivit de la méthode utilisée pour établir cette lignée. Enfin, les

résultats seront présentés et discutés, avant de conclure.
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Chapitre I Revue de littérature

1.1Que savons-nous sur la famille des ADAMTSs ?

1.1.1 Emergence des ADAMTSs

La super famille des ADAMTSs (A Disintegrin And Metalloproteinase With Trombospondin
motifs) comprend 19 métalloprotéinases sécrétées et 7 ADAMTS-like (protéines similaires des
ADAMTSs mais qui n’ont pas d’activité enzymatique). Chacune de ces protéines est le produit de
genes distincts (Dubail and Apte 2015). Les ADAMTSs font partie de la super famille de protéase
Metzincin nommé comme cela pour la conservation d’un résidu méthionine a coté du site actif
métalloprotéinase dépendant de I’ion Zinc (Huxley-Jones et al. 2007). Les Metzincins incluent les
Metalloprotéinase de matrice (MMPs : Matrix metalloprotéinase) (matrix metalloproteinase), les
ADAMs (A disintegrin and metalloproteinase), les BMP1/TLL (Bone morphogenic protein 1/
Tolloid-like protéine) et les Meprin. Contrastant avec la localisation des genes de MMPs bien
définit sur le chromosomes humain 11q22, les génes des ADAMTSs sont largement dispersés dans
tous le génome murin et humain (Koo et al. 2007). L’étude de la phylogénie des ADAMTSs des
mammiferes a permis de déterminer que son expansion est di a sa duplication qui explique que
certains genes ont une sous fonction et d’autre une nouvelle fonction (Huxley-Jones et al. 2005).
Le dendogramme de regroupement de genes humains pour les protéines ADAMTS de Brocker et
al nous montre qu’ils peuvent étre classés en quatre sous-groupes. Le groupe A contient les
ADAMTS avec le plus grand entre le nombre de répétitions de groupe trombospondin (TS), le
groupe B est le plus grand groupe contenant des ADAMTSs avec de cinq a huit domaine TS. Les
ADAMTSs du groupe C contiennent quatre TS. Les genes du groupe D sont trés différents des
autres groupes, en effet les groupes A, B et C semblent dérivé d’un ancétre plus proche que le
groupe D. Pour des informations plus détaillées sur chaque groupe se référer a I’article (Brocker,

Vasiliou, and Nebert 2009).



1.1.2 Structure des ADAMTSs

Les ADAMTSs sont des enzymes dites protéases extracellulaires sécrétées comprenant un
site N-terminal avec un domaine protéase responsable de 1’activité catalytique composé d’un
peptide signal suivis d’une pro région de longueur variable, d’'un domaine métallo protéinase, d’un
domaine désintégrine like, puis d’un motif central de séquence répétée trombospondin de type 1
(TSRs), un domaine riche en cystéine et enfin d’une région d’espacement cela constitue la partie
commune a toutes les ADAMTSs. En position C- terminale il y a une région qui est différente en
fonction des ADAMTSs. En effet dans cette partie aussi appelée région auxiliaire, on trouve un
nombre variable de motifs de trombospondin de type 1 et aussi des motifs propres a la fonction
spécifique des ADAMTSs. Par exemple, ADAMTS 2, 3 et 14 ont des motifs protocollagen N-
propeptidase que les autres ADAMTS n’ont pas. Un autre exemple sont ADAMTS 9 et 20 qui ont
des domaines GON-1 (Zhong and Khalil 2019). ADAMTS19 n’a pas de motif propre a sa fonction
mais il a cinq motifs TSR-1, tout comme ADAMTS17. ADAMTS19 et ADAMTS17 sont les plus

semblable structuralement parlant.

1.1.3 Fonction des ADAMTSs

La plupart des substrats des ADAMTSs sont des composants de la matrice extracellulaire
tandis que les ADAMTSs-like ont un role de régulateur de I’assemblage de ’ECM. Le controle de
la structure et la fonction de la matrice extracellulaire (ECM) et donc un théme central dans la
biologie des ADAMTSs (Kelwick et al. 2015). Des données de la structure 3D indique que les
protéases ADAMTS ont un mécanisme similaire aux MPPs et au ADAMS qui emploie un atome
de zinc en combinaison avec trois histidines (Lee et al. 2006), c’est d’ailleurs pour cela qu’elles
font partie de la famille de Metzincin comme decrit précédemment. Grace a des études génétiques,
nous avons de nouvelles connaissances sur les ADAMTSs, effectivement elles semblent participer
a I’assemblage et la dégradation de la matrice extracellulaire mais aussi a d’autres processus
biologiques comme la structure des tissus connectifs, I’angiogenése et la migration cellulaire. Elles
jouent également un rdle dans des processus pathologiques comme le cancer (Binder et al. 2017),
ou encore des désordres de la fertilité et dans certains dysfonctionnements du systéme nerveux.
Les ADAMTSs peuvent étre classées en sous-groupe sur la base de leur fonction. Il y a les
aggrecanases ou proteoglycanase (ADAMTS 1,4,5,8,9,15 et 20), les ADAMTSs qui coupent les
protéines de la matrice du cartilage oligomérique (ADAMTS 7 et 12), un groupe ( ADAMTS 2, 3



et 14) qui sont pro collagen N-propeptidases, et un groupe d’enzyme orphelines (ADAMTS 6, 10,
16,17,18,19) (Rodriguez-Manzaneque, Ferndndez-Rodriguez, Rodriguez-Baena, & Iruela-Arispe,
2015). ADAMTS 19 est donc une enzyme orpheline dont les connaissances quant a sa fonction
sont extrémement limitées. Le champ de recherche ADAMTS n’est présent que depuis un peu plus
de dix ans, ce sont donc des connaissances tres récentes. Cela explique le fait que nous ne
connaissons pas le mécanisme d’action de toute les ADAMTSs. De nouvelles études doivent étre

effectuées pour approfondir les connaissances quant a leurs fonctions.

1.1.4 Implication connue des ADAMTSs

L’implication des ADAMTS dans le cceur n’a quasiment pas été étudié¢ a I’exception de
I’implication d’ADAMTSTSS dans la dilatation aortique. ADAMTSS s’inscrit en effet comme la
protéase clef pour la régulation du versican (Fava et al. 2018). Dans le but de comprendre comme
les ADAMTSs fonctionnent dans le cceur, il est important de connaitre leur implication dans les

autres organes et pathologies.

1.1.4.1 Cancer et angiogenése

Les ADAMTSs jouent un role clef dans le cancer notamment lors de la prolifération
cellulaire, I’apoptose, la migration, I’invasion et ’angiogené¢se. Sauf les ADAMTS:s 3, 6, 7, 10, 11
et 17 toutes les autres sont connues pour étre impliquées dans le cancer. Et souvent dans plusieurs
types de cancers (Binder et al. 2017). A titre d’exemple, ADAMTS 5 est impliqué dans le cancer
du sein, le cancer colorectal, les mélanomes et le cancer de la prostate. Les études montrent que
son expression diminue dans les cellules cancéreuses et de récentes études lui attribut aussi une
fonction anti-angiogénique. ADAMTSI19 est impliqué dans le cancer du colon et aussi gastro-
intestinal ou il apparait comme étant plus méthylé que chez les patients non atteint (Nakada et al.
2005) . ADAMTSI est capable d’augmenter 1’angiogenese et de promouvoir la progression de la
tumeur dans le carcinoma lewis des poumons et les cellules néoplasiques de sein. A contrario
lorsque ADAMTSI subit un clivage auto lytique la protéine résultante agit comme un inhibiteur

anti-angiogénique de croissance tumorale (Liu, Xu, and Yu 2006).

Le premier mécanisme étudié liant les ADAMTSs avec le cancer est le remodelage de la
matrice extracellulaire, émergeant comme un facteur clef dans la progression du cancer. Les

protéoglycanes, incluant versicane et d’autres hyalectanes représentent les principaux ¢léments de



I’ECM, ils interagissent avec d’autres molécules importantes comme le glycosaminoglycane
hyaluronane et le récepteur de surface cellulaire CD44. Les protéoglycanes hyaluronanes sont
régulées au travers du clivage protéolytique par les ADAMTSs. Une dérégulation de 1’équilibre
entre les hyalectane proteoglycanes et les ADAMTSs a été proposé comme étant un facteur
important dans la progression du cancer. Les membres de la famille des ADAMTSs sont également
impliquées dans 1’angiogenése tumorale et montrent des fonctions variées et méme parfois
opposées qui peuvent étre dépendante ou dépendante de I’activité protéolytique. L angiogencse
tumorale a lieu lorsque la tumeur acquiert la capacité d’induire I’angiogenese pour favoriser son
apport en nutriments. Des ADAMTSs régulent négativement 1’angiogenese et d’autres favorisent

son induction.

A titre d’exemple mécanistique, trois mécanismes sont capables d’expliquer la fonction
anti-angiogénique des ADAMTSs. Le premier implique le clivage de large trombospondin TSP1
et TSP2 qui résulte en la relache de région anti-angiogénique 3TSR de I’ECM et ainsi réduit
I’angiogenese, ce qui suggere que 1’activité protéolytique est importante pour la fonction angio-
génique (Lee et al. 2006). Le second est la séquestration de VEGF par son domaine de liaison
heparin qui va affecter la phosphorylation de VEGFR2 et par conséquence supprimer la
prolifération des cellules endothéliales (Luque, Carpizo, and Iruela-Arispe 2003). Le troisieme
mécanisme implique le clivage de la protéase « facteur Von Willebrand factor » (VWF: von

willebrand factor).

1.1.4.2 La reproduction et la fertilité

La famille des ADAMTSs joue un role multifacette dans la fertilit¢ des males et des
femelles. Treize ADAMTSs ont été démontrées comme participant dans au moins un des processus
essentiels requit pour la morphogéneése des gonades. Le tissue des organes de reproduction doivent
continuellement étre remodelés. En effet, leur remodelage constitue un aspect critique de leur
fonctionnement normal. La maturation, la fertilisation, la relache des gameéte, I’implantation, la
formation de placenta, la gestation et la parution impliquent le développement cyclique et la
régression de tissue qui doivent constamment régénérer pour assurer la fertilité. La dérégulation
des ADAMTSs est associée avec des désordres de la reproduction comme les ovaire polycystiques

et la défaillance prématurée des ovaires (Russell, Brown, and Dunning 2015).



1.1.5 Zoom sur ADAMTS19

Cette année ADAMTSI9 a été découverte comme impliquée dans une sténose aortique par
notre laboratoire. Grace a cette étude nous avons appris que ADAMTS19 est exprimé dans les VICs
durant la phase de remodelage de la matrice extracellulaire mais aussi que dans les souris
récapitulant la perte de fonction d’ADAMTS19 ont leur matrice extracellulaire (EMC) désorganisée
(Figure 5). Ces découvertes laissent a penser qu’ADAMTS19 participe a I’organisation de ’EMC,
peut-étre en participant a sa dégradation. Une hypothése qui expliquerait I’épaississement des
valves serait que les protéines de la matrice extracellulaire non clivées s’accumuleraient di a la
perte de fonction d’ADAMTS19 qui fait partie d’une famille de protéase. Allant dans le sens de
cette hypothese, ADAMTSI9 est exprimé durant la phase de remodelage qui est la phase ou la
matrice extracellulaire subit des changements permettant aux coussins de 1’endocarde de devenir
de fines valvules matures, notamment des clivages. Le mécanisme détaillé reste a investiguer.
Notamment quelle sont le type de protéines que ADAMTSI9 clive précisément ou encore quels
signaux active sont expression. Cependant, une analyse informatique du réseau de genes
régulateurs (GRN) : gene regulatory network) a permis de déceler que ADAMTS19 fait partie d’un
régulon médié par Lef1 un médiateur transcriptionel de la voie de signalisation Wnt/ Beta-Catenin
(Wiinnemann et al. 2020). Cette étude est la seule sur I’implication d’ADAMTS19 dans les valves

présente dans la littérature.

Cette protéine semble aussi impliquée dans deux autres pathologies : le cancer colorectal
(CRC) et la défaillance prématurée de 1’ovaire. La méthylation des ilots CpG du promoteur
ADAMTSI9 a été regardé dans 252 tumeurs colorectal, 33 tumeurs du sein, 65 tumeurs
pancréatiques et 169 tumeurs d’ovaires, 70 CRC métastasique, et enfin 10 lignées cellulaire CRC.
Et il semblerait que ADAMTSI19 soit fréquemment mit en silence épigénétiquement dans le CRC
et le cancer ovarien mucineux. Depuis la découverte de I’inactivation épigénétique de genes
suppresseurs de tumeur comme Rb, I’hyper méthylation du promoteur de nombreux geénes a été
mise en évidence dans les cancers humains. Ces génes ont la plupart du temps une fonction de
suppresseur de tumeur ou de réparation de I’ADN (Russell, Brown, and Dunning 2015). Dans ce
cas ADAMTS19 jouerait un role anti-tumorale, une hypothése possible serait qu’il joue un role dans
la dégradation des protéines de ’ECM présent dans le microenvironnement de la tumeur. Sa sous

régulation favoriserait donc la croissance de la tumeur.



Pour le moment nous avons trés peu d’informations sur la fonction, la régulation et le
mécanisme générale ’ADAMTS19. Cependant le développement de la souris ADAMTS19- Cre-

ERT2 va nous permettre d’investiguer cela dans les valves cardiaques.

Pulmonary Mitral Tricuspid Whole

Aortic

Figure 1 ADAMTS19 est exprimé dans les quatres valves cardiaques
pendant le remodelage des valves et 1’élongation (adaptée de
Wiinnemann et al. 2020).



1.2 Les valves cardiaques pendant le développement

1.2.1 Le cceeur

Notre coeur bat 100 000 fois par jour propulsant le sang a travers notre corps dans le but d’apporter
des nutriments et de 1’oxygeéne mais aussi d’éliminer les déchets. Le cceur est le premier organe
fonctionnel a se développer. Chez I’humain, il commence a battre et & pomper le sang entre le jour

21/22 apres la fertilisation.

1.2.1.1 Anatomie du cceur

Les cceurs humains et murins consistent en quatre chambres : Le c6té gauche et le coté droite du
cceur ont chacun une oreillette et un ventricule. Chacune des chambres supérieures, 1’oreillette
gauche et droite, regoivent le sang et le pousse vers les chambres inférieures, le ventricule gauche
et le ventricule droit. Les ventricules ont un réle de pompe trés important dans le cceur, en effet ils
propulsent le sang vers les poumons et le reste du corps. Il y a deux circulations: la circulation
pulmonaire et la circulation systémique. Le circuit pulmonaire transporte le sang vers le poumon
et en dehors des poumons, ou il prend de Ioxygene et laisse le dioxyde de carbone pour
I’exhalation. Le circuit systémique transporte le sang oxygéné vers tous les tissus du corps et
renvoie le sang sans oxygeéne vers le cceur qui va étre envoyé vers le circuit pulmonaire (“Heart
Anatomy | Anatomy and Physiology” n.d.). Les valves cardiaques se situent a la sortie de chacune
des chambres est assurent que la circulation est maintenue dans une seule direction. Le sang circule
des oreillettes aux ventricules a travers I’ouverture des valves mitrales et tricuspides. Lors que les
ventricules sont pleins ces valves se ferment, évitant au sang de retourner dans les oreillettes
pendant que les ventricules se contractent. Lorsque les ventricules commencent a se contracter, les
valves pulmonaires et aortiques sont forcées de s’ouvrir et le sang est propulser en dehors des
ventricules, respectivement vers 1’artére pulmonaire et puis vers le reste le reste du corps. En termes
d’anatomie cellulaire, le coeur est principalement composé de cardiomyocytes qui sont les cellules
musculaires du ceeur, de fibroblastes, de cellules endothéliales et de cellules péri-vasculaire (P.
Zhou and Pu 2016). Les parois du cceur sont composées de trois couches : I’endocarde, le myocarde
et le péricarde. L’endocarde borde I’intérieur du cceur et aussi les valves cardiaques. Il est composé

de tissus conjonctifs et de simple tissus épithéliales. Le myocarde est le tissue musculaire du cceur,



il est responsable du battement du cceur. Le péricarde est la couche la plus externe du cceur. Elle

est composée de tissue connectif et de gras (“The Heart Wall - TeachMeAnatomy” n.d.).

1.2.1.2 Le fonctionnement du cceur et la circulation sanguine

Le ventricule droit pompe le sang non oxygéné vers le tronc pulmonaire qui mene aux poumons et
bifurque en artéres pulmonaires droite et gauche. Ces vaisseaux forment des embranchements a de
nombreuses reprises avant d’atteindre les capillaires pulmonaires, ou les échanges de gaz se font:
le dioxyde de Carbonne sort et I’oxygene entre. Les veines pulmonaires conduisent le sang dans
I’oreillette gauche, qui pompe le sang vers le ventricule gauche qui va a son tour propulser le sang
dans ’aorte et toutes les autres branches du circuit systémique. Ces vaisseaux vont mener au
capillaires ou les échanges avec les organes et les cellules du corps se font. L’oxygene et les
nutriments vont sortir des capillaires pour étre utilisés par les cellules et le dioxyde de carbone et
les autres déchets vont entrer dans le sang. Les capillaires s’unissent pour former des veinules, qui
se transforme en veine encore plus large et vont éventuellement aller dans les veines systémiques
majeures, la veine cave supérieure et la veine cave inférieure, qui renvoie le sang vers ’oreillette
droite. Le sang est alors pompé vers le ventricule droit. Cette circulation continue tout au long de

la vie de I’'individu (“Heart Anatomy | Anatomy and Physiology” n.d.).

Le cceur bat grace au systéme de conduction qui permet la propagation d’impulsions électriques a
travers les oreillettes et les ventricules. En effet, le myocarde est stimulé pour se contracter sans
stimulation extérieure. Ce phénomene est possible car les cardiomyocytes sont connectés par des
jonctions cellulaires appelé « jonction gap ». Tous les cardiomyocytes dans le coeur sont
conducteurs pour les impulsions cardiaques ce qui signifie que la stimulation électrique d’un seul
cardiomyocyte peut conduire a la contraction de tout le myocarde. Durant le fonctionnement
normal du ceeur, I’origine de I’impulsion cardiaque vient des cellules pacemaker dans le nceud sino-
auriculaire (SA) et se propage uniformément dans les oreillettes. L’impulsion cardiaque est
conduite vers le nceud atrio-ventriculaire, via la voie internodale, ou il va se propager au travers du

systéme de conduction des ventricules (Kennedy et al. 2016).



1.2.1.4 Le développement du cceur

Chez I’humain, le cceur se forme a partir d’un tissu embryonnaire appelé mésoderme en fin de
gastrulation. Il prend forme dans la région cardiogénique situé prés de la téte. Tout d’abord les
cellules pro-génitrices du cceur prennent une forme de croissant appelé communément le croissant
cardiaque (E15 chez I’humain). Ensuite, la région cardiogénique commence a former les tubes
endocardiques qui vont migrer pour fusionner ensemble et ainsi former un seul tube cardiaque
primitif composé d’une couche antérieure de cellules endothéliales entouré d’une couche de
cellules myocardiales (E18 et E20) (Harvey 2002). Le tube cardiaque primitif est une structure
transitoire qui comprend cinq régions distinctes. De la téte a la queue: truncus arteriosus, bulbus
cordis, ventricule primitif, atrium primitif et sinus venosus. Le truncus arteriosus va se diviser et
former I’aorte ascendante et le tronc pulmonaire. Le Bulbus Codis va se développer en ventricule
gauche. L’ atrium primitif va donner la portion antérieure des oreillettes droite et gauche ainsi que
les deux auricules. Enfin le Sinus Venosus va se développer en la portion postérieure de 1’oreillette
droite, en nceud sinusale et en sinus coronaire. Durant le développement, le sang circule en partant
du Sinosus Venus et des contractions le propulse vers le Truncus arteriosus. Entre le jour 23 et 30,
le tube primitif va s’allonger et se plier en forme de « S » alignant les compartiments et les
vaisseaux de la méme manicre que chez le cceur adulte. La compartimentation des oreillettes et des
ventricules par le septum inter-atrial, le septum inter-ventriculaire et le septum atrio-ventriculaire
est complété a la fin de la cinquieme semaine de gestation. Les valves atrio-ventriculaires se
forment entre la cinquiéme et la huitieme semaine. Les valves semi-lunaire entre la cinquieme
semaine et la neuvieme (“19.5 Development of the Heart — Anatomy and Physiology” n.d., 5).

Chez la souris, les mémes étapes sont observées mais a un age gestationnel différent.

2.2.2 Importance des valves cardiaques en santé

Chez I’homme, les valves jouent un rdle essentiel dans la formation du coeur qui est le
premier organe formé au cours du développement embryonnaire. Quatre valves sont présentes au
sein du cceur : la valve aortique et la valve pulmonaire séparant les artéres et les oreillettes ainsi
que les valves mitrales et tricuspides situées entre les oreillettes et ventricules. Les valves
cardiaques permettent la circulation du sang dans une seule direction avec un minimum

d’obstruction et de régurgitation. Au cours d’une vie, les valves se ferment trois milliards de fois
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permettant ainsi le bon fonctionnement du cceur. Leurs ouvertures et fermetures est le résultat de
forces mécaniques exercées par le sang environnant ayant une pression différente de chaque c6té
des valves (“A Method for Lineage Tracing of Corneal Cells Using Multi-color Fluorescent
Reporter Mice | Protocol” n.d.). Le bon développement des valves est donc critique et sa

perturbation peut avoir de graves conséquences pour le reste du développement embryonnaire.

Le remplacement des valves est la seconde opération cardiaque la plus commune dans les
pays développés ce qui en fait un probléme de santé publique majeur. Des malformations
congénitales sont présentées sur la majorité des valves aortiques remplacées. Et elles sont associées
a de nombreux syndromes comme celui de la trisomie 21, de Noonan et de Holt-Oram, Williams
et Marfan. Certaines mutations isolées ont aussi été découvertes comme associées a des défauts
valvulaires. Cependant dans de nombreux cas la cause de dysfonction n’a pas été identifié (Hinton
and Yutzey 2011). ADAMTSI9 est un exemple de gene récemment découvert comme associé a une
malformation congénitale des valves. En effet, des patients atteint de sténose aortique provenant
de famille distincte montrent tous deux une perte de fonction du géne ADAMTS19. 11 s’agissait
d’une micro-délétion pour une famille et d’une mutation non-sens pour 1’autre. Comme cité
précédemment, les études du phénotype a 1’aide d’une souris transgénique knock-out ont permis
de confirmer la relation de cause a effet entre la perte de fonction d’ADAMTSI9 et la sténose
aortique. Et aussi, de mettre en évidence qu’ADAMTSI9 est exprimé dans les cellules valvulaires

interstitielles durant la période de remodelage de la matrice.
1.2.3 Le développement anatomique et cellulaire des valves cardiaques

1.2.3.1 Apparition des coussins endocardiques et Transition endothélio - mésenchymateuse

Au début du développement, le coeur forme un tube primitif composé d’une couche de
cellules myocardiales entourées d’une couche de cellules endothéliales avec a I’intérieur une
structure composée de matrice extracellulaire appelé gelée cardiaque. La premiére étape du
développement valvulaire chez les vertébrés est la formation d’une protubérance qui se forme dans
I’artére pulmonaire et I’aorte dites les voies efférentes (OFT) : outflow tract) et dans les canaux
atrio-ventriculaires (AVC) : atrio-ventricular canal). Ce gonflement de la gelée cardiaque est
communément appelé « coussin endocardique » (Hinton and Yutzey 2011). Les coussins

endocardiques sont localement induit pas la voie de signalement TGF- et d’autre facteurs de

11



différenciations provenant du myocarde sous-jacent résultant en 1’augmentation de la synthese de
gelée cardiaque et en I’induction de la transition des cellules endothéliales en cellules
mésenchymateuse (EMT) : endothelial to mesenchymal transition) (Camenisch, Runyan, and

Markwald 2010) (Hinton and Yutzey 2011; Hurle, Colveé, and Blanco 1980; Lin et al. 2012).

L’EMT initie la morphogen¢se des coussins endocardiques immédiatement apres le looping
du cceur au cours de duquel le tube linéaire subit une inflexion pour former un S. L’EMT est une
¢tape importante qui accompagne 1’apparition de précurseurs valvulaires au sein du coussin
endocardique. En effet, durant ’EMT les cellules endothéliales vont perdre leur adhérence avec
les autres cellules, ensuite elles vont migrer vers 'intérieur du coussin et proliférer tout en
acquérant un phénotype de cellules mésenchymateuses (Kovacic et al. 2019). Le mésenchyme des
coussins vient de deux origines différentes. Les coussins endocardiques dans le AVC et dans ’OFT
proximal dérivent leur mésenchyme des cellules endocardiques bordant les coussins comme le
méme en évidence la souris reportrice Cre Tie2; ROSA26R (Snarr, Kern, and Wessels 2008). A
contrario, des études de tracage de lignées avec la Cre- Wntl ont démontré que les coussin des
voies efférentes distales sont peuplés de cellules mésenchymateuse qui proviennent de cellules de

la créte neurale distante (Lin et al. 2012).

Bien que les coussins endocardiques soient les précurseurs des valves, ils jouent déja un
role des leur apparition. En effet, ils sont exposés a de constante forces hémodynamiques et
mécaniques qui augmentent durant le développement (Menon et al. 2015). Les premiéres
investigations sur des embryons de poulet ont révélées que le mouvement de ces coussins allait de
pair avec les battements du myocarde et qu’ils jouaient un rdle similaire aux valves matures en
assistant la propulsion du sang vers 1’avant (Patten, Kramer, and Barry 1948). Ces forces exercées
sur les coussins sont aussi connues pour induire I’expression de certains genes et donc de participer

a la formation des valves matures (Butcher Jonathan T. et al. 2006).

1.2.3.2 Prolifération, expansion et remodelage

Les cellules mésenchymateuses générées lors de ’EMT sont les progénitrices des VICs.
Les VICs proliférent rapidement durant la phase croissance du coussin endocardique (Schroeder et
al. 2003). Ensuite ces coussins endocardiques maintenant composés de cellules valvulaires
interstitielles entourées par des cellules valvulaires endothéliales s’allongent et se remodelent pour

former des valves primitives qui matureront en fines valvules. Les VICs activées (aVICs) sécrétent
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des protéines de la matrice extracellulaire qui vont donner la fibrosa, la spongiosa et la
ventricularis. Enfin les Vics deviennent quiescentes (qVICs) et la structure valvulaire est maintenu
tout au long de la vie. La phase d’élongation correspond a la croissance vers le lumen et a I’apoptose
des cellules situées a la base des valves (Hurle, et al. 1980; Lin, et al. 2012). Le remodelage de
I’EMC implique son enrichissement en élastine, en collagéne fibrillaire et en protéoglycanes qui
sont générés par les cellules valvulaires interstitielles activées. La prolifération des cellules
valvulaires interstitielles ralentit voire s’arréte pendant la phase de remodelage (Aikawa et al.
2006). De maniére générale, la matrice extracellulaire est un réseau macromoléculaire acellulaire
dont les composants se lient les uns aux autres permettant aux cellules environnantes d’envoyer
des signaux aux cellules qui résident dans ’ECM. Ces signaux régulent des fonctions comme la
survie, la croissance, la migration, la différenciation qui sont vitales pour maintenir une
homéostasie normale. La sécrétion, la compaction et 1’alignement du collagéne va former des
couches stratifiées de matrice extracellulaire. La maturation de ’ECM est un processus progressif
qui mene a une organisation tri-laminaire chez I’humain. En effet, trois couches horizontales sont
observées dans la valve mature : la fibrosa (collagen), la Spongiosa (proteoglycane) et la
ventricularis (Elastin). A ce stade les VICs sont quiescentes (“Oxidative Stress in Cardiac Valve
Development | SpringerLink™ n.d.). Chez la souris, il n’y a pas de structure tri-laminaire aussi
apparente que chez I’humain mais plutot I’apparition de structure de collagéne servant de squelette
(Hinton et al. 2006). La description anatomique du développement valvulaire permet d’acquérir
une orientation pour mieux comprendre les voies de signalisation impliquées (Tao, Kotick, and

Lincoln 2012).
1.2.4 Les voies de signalisations impliquées dans le développement des valves
cardiaques

Les voies de signalisation les plus étudiées, jouant un rdle critique dans le développement

des valves vont étre présentées : VEGF, NFATc1, Notch, Wnt 3 -catenin, BMP/TGF- 3 et ErbB.

1.2.3.1 Wnt/B-caténine

La voie de signalisation des « Wingless/integrated » dites Wnt via la béta-caténine s’inscrit
comme la voie canonique cependant d’autres voies existent mettant en ceuvre des récepteurs

tyrosine kinase. La famille des glycoprotéines sécrétées Wnt se lie au co-activateur
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transcriptionelle B-caténine pour contrdler le développement embryonnaire (MacDonald, Tamai,
and He 2009). Dans le poisson zebre, lorsqu’on inhibe la B-caténine, on observe la mort de
I’embryon a 96h qui correspond au développement des valves. On observe alors que les coussins
endocardiques sont étendus a 1’ensemble du cceur. L’absence de cellules mésenchymateuses
suggere le non-lieu de ’EMT et donc que la B-caténine participe ou active des geénes importants
pour ’EMT. La voie de signalement Wnt est également connue pour réprimer la formation du cceur
dans I’embryon de poulet. En plus des Wnt, la B — caténine semblent étre régulées par la voie de
signalement VEGF. En effet, VEGF augmente la phosphorylation de [-caténine qui fait croitre
I’association de celle-ci avec CD31. CD31 est une protéine exprimée au niveau des jonctions
intercellulaires des cellules endothéliales. Cela pourrait €tre un mécanisme de rétention empéchant
la croissance des coussins endocardiques (Marvin et al. 2001). Allant dans ce sens, le récepteur
CD31 est régulé négativement durant I’EMT. Une hypothése serait que la 3-caténine active le
programme mésenchymateux des cellules de la gelée cardiaque. En 2015, de nouvelles études
menées grace a un modele de souris arborant le systéme transgénique tet-On a permis I’inhibition
spatio-temporelle de la voie de signalement Wnt/B-caténine par I’induction chimique de Dkk1.
Etonnamment, il montre que la voie canonicale de Wnt est présente uniquement dans les OTps
(pOT : Outflow tract proximal) et non dans les AVC. De plus, Wnt active ’EMT dans les pOFT
et proviendrait des cellules antérieurement impliquées dans le développement : les cellules
myocardiales ou leur pro-géniteurs. La voie de signalement Wnt/B-caténine joue donc un rdle
crucial dans la valvulogénése. Cependant il reste encore beaucoup a découvrir sur ses voies de

régulation. Il semblerait que cette voie soit a 1’origine de la régulation &’ADAMTS19.

1.2.3.2 Notch

Notch est une protéine transmembranaire, qui une fois liée a son ligand passe de récepteur
transmembranaire a coactivateur transcriptionnel (Luxan, D’ Amato, and de la Pompa 2016). Une
récente analyse d’un mutant de NOTCH met en évidence son role dans le controle de ’EMT. En
effet la région endocardique souris NOTCH -/- ne subit pas d’EMT (Timmerman et al. 2004). A
I’inverse I’injection du domain intracellulaire de Notch dans le poison ze¢bre augmente la mitose
endocardiale et cause I’hyperplasie des valves. De plus, dans le mutant I’expression de TGF-B dans
le myocarde est réduite ainsi que SNAIL. Il semblerait que Notch induise TGF-B, puis I’activation

de ’EMT suivrait (Westin and Lardelli 1997)
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1.2.3.3 BMP/TGFB

La famille des cytokines TGF-B est composée des protéines morphogéniques d’os (BMP :
bone morphogenique proteins) et des TGF-B. Les membres de cette famille jouant un rdle
important dans le développement du cceur sont BMP-2, BMP-4, TGF B2 et TGF B3 (Conway,
Doetschman, and Azhar 2011). Des données de motifs d’expression et des études d’explants on
mit en évidence I’'implication de BMP dans ’EMT. BMP 4 est plus exprimé dans I’OT tandis que
BMP2 P’est dans I’AVC. Si on traite un explant avec BMP2 on observe I’induction de TGF-B, ce
qui laisse a penser que BMP2 initie ’EMT en activant TFG-B (Lyons, Pelton, and Hogan 1990) .
De plus, la génération de mutants BMP6-/- et BMP7 -/- a pour conséquences un retard de formation
de ’OT et des coussins cardiaque réduits. La perturbation génétique des récepteurs de BMPs
comme ALK3 mene également a des coussins endocardiques défectueux. Aussi, BMP-2 semble
induire I’expression de SMADG in vitro, ce qui pourrait jouer un rdle de feedback en limitant le
nombre de cellules endocardiales qui subissent ’EMT (Garside et al. 2013; Takase et al. 1998).
Les effets en aval des voies de signalisation TGF-B et BMP ne sont pas encore bien définis mais
ils semblent inclure la transcription des facteurs Snail/Slug et E-cadhérine. Les Snail/Slug sont des
protéines a doigt de zinc, elles sont des répresseurs transcriptionnels et régulent ’EMT (Carmona
et al. 2000). E-cadhérine est un type de molécule d’adhésion cellulaire qui est importante dans la
formation des jonctions adhérentes qui lient les cellules les unes aux autres (Braga 2016, 201).
Grace a un mutant Notchl -/-, ’expression de E-cadherin est observé comme similaires 8 SNAIL,
de plus ce mutant n’est pas capable d’exprimer SNAIL et garde une forte expression de V-cadherin.
En résumé, TGF-B induit par la voie de signalisation Notch activerait SNAIL, ce qui ferait
décroitre 1’expression de molécule d’adhésion cellulaire et permet aux cellules de 1’endocarde
d’initier I’invasion dans la gelé cardiaque (Timmerman et al. 2004). Une étude a récemment montré
que TGF B 2 été nécessaire au remodelage des valves durant le développement (Timmerman et al.

2004).

1.2.3.4 VEGF

VEGF (vascular endothelial growth facteur) est impliqué dans le contréle du
développement des coussins endocardiques : le signal passe par le complexe de récepteur VEGFR
comprenant VEGFR1/flt-1, VEGFR2/KDR et neuropilin 1 (Ferrara, Gerber, and LeCouter 2003).
VEGF est exprimé spécifiquement dans les cellules endocardiales du OT et AVC a E9.5. Une
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surexpression de VEGF dans la souris a pour effet I’augmentation du nombre de cellules
endothéliales et par conséquence la dérégulation du processus de différenciation en cellule du
mésenchyme. VEGF est impliqué dans la prolifération des cellules endothéliales (Dor et al. 2001).
En 2010, une étude a montré que VEGF aurait d’autres roles notamment dans la différentiation des
cellules de I’endocarde durant ’EMT dans I’OFT et plus tard dans la morphogénése durant la
maturation des valves en fines valvules. VEGFR1 contribuerait au role de différentiation et
VEGFR?2 au r6le morphogénique. De plus, il démontre que VEGF module le micro-ARN miR-126
qui joue un role durant la phase d’élongation. En conclusion, la voie de signalement VEGF dans le
développement des valves implique distinct set de ligands, récepteurs et modulateur intracellulaire
qui contribuent au changement du role cellulaire et a la réponse de VEGF aux différents stades de

développement (Stankunas et al. 2010).

1.2.3.5 NFACTC1

La famille NFAT est composée de cinq facteurs de transcription (NFAT 1-5). A I’exception
de la drosophile les geénes codant pour les protéines NFAT sont présent uniquement chez les
vertébrés (Crabtree and Olson 2002). Les souris mutant NFAT1 -/- et NFAT2 -/- meurent a E13.5
des suites d’un défaut dans la formation du coussin endocardique. NFACTC1 est exprimé dans les
cellules bordant le coussin endocardique. L’expression de NFACTC1 semble stopper durant
I’EMT ou il semblerait que la sous population exprimant NFACTCI ne subisse pas ’EMT.
Effectivement les cellules ayant déja subi ’EMT n’ont pas de marqueur NFACT1(Ranger et al.
1998). 1l s’agit d’un marqueur de cellules endothéliales. NFACTC1 semble étre li¢ a d’autres voies
de signalisation : VEGF, DSCR1 (down syndrome critical région) et interagit avec les connexines
45.11 est démontré que VEGF passant par VEGF-R2 augmente la localisation nucléaire de NFATcl
et cela uniquement dans les cellules endothéliales. DSCR1 quant a lui est exprimé durant le
développement des coussins endocardique chez la souris. 11 a été suggéré qu’il est en compétition
avec NFAT pour se lier a la calcineurine. En effet, la surexpression de DSCR1 inhibe la
translocation dépendant de Ca2+ de NFAT dans le myocyte cardiaque. A I’inverse, ’augmentation
du Ca2+ cytosolique stimule DSRI qui réagit comme un régulateur négatif de la voie de
signalement NFAT. Enfin, les connexines sont des protéines transmembranaires qui s’associent a
la membrane plasmique pour former les gap jonctions entre les cellules. Une souris mutante

connexine 45 -/- (Cx45) a un nombre réduit de cellules endocardiques exprimant NFACTC] par
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rapport aux souris Wild type. Cx45 semble fonctionner en amont de NFACTCI1 et pourrait fournir

une route transcellulaire pour diffuser le Ca2+ entre les cellules du coussin endocardique (Vega et

al. 2002).

1.2.3.6 ErbB

La voie de signalement ErbB participe a D’intégration des signaux de la matrice
extracellulaire en remodelant les valves en fine valvule fibreuse. La famille de protéines ErbB sont
des récepteurs de tyrosine kinase (RTK). Plusieurs études ont montré le rdle crucial de la gelée
cardiaque dans D’approvisionnement en en signaux qui initie 'EMT. En effet, la matrice
extracellulaire régule 1’activité des facteurs de croissance. Les voies de signalement semblent étre
médié par I’acide hyaluronique (AH) qui est un gel hydraté régulant la disponibilité des ligands et
interagissant avec des protéines de ’EMC comme le protéoglycane Versican (McDonald and
Camenisch 2002). Dans le mutant Has2 -/-, qui inhibe le géne pour la synthése d’AH, on observe
la mort de I’embryon a E13.5 et I’absence compléte de gelée cardiaque mais lorsque 1’on ajoute de

I’AH une partie de la voie ErbB est restaurée.

1.3 Utilisation des modéles de souris transgéniques pour I’étude du

développement des valves cardiaques

La souris (Mus Musculus) s’inscrit comme 1’animal le plus utilis¢ pour la recherche
expérimentale, en effet elle représente plus de 60 % des animaux utilisés. Cet animal a de
nombreuses similarités avec ’humain au niveau anatomique, génétique et physiologique. Ce
modele présente de nombreux avantages pour 1’élevage en laboratoire. Un de ses atouts est qu’elles
se multiplient rapidement et en grand nombre, en produisant une portée toutes les trois semaines
avec généralement entre 6 et 12 nouveaux nés. Ensuite, c’est un animal de petite taille ce qui
permet la réduction des espaces et donc des cofits d’¢levages. Enfin son développement est rapide
permettant une utilisation sur le court terme. (“Guide des souris les plus utilisées au laboratoire”
n.d.). Ces derni¢res années la souris est devenu le modele de prédilection pour les études
génétiques, notamment avec le développement des souris transgéniques. Le génome de la souris a
été séquence en 2002. Cela a mis en exergue que 99% du génome de la souris est identique a celui

de I’humain et la plupart des génes de I’humain a son homologue chez la souris. De plus
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I’établissement de lignée consanguine, c’est-a-dire d’animaux homozygote pour tous les loci, a
permis de réduire la variabilité génétique entre animaux et par conséquent a amélioré la précision
des ¢études phénotypiques. (“Why use the mouse in research?” n.d.) (Hickman-Davis and Davis

2006).

1.3.1 Création de souris transgénique

L’utilisation de souris transgéniques est devenue une voie privilégiée pour 1’analyse de la
fonction génique lors du développement normale et pathologique. La possibilité d’introduire une
nouvelle information génétique dans la lignée germinale d’organisme complexe a révolutionné
I’étude de leur biologie. Par définition, « transgénique » signifie que de I’ ADN étranger a été inséré
dans le génome. La création d’une souris transgénique peut &étre possible grice a plusieurs
approches (Babinet and Cohen-Tannoudji 2000) (Hickman-Davis & Davis, 2006) : L’injection
pro-nucléaire dites transgénese additive et la recombinaison homologue qui permet une transgénese
ciblée en utilisant la technologie des cellules souches embryonnaires sont les deux méthodes les
plus utilisées. Utilisé de I’ARN interférence pour mettre la fonction génique sous silence est aussi
possible bien que cette méthode soit moins fréquente . De nouvelles méthodes d’édition du génome
qui ont récemment émergées seront ¢galement discutés. Deux méthodes sont particulierement
utilisées pour leur efficacité et leur facilité¢ d’utilisation. Il s’agit de 1’utilisation d’une version
hyperactive transposon Piggy-bac (PB) qui permet plus de control sur le nombre d’insertions dans
un site d’intégration. C’est cette méthode que nous avons choisi pour la création de notre modéle
de souris. Il y a aussi le systtme de nucléase guidée par ARN, CRISPR CAS 9 qui créer des
mutations pouvant supprimer 1’effet d’un géne ou tout simplement reproduire un changement

observé dans une maladie.

1.3.1.1 Injection pro-nucléaire

L’injection pro-nucléaire est une des premieres méthodes utilisées. Elle implique une
micro-injection d’ADN cloné dans le pronucléus d’un zygote de souris. Le terme pronucléus
désigne les deux noyaux males et femelles présent lors de la fécondation juste avant leur fusion
dans 1’ovule, I’'un provenant donc du spermatozoide et 1’autre de I’ovule (“Pronucleus” n.d.).
L’ADN introduit par cette méthode est intégré de maniére stable dans la lignée germinale car il est

présent lors des premicres divisions cellulaires du développement embryonnaire et par conséquent
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se transmet aux cellules filles a chaque division. La lignée germinale a pour caractéristique de
transmettre a la descendance les mutations qu’elle aurait subi. En effet, I’effet d’une mutation est
différent selon qu’elle affecte I’ADN de cellules somatiques ou germinales. Lorsque c’est la lignée
somatique qui est atteinte la cellule se divise pour former des clones pouvant résulter en cancer
mais ce n’est pas héréditaire, a I’inverse de la lignée germinale qui sera transmise par les gamétes
a la descendance. Cette méthode peut présenter des désavantages comme générer une surexpression
du géne d’intérét, la production d’une nouvelle protéine ou la perturbation du génome de 1’hote.
La souche de souris FVB\N est fréquemment utilisée pour 1’injection pro-nucléaire car elle répond
trés bien a la super ovulation et se reproduit en grand nombre. Les étapes expérimentales
nécessaires pour la création d’une souris transgénique par injection pro-nucléaire sont: la
purification de I’ADN, I’injection de I’ADN dans un zygote donneur, le transfert des zygotes
injectés dans une souris nourriciere, le génotypage des descendances pour confirmer la présence

du transgéne et enfin 1’établissement de la lignée transgénique (Ittner and Gotz 2007).

1.3.1.2 La recombinaison homologue

Cette technique repose sur le fait de pouvoir accéder a une partie connue du génome de la
souris et sur le développement des cellules souches embryonnaires. Un vecteur cible contenant un
marqueur de sélection est créé avec des « flanking sequence » homologue au gene d’intérét. Le
vecteur est ensuite transfecté dans les cellules pluripotentes et va s’insérer dans le gene cible ou il
va le remplacer par recombinaison. Les cellules pluripotentes contribuent a la lignée germinale et
donc les mutations sont transmissibles d’une génération a I’autre. Cette méthode permet I’ablation
complete d’un geéne ou son altération mineure. Dans le cas de I’injection pro-nucléaire et la
recombinaison homologue la mutation est présente lors du début du développement de I’embryon
et par conséquence le transgéne est exprimé dans toutes les cellules. Cette expression consécutive
peut avoir un désavantage pour étudier la fonction génique car 1’expression du transgeéne peut
engendrer la mort de I’embryon ou une mort post-natal prématurée. Pour ces raisons des systemes
de mutagénéeses conditionnels ont été mise en place permettant d’induire la perturbation ou la
délétion d’un géne a un temps choisi. Les deux systémes les plus utilisés pour les souris
transgéniques sont le systéme Cre/lox et le systeme tétracycline-inductible. L’utilisation de ces

systémes in vivo requiere 1’usage de deux souches de souris transgéniques.
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1.3.1.3 L’ARN interférant

La technologie de I’ARN interférant a récemment ét€ appliquée a la technologie des souris
transgéniques. Cette méthode repose sur le fait que I’ARN double brin est capable de mettre en
silence un gene spécifique dans les cellules de mammifere. La présence d’un ARN double brins
dans une cellule, active la famille de nucléase des RNase III qui va cliver I’ARN étranger en petits
ARN:Ss interférant (siRNA). Les siRNA générés interagissent avec le complexe de mise en silence
induit par I’ARN (RISC : RNA-induced silencing complex) qui en plus de dégrader les siRNA
vont identifier et attaquer les séquences homologues. Les éléments nécessaires pour la mise en
silence du gene sont donc : la séquence du gene cible, un siRNA optimisé et une méthode efficace
de livraison du siRNA a sa cible. Pour transmettre le phénotype de perte de fonction dans la lignée
germinale de la souris, un oligonucléotide contenant les séquences sens et anti-sens homologue a
I’ARN messager est cloné dans un vecteur d’expression a shRNA qui est injecté dans les
pronucléus d’oocyte fertilisés. L’oocyte est ensuite transféré dans une mere porteuse et les souris

transgéniques sont identifiées dans la portée (Gao and Zhang 2007).

1.3.1.4 Transposon piggy BAC (PB)

Un transposon est un segment d’ADN qui est capable de changer de position et de se
relocaliser dans le génome entier de la cellule. Le transposon PB a la capacité de se transposer d’un
vecteur au génome de la souris par un mécanisme de « couper-coller ». Le transposon va
reconnaitre des séquences appelées « répétions terminales inversés » (: ITRs : inverted terminal
repeats) localisées aux deux extrémités du vecteur et va le déplacer de sa position d’origine et
I’intégrer dans un site TTAA du chromosome. Le transposon PB a attiré I’attention ces dernieres
années di a sa stabilité et son efficacité. Dans le cas de ce projet nous avons choisi une stratégie
de design appelé « Piggy-Bac on Bac » qui consiste a premiérement modifier le BAC d’intérét. Ici,
il s’agit d’'un BAC contenant les premiers exons d’ADAMTS19 et sa région 5°. La modification
correspond a I’ajout de la Cre-ERT2 par recombinaison homologue. Deuxiémement, le BAC est
inséré dans le génome d’un pronucléus grace au transposon PB via injection. Il y a des avantages
a I’utilisation du transposon PB par rapport I’injection pro nucléaire classique (Figure 12). Par
exemple, chaque site d’intégration aura une seule copie du bac d’intérét. De plus, il n’y a moins de

chance que le squelette du vecteur soit intégré ou qu’il y ait une perte de transgene (Zhao et al.

2016).
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Le choix du BAC a insérer est une étape importante. En effet, nous avons choisi un BAC
humain contenant une séquence trés conservée a travers les espéces. Plus une séquence est
conservée, plus elle code pour des ¢léments indispensables du métabolisme des espéces, or les
¢léments régulateurs permettant la transcription d’un géne sont indispensables. Aussi, le BAC
mesure 180kb ce qui est une taille conséquente et contient des séquences en 5’ du géne
(potentiellement les séquences régulatrices) et le premier exon du géne ADAMTS19. Comme le
gene n’est pas entier, il est donc non fonctionnel et il n’y pas d’effet de sur-expression. Bien que
la séquence soit treés conservée il est possible que le fait que le BAC provienne d’une autre espéce

pose probléme.

Mechanism of the PiggyBac-on-BAC transgenic method

Modified PiggyBac-on-BAC
Chromosomal DNA

PBase Excision Mobilization
| I N JEETE T > ® ®. ... > [—TTRA—]]

*

+ Transgene % ,*  Integration
5 ITR 3 TR &
[ s TTAA P ] TTAA e/

Figure 2 Différentes étapes de la transgeénése par la methode PiggyBac-on-BAC. Le tranposon PB ( PBase) exice le
transgene au niveau de séquences ITR et va I’intégrer dans le genome a 1’endroit d’un site TTAA.

1.3.1.5 Crispr Cas9

Crispr Cas 9 est une autre méthode récente, qui repose sur une nucléase que 1’on utilise en
génie génomique pour modifier ’ADN. La premiére étape est le design d’un ARN guide qui va
orienter la nucléase au locus d’intérét, ensuite celle-ci va couper I’ADN double brin. Aprés avoir
été clivé I’ADN peut subir deux processus de réparation, soit « le error-prone NHEJ » ou « le high-
fidelity HDR ». Il est possible de choisir quel mécanisme activé en fonction du résultat d’édition
du génome voulu. Dans le cas ou aucune séquence appelé « repair template » n’est introduite, le
mécanisme de NHEJ va lier ’ADN préalablement coupée. Cependant quelques nucléotides se
perdent durant le processus et engendre des glissements du cadre de lecture. Cela permet de générer

des souris Knock-out pour le géne désiré. La voie HDR est une alternative, elle permet de générer
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des mutations précises grace a I’insertion du «repair template» qui contient le changement souhaité
et va se recombiner au génome de la souris (Inui et al. 2014). Nous n’avons pas choisi cette méthode
au vu de la taille de notre fragment a inséré (180 kb). Une fois que ’ADN est transfecté dans la
cellule, une longue insertion peut faciliter la reconnaissance du fragment homologue avant la
recombinaison. Cependant, il est difficile de transfécter un fragment de cette taille de maniére

efficace (Ran et al. 2013).

1.3.2 Les souris transgéniques inductibles

Les souris transgéniques inductibles permettent 1’activation de géne a un temps et dans un
type de cellule spécifique. Elles permettent de contourner le majeur désavantage du systeme de Cre
consécutive dont le géne est exprimé sans arrét a partir du moment ou son expression commence
et peut donc résulter en 1étalité précoce empéchant 1’étude phénotypique au stade voulu. Dans le
cas des souris inductibles, le niveau d’expression et le moment dépendra de I’administration de
I’agent activateur. Il est donc possible de contrdler le stade de 1’activation. Les deux systemes de
souris inductible majoritairement utilisé vont étre décrit : Le systéme inductible tétracycline et le

systeme Cre-lox.

1.3.2.1 Le systeme inductible tétracycline

Ce systéme requiert une souris dite trans-activatrice, avec un trans-activateur de tétracycline
sous le contrdle d’un promoteur tissue-spécifique et une souris « réponse » avec le géne d’intérét
sous le contréle d’un promoteur dépendant a la tétracycline. La reproduction de ces deux souris
génére des descendants avec les deux transgenes dans chacune de leurs cellules répondant a la
tétracycline ou a ses dérivées (doxycycline). Deux systémes peuvent exister : Le premier est appelé
tet-OFF, dans ce cas 1’absence de tétracycline permet la transcription du transgene et I’addition de
celle-ci résulte en une sous régulation. Le second systéme est nommé tet-ON, il fonctionne a
I’inverse, c’est-a-dire que c’est la présence de doxycycline qui active le transgéne (Das,

Tenenbaum, and Berkhout 2016).
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1.3.2.2 Le systéme inductible Cre-ERT /loxP

Le systtme Cre/lox est le systtme que nous avons choisi d’utiliser. Il nécessite également deux
lignées de souris. La premiere contient le gene cible avec deux segments de 34 pb de chaque coté
(LoxP site) dans la méme orientation. La seconde souris contient le gene de la recombinasse « Cre »
qui est un géne pour 1I’enzyme recombinase provenant d’un phage P1. Cette enzyme reconnait les
sites loxP et les recombine de facon a supprimer une séquence choisie de maniere consécutive.
Lorsque ces deux lignées de souris sont croisées, le gene dit floxé (entre les deux site loxP) est
alors supprimé. Le sens des sites loxP influence I’action de la Cre. Si les sites loxP sont dans le
méme sens le résultat sera une excision, si les sites sont face a face 1’élément entre les sites loxP
va étre inversé et certains sites loxP peuvent aussi servir de site d’intégration. Des méthodes ont
été développées pour controler I’expression de la Cre incluant la fusion d’une protéine contenant
la « Cre » et ayant un domaine de liaison a un ligand : un récepteur modifié d’cestrogene « ERT »
(Feil et al. 1997). Le développement de la Cre dépendant d’un ligand a ét€ une avancée majeure en
terme d’inductibilité génique in vivo. L’activation du domaine de liaison « ERT » est possible
exclusivement grace au Tamoxifen et a son métabolite le 4-hydroxytamoxifen. Celle-ci engendre
I’activation de I’enzyme « Cre » qui va alors migrer dans le noyau pour recombiner les sites loxP.
Ainsi en fonction, du type d’expérience la recombinaison des sites LoxP vont créer une mutation
nulle dans le cas des études phénotypiques ou I’activation de la fluorescence dans le cas de tracage
de lignée cellulaire. Le projet porte sur la Cre-ERT2 qui est aujourd’hui la version de la Cre-ERT
ayant le plus de succes (Renninger et al. 2011). En conclusion, les souris inductibles ont ouvert une
nouvelle porte a 1’étude phénotypique anatomiquement restreinte et a 1’évaluation de mutation

létale embryonnaire dans les animaux aux stades post-natal.

1.3.3 Tracage de lignée cellulaire

Dans le but d’établir notre nouvelle lignée de souris transgénique nous devons analyser les
lignées recues a 1’aide de souris reportrices qui vont permettre de tracer les cellules exprimant

ADAMTS19 au cours du temps. Et donc de visualiser les patrons d’expression de chaque lignée.

Le tracage de lignée cellulaire correspond a 1’identification de toute les cellules pro-

génitrices a partir d’une cellule unique. Il a vu le jour au cours du dix-neuvieme siecle notamment
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grace a Charles O. Whitman et ses collégues ainsi que ses successeurs. Ils étaient inspirés par la
réalisation que les cellules se forment a partir de cellule déja existante et non par le processus de
génération spontanée (Whitman 1887). Le tracage de lignées cellulaires est un outil essentiel a
I’¢tude des propriétés de cellules souches dans les tissues de mammifere. Il s’agit d’un moyen
puissant pour 1’étude du développement, de ’homéostasie et des maladies, notamment lorsqu’il est
combiné avec la manipulation expérimentale de signaux régulant les décisions de destin cellulaire.
Récemment, la combinaison de recombinase inductible, de souris reportrice multicolore et
d’imagerie de cellule vivante a permis d’ouvrir de nouvelles portes dans le domaine des cellules

souches.

Le tracage de lignée cellulaire permet en effet de fournir des informations sur le
comportement cellulaire dans le contexte d’un tissue intact ou d’un organisme entier en opposition
a I’isolation de cellule suivis de transplantation ou encore a la culture in vitro. Il existe différentes
techniques de tragcage de lignée cellulaires qui vont étre détaillées avant de décrire plus en détail la

méthode choisie.

1.3.3.1 L’observation directe

Aux dix-neuvieme siécle, Charles O. Whitman a été le pionnier du tracage de lignée
cellulaires par observation directe notamment avec 1’é¢tude du développement de la sangsue par
microscopie a lumiére. I1 a révélé le destin de cellule individuelle a partir de 1’ceuf non clivé jusqu’a
la formation des couches germinales embryonnaires. Il a mis en évidence qu’a partir du premier
clivage le destin des cellules individuelles été distinct durant le développement, avec chacune des
cellules ayant un rdle spécifique dans le développement plus tardif (Whitman 1886). 1l y a
différentes manieres de faire du tracage de lignées cellulaires en observation directe. Par exemple
chez le C. elegans des cellules sont irradiées au laser a microfaisceaux et les cellules qui ne se
forment pas sont les cellules descendantes des cellules irradi¢es. Les avantages de 1’observation
directe sont la facilité et la rapidité avec laquelle les expériences sont réalisées. Cependant pour un
organisme intact [’observation continu requiere un embryon transparent avec peu de cellules.
D’autres limitations seraient 1’accessibilité du tissu qui peut étre restreinte lors de I’études

d’embryons de mammiferes post-implanté.
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1.3.3.2 Marquage cellulaire avec des colorations ou des traceurs radioactifs

Lorsque le tragage de lignée cellulaire par observation directe n’est pas possible, des
techniques de marquages de cellules d’intéréts sont utilisée. Au début du vingtieme siecle les
« colorations vitales » sont apparues permettant de marquer les cellules sans les tuer. Par exemple,
les cellules peuvent étre marquées physiquement par des colorations imprégnées dans des petits
morceaux d’agarose. Les colorations de lipide soluble a la carbocyanine sont également utilisées :
ils sont incorporés dans la membrane plasmique et utilisés pour le tragage de lignée cellulaire. Cette
technique de tracage de lignée cellulaires a servi pour étudier la créte neurale d’embryon de poulet
ou encore la plaque neurale chez la grenouille (Carradori, Barreau, and Eyer 2016). Il existe
¢galement la possibilité de directement injecter les cellules avec des colorations comme le dextran
conjugué a la fluorescéine qui ne diffuse pas entre les cellules ou encore la peroxidase horseradish
(HRP) qui peut étre visualiser en ajoutant un substrat. Le marquage cellulaire permet donc
d’effectuer le tracage de lignée cellulaire 1a ou I’observation directe ne serait pas possible. Les
limitations de cette approche seraient la perte des marqueurs par diffusion ou dilution apres de

multiple étapes de division cellulaire.

1.3.3.3 Introduction de marqueurs génétiques par transfection ou transduction virale

Les marqueurs génétiques ont largement surpass¢ 1’utilisation des colorations vitales ou
encore de la peroxidase horseradish. Les marqueurs génétiques inclus par exemple des protéines
fluorescentes comme la protéine fluorescente verte (GFP : green fluorescente protéine) ou encore
la B galactosidase de la bactérie E.coli qui peut étre visualisée suite a 1I’exposition a un substrat
appelé X-galactose (“Gfp Green Fluorescent Protein [Neisseria gonorrhoeae] - Gene - NCBI”
n.d.). Les marqueurs génétiques peuvent étre introduits dans les cellules par transfection ou par
transduction. La transfection repose sur le fait que les pores de la membrane cellulaire sont ouverts
par des techniques chimiques ou physiques comme 1’¢lectrolocation, la transfection par liposomes
ou encore le bombardement d’ADN couplé a des matériaux inertes comme 1’or. La transduction
est une méthode biologique de transfert d’ADN lors de laquelle le virus va infecter la cellule hote,
insérer son matériel génétique et recombiner un fragment d’ADN dans le génome de la cellule hote

(“Difference Between Transfection and Transduction” n.d.).
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1.3.3.4 Transplantation de cellules et tissus

La transplantation de tissu ou de cellules vers un hote différent est aussi un moyen utilisé
pour le tragage de lignée cellulaire. Une illustration classique de cette technique serait I’expérience
de Spemann et Mangold qui ont utilisés la transplantation pour étudier le role d’un morceau de
tissu d’un embryon de grenouille au stade de la gastrulation et ont mis en évidence un centre
organisateur de cellule capable de se dériver pour former un embryon au complet. Ils ont pu
distinguer I’embryon donneur de 1’embryon receveur grace a la pigmentation des cellules. La
cartographie du destin cellulaire par transplantation peut-étre étudier en pigmentant I’embryon héte
mais aussi le transplanté (Cousin 2019). Les avantages principaux de la transplantation pour le
tracage de lignée cellulaire sont les nombreuses options pour discernés entre les hotes et les
donneurs cependant cette approche inclue des étapes qui peuvent changer les propriétés cellulaires
comme la chirurgie, les radiations, la création d’une cicatrice (Rosenquist, Kirby, and van Mierop

1989)

1.3.3.5 Mosaique génétique

Le mosaisme génétique est un outil classique pour la cartographie du destin cellulaire qui
contribue a une variété d’applications encore aujourd’hui. Tarkowski et Mintz ont été les pionniers
dans I’analyse du destin cellulaire en utilisant des souris chimériques. Ils ont formé un seul
embryon en utilisant deux embryons différents au stade 8 cellules qui a été inséré dans une mere
porteuse pour permettre son développement a terme (Tarkowski 1998). Leurs études ont permis de
comprendre 1’origine clonale des mélanocytes et les bases de la couleur du pelage des souris. Les
souris chimériques continuent d’étre utilisés pour examiner 1’organisation du tissu en créant des
chimeres entre des souris exprimant la GFP dans tous les tissues et d’autre non. L’organisation des

cellules souches de tissue complexe peut ainsi étre visualiser. (Yanai, Tanaka, and Ueno 2013).

1.3.3.6 Marquage cellulaire par recombinaison génétique

La recombinaison génétique est utilisée pour le tracage de lignée cellulaire depuis le début
des années 1990 et il s’agit maintenant de 1’approche favorite dans la plupart des cas. Cette
approche est en parti détaillé dans la section 1.1.2.2, ou I’on met I’emphase sur les souris inductible
qui sont un des modeles de souris nécessaire pour effectuer du tragage de lignée cellulaire. Dans

notre cas c’est le systtme Cre-lox inductible que nous avons choisi d’utiliser pour effectuer le
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tracage de lignée cellulaire. La souris inductible contient donc le géne de la Cre derriere le
promoteur d’ADMATS19. Le second modéle de souris nécessaire est une souris dites reportrice qui
peut contenir un ou plusieurs genes fluorescents avec un codon stop entour¢ de site lox P en amont.
Le croisement de ces deux souris permet d’avoir les deux transgeénes dans toutes les cellules des
descendants. Toutes les cellules ou le géne ADAMTSI19 sera exprimé vont aussi exprimer la Cre.
La Cre va étre activité lors de I’administration du Tamoxifen et recombiné les sites lox P qui vont
libérer la fluorescence rouge de la protéiné Tdtomato. Ce processus permet d’observer 1’expression
d’ADAMTSI9 au cours du temps. En effet, toute les cellules filles provenant d’une cellule
recombinée seront aussi rouge. Ici, nous avons opté pour la souris reportrice Tdtomato qui exprimé

une protéine rouge fluorescente 6 fois plus brillante que la GFP mais il existe d’autres reporter.

Le premier géne reporteur utilisé été celui de la 3-galactosidase cependant il ne pouvait pas
étre utilisé pour la cytométrie en flux. Le gene reporteur fluorescent GFP est alors apparu ainsi que
de nombreux autres fluorophores comme la protéine fluorescente jaune amélioré (EYFP : enhanced
yellow fluorescent protéine) ou encore la protéine fluorescente bleu amélioré (ECFP: enhanced
cyan fluorescent proteine) (Mahaut Smith, Evans, and Vial 2019)(“Nucleolin Modulates
Compartmentalization and Dynamics of Histone 2B-ECFP in the Nucleolus” n.d.). La souris
reporteurs Rosa26-CAG-tdTomato contient le promoteur CAG qui renforce I’expression et peut
étre ¢élevé pour atteindre 1’homozygotie ce qui accroit également le signal (“A Transgenic
TdTomato Rat for Cell Migration and Tissue Engineering Applications” n.d.). La souris Cre-ER
recombinase a été continuellement amélioré dans le but de réduire I’activité de la Cre en I’absence
d’un agent activateur et d’améliorer la sensibilité et I’efficacité de la recombinaison induite par le
Tamoxifen. La recombinase Cre-ERT2, qui contient les domaines de liaison du récepteur estrogéne
ayant une triple mutation G400V/M543A/L544A, et en ce moment I’outil le plus puissant dans la
boite a outils CreER. Son usage est extrémement recommandé pour la mutagénése inductible dans
la souris (Feil et al. 1997). De nombreuses lignées de souris qui exprime la CreERT2 dans des
types cellulaires spécifiques ont déja démontré leur utilit¢é pour répondre a des questions
biologiques. Il est important d’optimisé la dose de I’agent activateur de la Cre. Les doses
extrémement faibles peuvent étre utilisé pour étudier la densité clonale pour déterminer 1’origine
de population cellulaire particulicre et les doses ¢élevées favorisent le marquage de 1I’ensemble des

populations.
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Les souris reportrices multicolores sont de plus en plus utilisées pour le tracage de lignée
cellulaire, elles peuvent contenir deux ou plusieurs marqueurs. Par exemple, la souris mTmG est
un reporteur fluorescent avec deux couleurs. Avant la recombinaison, la fluorescence tdTomato (
Tm ) est localisé au niveau de la membrane cellulaire et aprés la recombinaison les cellules
contenant la Cre recombinase c’est la fluorescence GFP (mG) qui est exprimé au niveau de la
membrane (“007576 —STOCK Gt(ROSA)26Sor<tm4(ACTB-tdTomato,-EGFP)Luo>/J,” n.d.). La
technologie Cre/lox et FLP/FRT a aussi été combiné pour former la souris Cre/FLP qui va
conditionnellement exprimer la [3-Galactosidase et EGFP. Les constructions génétiques
« brainbow » (Br) illustrent la puissance du tracage de lignée cellulaire et permet la combinaison
de plusieurs protéines fluorescentes (XFPs) griace a I’utilisation de variants loxP incompatibles et
de la Cre (Weissman and Pan 2015). Cette technique a entre autres permis de visualiser les circuits
synaptiques mais aussi d’analyser I’expansion clonal des cardiomyocytes durant le développement

du ceeur.

Les principales différences entre les souches Br comprennent : des différences dans le
nombre de genes fluorescents, la présence de sites loxP réciproquement orientés pour permettre
l'inversion de géne type de sites loxP utilisées et I'expression ou de silence de I'expression du gene
fluorescent avant l'activation Cre. Récemment, la construction brainbow 2.1 a ét€ placé dans le
gene Rosa26 pour créer une souris rapporteuse exprimant le transgene de maniere ubiquitaire. 11
s’agit de la souris Rosa26-Confetti(“013731 - STOCK Gt(ROSA)26Sor<tm1(CAG-
Brainbow2.1)Cle>/J” n.d.). Un aspect important de ’utilisation de souris reporteurs fluorescents
pour le tracage de lignée cellulaire et la préparation du tissue qui doit préserver la fluorescence. La
limitation principale de I’utilisation de reporteur multicolore I’impossibilité de marqué le tissu avec

des anticorps.
1.3.4 Exemple de mod¢éle de souris transgénique utilisé dans le développement

des valves cardiaque

De nombreux modeles de souris ont contribué¢ de fagon majeure a 1’é¢tude du développement des
valves cardiaques. Ici, plusieurs exemples extrémement utilisés dans le développement valvulaire

vont étre présentes.
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1.3.4.1 Les souris Cre spécifique des cellules endothéliales: Cre-Tie2 et Cre-Nfactl

a) La souris Cre-Tie2

La souris Cre-Tie2 contient un promoteur du récepteur spécifique aux cellules endothéliales
appelé Tek ou Tie2, qui dirige la Cre recombinase. Elle permet la délétion d’un géne flox¢é dans les
cellules endothéliales durant I’embryogénese et la vie adulte (008863 —B6. Cg-Tg(Tek-cre)lYwalJ,
n.d.). Cependant Tie2 marque également les cellules valvulaires interstitielles en plus des cellules
endothéliales. Christoffels M. V. et collegues ont utilisés cette souris pour investiguer la
contribution des cellules endothéliales a la structure finale des valves cardiaques. En effet, ils ont
utilisé la souris Tie2-Cre/R26R couplé avec une souris reportrice B-galactosidase pour comprendre
la participation de I’endocarde et des cellules mésenchymateuses dérivées de 1’endocarde lors du
développement valvulaire. Au stade E17.5, ils observent que les feuillets des valves tricuspides,
mitrale, aortique et pulmonaire sont presque entierement positifs pour la B-galactosidase. De plus,
la continuité fibreuse atrio-ventriculaire exprime aussi la b-galactosidase. L’expression de Tie2
spécifique aux cellules endothéliales et le systeme Cre-lox qui marque toutes les cellules filles
d’une cellule marquée ont donc permis de mettre en évidence I’implication des cellules
endothéliale dans le développement valvulaire (de Lange Frederik J. et al. 2004). La souris Cre-
Tie2 a aussi été utilisée pour supprimer la fonction du gene TBX20 durant le développement. Elle
a permis de mettre en évidence que l’ablation du géne TBX20 cause des malformations des

coussins cardiaques et des defaults de septation a E13.5.

b) La souris Cre- Nfatcl

Nfatc-1 est connu pour étre un activateur de transcription pour les genes cytokines dans les
cellules lymphoides activées (“Transcription Factors of the NFAT Family: Regulation and
Function. - PubMed - NCBI” n.d.). Cependant, Il est également exprimé dans I’embryon de souris
lors du développement embryonnaire, son expression est notamment restreinte a la couche de
cellules de I’endocarde a E8.5 (Ranger et al. 1998). Entre E9.5 et E11.5 lorsque I’EMT a lieu,
I’expression de Nfatc-1 est accentuée dans ’endocarde de I’AVC et de I’OFT. Durant, I’élongation
des valves I’expression de Nfatc-1 dans les cellules de I’endocarde reste trés forte. Aucune

expression de Nfatc-1 dans I’endothélium en dehors du coeur embryonnaire n’est observée. De
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plus, aucune expression n’est détectée dans les cellules de I’endocarde qui ont subi ’EMT dans
I’OFT et ’AVC (Azhar et al. 2011). En concordance, avec son expression Nfatc-1 est découvert
comme responsable du destin des cellules endothéliales lors de I’EMT. (“Endothelial-Specific Cre
Mouse Models | Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology” n.d.). L expression spatio-
temporellement régulé de Nfatc-1 durant le développement du cceur ainsi que son role essentiel
dans la formation des valves font de ce marqueur un outil moléculaire unique. En effet, la souris
Cre Nfact-1 pemet 1’étude de la différentiation des cellules de I’endocarde, le tragage des lignées
cellulaires durant la formation des valves et aussi I’étude de genes spécifiques aux valves
notamment au travers de la souris. (“Nfatc1 Directs the Endocardial Progenitor Cells to Make Heart

Valve Primordium” n.d.).

1.3.4.2 La souris marquant les cellules valvulaires interstitielles

Les cellules valvulaires interstitielles sont aussi connues sous le nom de fibroblastes valvulaires.
En effet, ces cellules expriment des marqueurs de fibroblastes. C’est pour cela que certaines lignées
utilisé pour I’étude des fibroblastes dans le coeur marquent également les Vics des valves aortique
et pulmonaire, I’AV sulcus ou encore I’annulus fibrosis. En effet, plusieurs lignées de fibroblastes
connu et établis comme la Colla2-CreERT, Tcf21mCm et plusieurs lignées Cre-Wtl locus et Cre-
periostine. (Swonger et al. 2016). Il n’existe cependant pas de souris inductible spécifique pour les

Vics. La souris ADAMTS19-Cre-ERT2 que nous établissons permettra de remédier a ce manque.
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Chapitre I1 Hypotheses et objectifs

Le but de ce projet est d’établir un nouveau modele de souris qui va permettre d’étudier
spécifiquement ADAMTSI9 et qui servira également a 1’étude des cellules valvulaires

interstitielles.

2.1 Les hypotheses de recherche

Mes hypothéeses de recherche sont:

1) Le BAC utilisé pour créer la souris contient les séquences régulatrices nécessaire a

I’expression d’ADAMTS19 dans la souris

2) Le BAC sera spécifiquement exprimé dans les cellules valvulaires interstitielles.

2.2 Les objectifs de recherche

Les objectifs sont de caractériser le patron d’expression d’ADAMTS19 en analysant la distribution
de TdTomato au cours du développement cardiaque et de montrer que ce patron est reproductible

au travers des générations.
Plus spécifiquement les objectifs pour 1’établissement du modele sont :
1) Ajuster la dose Tamoxifen et le mode d’administration

2) Prendre des photos de ccoeurs entiers et de sections des valves mettant en évidence les parties

marquées par TdTomato.

3) Montrer que les patrons d’expression sont transmissibles au travers des générations.
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Chapitre III Matériels et Méthodes

3.1 Les modéles de souris utilisées

3.1.1 La souris ADAMTS19-CreERT?2

La souris ADAMTS19-CreERT2 a été congu par ’entreprise CYAGEN. La création de cette
souris consistait en deux étapes : la modification du BAC d’intérét et son insertion dans le

génome de la souris.

3.1.1.1 Information sur le BAC et le géne d’intérét

Le BAC d’intérét contient une partie du géne ADAMTS19 humain ainsi que la région intronique
en amont Le vecteur de Clonage contient un site LoxP mutant et un site LoxP sauvage (Figure

18).
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Le géne d’intérét ADAMTSI9 est décrit dans la figure ci-dessous et le transcrit choisis

est le NM_133638.3 (Figure 4).

Gene Symbol ADAMTS19
Gene Full Name ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 19
Gene ID 171019
Species human
Location GRCh38.p7, Chromosome 5, NC_000005.10 (129460281..129738683)
Exon Count 23
NC_000005.10: 129M..130M (362Kbp) ~ | Find: ~@p Q \ @ A% == RToosv L |fPTracks~ & 7 ~
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Figure 4 Informations sur le géne d'interet (A) carte d'identité du géne (B) Transcrit choisis pour la transgénese

NM 133638.3

3.1.1.2 La stratégie de Modification du BAC

Dans un premier temps, un fragment contenant une cassette CreERT2 :SV40 pA avec une
cassette FRT-Kanamycin - FRT est inséré par recombinaison homologue apres le codon Start
ATG dans I’exon 1 du géne humain ADAMTSI19. Les sites FRT sont ensuite supprimé par une

recombinaison médiée par FLP. (Figure 5)

ATG FRT FRT

NM_133638.3 > —t— H e t H —t—t—t >+t Hi NP_598377.3

ATG

—t

NM_3133638.3 > t Ht S t H —t—t—tt——t—t—>—t>+ Hi NP_598377.3

Figure 5 Stratégie d'insertion de la Cre-ERT2
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Dans un second temps, des paires ITR piggyBAC sont introduites dans la structure du vecteur
de clonage du BAC grace a la recombinaison homologue. Le loxP site va donc étre remplacer

par une cassette ITR- Ampicilin — ITR (Figure 6).

5' homology arm 3' homology arm
__-_w SR ———

e, Lo o

l Homologous recombination

5 sap s (R Choramphenicol

Figure 6 Introduction des ITR dans la structure du vecteur de clonage par recombinaison homologue

3.1.2 Les souris TdTomato

La souris TdTomato ou B6. Cg-Gt (ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato) Hze/J est une souris dite
Cre reportrice qui a une cassette STOP entouré de séquence loxP empéchant la transcription
d’un promoteur CAG, initiateur de I’expression d’une protéine rouge (Tdtomato). Le tout est
inséré dans le locus Gt (ROSA)26Sor locus. Cette souris exprime la fluorescence TdTomato
apres avoir €été recombiné par une Cre. Cette souche est consanguine sur le fond génétique
C57BL/6J. Cette souris a été acheté chez jackson laboratory (007914 - B6.Cg-
Gt(ROSA)26Sor<tm14 (CAG-TdTomato)Hze>/J” n.d.).

3.1.3 Les souris WT

Aussi connu sous le nom de B6/NJ la souris C57BL/6NJ est la souris consanguine la plus utilisée
et la premiére a avoir été séquencée. Malgré que cette souche soit réfractaire a de nombreuses
tumeurs son fond génétique permissif permet 1’expression maximal de toutes les mutations.

Cette souris a été achetée chez Jackson laboratory (000664 - C57BL/6J” n.d.)
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3.1.4 Génotypage

3.1.1.3 Validation par génotypage

a) Génotypage des souris Adamts19-cre-ERT2

Lors de la réception des souris nous avons di valider I’insertion de la Cre-ERT2 dans le
génome des souris fondatrices par Réaction en Chaine par Polymérase (PCR: polymerase chain

reaction) et électrophorese.

Extraction d’ADN :

L’Extraction de ’ADN a partir de bout de queue a été faites avec le « Molecular biology
Kit » (BS628, BioBasic).

PCR :

Ensuite nous avons effectué¢ une PCR qui consiste a utiliser I’enzyme polymérase pour
amplifier une séquence d’ADN in vitro. Cette technique nécessite dans un premier temps de
générer un master mix de molécules chacune ayant un réle a jouer dans 1’amplification de la
séquence d’intérét. Préparez le master mix dans le méme tube 1.5 ml (87-B150-C, progéne) pour
toutes les souris a tester et ensuite séparer dans des tubes a PCR (87-C200-F, Progéne). Ajoute
les oligos GTACAGCATGAAGTGCAAGAACG (sens) et
ACCTGAAACGATCCCATTCGAC (antisens) qui délimitent une séquence du BAC a
amplifier de 579 bp (invitrogene), Une taq polymérase appelé Easy taq (4P11103, Civicbio), le
tampon de 1’Easy taq 10X (4P11103, Civicbio), des nucléotides ou dNTPs (R0191, Thermo
Fisher) et de I’eau (miliQ machine). Les proportions sont détaillées dans le tableau ci-dessous
(Table 1). 11 faut toujours compter un tube en plus pour la marge d’erreur et prendre en compte
le control négatif et positif. Une fois tous les réactifs ajoutés dans le tube, mélanger le master
mix a I’aide d’un vortex. Ensuite, transférer 19 pl du master mix dans chaque tube et ajouter 1

pl d’ADN d’intérét par tube.
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Table 1 Fabrication du mix de PCR.

Réactifs Quantité pour 1 échantillons (ul)
DNA 1
H20 15,8
Taq buffer 10X 2
dNTPS 10mM 0,2
Oligo sens 0,4
Oligo anti- sens 04
Easy Taq 0,2
TOTAL 19

Eppendorf). Le programme lancé est décrit dans le tableau ci-dessous.

Table 2 Programme utilisé pour la PCR

Les échantillons sont ensuite centrifugés et placés dans un thermocycler (Mastercycler,

Phase

Température

Temps

Répétition

But

Dénaturation initiale

94

2-5min

1

Déshybrider ADN double
brin, casser les structure
secondaire,
homogénéiser le milieu
thermiquement et
inactiver des enzymes
non voulues.

Dénaturation

94

30 sec

Appariement des
amorces

62

30 sec

élongation

72

1-2 kb/min

30-35 cycles

Déshybrides les ADN
double brin et décrocher
les polymérases.

Hybridation des amorces
avec une température
proche du Tm des deux

amorces

Synthése du brin
complémentaire d’ADN
par les polymérases

Fin élongation

72

5-10

Fin élongation

stockage

15

Jusqu’a la récupération
de I"échantillon

Stocker 'ADN a une
température correcte

Electrophorése :
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Pour analyser les résultats, nous avons ensuite fait une électrophorése qui consiste a faire
migrer I’ADN sur un gel d’agarose. Analyse : Une fois que I’échelle a complétement migrer,
arrétez la machine et exposer le gel au UV dans la Gbox (G : box F3 gel doc systeme,
SYNGENE) pour voir le résultat. Les puits ayant une bande a la longueur 579bp sont positifs
pour la CRE et les puits qui n’ont pas de signal représentent les souris que n’ont pas le transcrit.

A noter que le fluo dye peut faire varier 1égérement la taille d’échantillon.

b) Les souris TdTomato

Les souris TdTomato sont génotypé en suivant le méme protocole que pour les souris
ADAMTS19 mais les oligos sont différents. La premiére paires d’oligos est:
AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA et CCGAAAATCTGTGGGAAGTC (297bp) amplifie une
séquence dans le gene Rosa26 qui est enlevé lorsque la TdTomato est présente. Il ne devrait
donc pas y avoir de bande apparente. La seconde paire d’oligos est:
GGCATTAAAGCAGCGTATCC et CTGTTCCTGTACGGCATGG qui amplifie une partie de

la séquence TdTomato.

3.2 Stratégie de croisement

Dans le but d’un management précis et optimal des colonies de souris, les stratégies de
croisement ont été¢ mises en place grace a un fichier Excel regroupant toutes les informations
sur chaque souris. Par exemple, leurs dates de naissance, leurs parents, leur fond génétique, leurs
partenaires ou aussi des informations importantes pour la maintenance comme la présence de
maladies génétiques (ex:). Les souris comportant des défauts génétiques ne sont pas choisies
pour maintenir la colonie. Etant donnée le nombre important de souris ADAMST19-Cre_ ERT2
recues (13 lignées) la colonie de souris TdTomato a di étre fortement augmentée pour pouvoir
tester un maximum de lignées possibles. Les males ont été testés et les femelles ont été par la

suite croisé avec des males et leur descendance a été analysée.
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3.2.1 Croisement de maintenance

Dans le but de maintenir la colonie les males ADAMTS19-Cre-ERT2 sont retro croisés avec
des femelles WT du méme fond génétique avant 7 mois. Le but étant de générer des
hétérozygotes. En effet, avoir des souris hétérozygotes permet d’avoir des souris contrdle dans
la portée, de plus la Cre peut agir spontanément et causer un phénotype, avoir des souris
hétérozygotes réduit ce risque. Les souris TdTomato sont croisées entre elles, dans le but de

générer des doubles homozygotes.

3.2.2 Croisement d’expérience

Les souris males ADAMTS-Cre-ERT2 ont été obtenus par I’entreprise Cyagen et les souris
TdTomato (jackson laboratory) ont été mise ensemble et les bouchons vaginaux ont été vérifices
tous les jours. Le jour ou le bouchon a été trouvé correspond au jour E0.5 du développement
embryonnaire de la souris. Grace a la vérification des bouchons vaginaux il est possible de
choisir a quel stade embryonnaire administrer une substance voulue ou extraire des organes
d’intérét. Dans notre cas nous administrons le tamoxifen aux jours embryonnaires E11.5 et

E13.5 qui correspondent aux étapes du développement d’intéreét.

3.2.3 Analyse du rendement et prévision du nombre de souris nécessaire
3.3 Tamoxifen : Dosage et Administration

3.3.1 Fabrication du tamoxifen

Le stock Tamoxifen (T5648-5G, Sigma) a été préparé a différentes concentrations 10mg/ml,
20mg/ml et 15mg/ml en fonction des doses requises. A titre d’exemple, pour obtenir la
concentration 10mg/ml, dissoudre 100 mg dans de ’ETOH 100% (64-17-5, Sigma), agitez
pendant 2h a 37 ° C jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de cristaux apparents, Diluer 1:10 avec de I’huile
de sésame stérile (S3547, Sigma), entreposer les aliquots a -20 ° C. Pour obtenir la concentration
15mg/ml la méthodologie reste la méme. Cependant pour la concentration 20mg/ml les cristaux

ne se dissout pas facilement et la sonication est une option. Le but d’augmenter la concentration
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est de donner la dose optimale souhaitée sans blesser I’estomac de 1I’animal avec un volume trop

¢leve.
3.3.2 Optimisation des doses et de la voie d’administration

Une période d’optimisation a permis de tester différentes voies d’administration du Tamoxifen
et différentes doses. Le gavage oral avec une aiguille d’intubation (18061-22, fine science) a été
choisi comme voie d’administration favorite. En effet, ’injection péritonéale avec une aiguille
a insuline (1188528012, Covidien) n’a pas été aussi efficace La dose de référence de tamoxifen
est de 40 mg par kilo cependant a cette dose 1a le signal était tres faible. Des tests ont permis
d’évaluer différentes doses : 2X, 3X et 4X la dose de référence. La dose qui résultait en un signal
fort et qui limitait le taux de mortalité est 3X la dose de référence. Plusieurs stades de gavage

ont également été tester. Les stades retenus sont E11.5 et E13.5.

3.4 Prélévement des coeurs

3.4.1 Sacrifices

Dans un premier temps les femelles sont observées pour vérifier qu’elles soient bien gestantes.
Les sacrifices des femelles sont réalisés en suivants les régles du CCPA et selon des protocoles
approuvés par le Comité des Bonnes Pratiques en Recherche Animale (CIBPAR) du CHU
Sainte-Justine. Les souris sont endormies a I’isofluorane avant d’étre euthanasiées par asphyxie

avec du CO2 et pour finir la dislocation des cervicale est pratiqué par sécurité.

3.4.2 Extraction des embryons

Les femelles sont épinglées sur le dos a I’aide d’aiguilles (305175, BD). Ensuite une incision
est faite du bas du ventre jusqu’a la base de la cage thoracique avec un ciseau. La couche de
peau et les muscles abdominaux sont coupés a 1’aide du ciseau et des pinces. Il est important de
bien tenir les ciseaux paralléles au corps de la souris pour éviter de perforer un embryon. Aussi,
Il faut étre vigilant de bien regarder dans I’ensemble de la cage thoracique pour ne pour laisser
d’embryons. Il faut ensuite couper les vaisseaux reliant les embryons a la mere. Les embryons

sont ensuite mis dans un tube de 15ml (07-200-886, Fisher Scientifique) dans du PBS froid et
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maintenu dans la glace jusqu’a I’extraction des cceurs et a I’abris de la lumiére par éviter que le

signal de la protéine TdTomato ne soit affecté.

3.4.3 Extraction des coeurs

Mettre de la glace dans une boite en polystyrene et y déposer le tube contenant les embryons,
ainsi qu’un tube de 50 ml contenant du PBS 1X et une boite de culture de 24 puits. Les embryons
sont placés dans une boite de pétri (353003, Corning) ouverte remplis de PBS préalablement
réfrigéré. La boite est placée sous le microscope M165 C, Leica). A 'aide de pince a bout
ultrafin (16-100-121, Fisher Scientifique) I’embryon est immobilisé, la téte est coupée, la cage
thoracique ouverte et le coeur et les poumons sont ensuite prélevés. Cette étape demande de
I’entrainement sur des échantillons non important. Le PBS est changé réguli¢rement au besoin
car il doit rester clair pour pouvoir observer les détails de la dissection. Une fois le cceur
délicatement séparé des poumons, il est mis dans un puit de boite de 24 puits. Il est important
de noter sur le couvercle les numéros des embryons et de garder un bout de queue pour chacun

d’eux dans un tube 1.5ml avec le numéro correspondant noté, pour le génotypage.

3.3.4 Fixation et stockage

Les cceurs sont fixés O/N (over night) dans du PFA (paraformaldéhyde) 4%. Ils sont ensuite

conservés dans une solution de PBS-glycine 0,1 M- sodium azide 0,025% a 4°C.
3.6 Cryo-section

3.6.1 Encastrement et ajustement de ’homéostasie des cceurs

Une solution-mere de 50% de sucrose dans I’OCT (FL-03-0297, Fisher chemical) est
initialement préparée (3801480, Leica). Par la suite, des tubes de 50ml avec de I’OCT dilué dans
du PBS au concentration suivante: 5%,10%, 15%, 25 % sont préparés. Attendre 1 jour et mettre
les cceurs dans une plaque 24 puits (93018C, Thermo Scientifique), enlevez le PBS-glycine-
Sodium Azide et le remplacer par la solution de chaque concentration (1h). Utiliser Sml de «
OCT + Sucrose » dans les moules en plastique 1’encastrement. Utiliser une plaque de glace

séche (CDSLAB2-LB, Praxair) et orientez les cceurs de la méme manicre pour chaque moule.

Garder a -80 ° C.
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3.6.2 Coupe de cceur au cryostat

Les sections congelées de 10uM ont été réalisées a I'aide d'un cryostat (CrostarNX50, Thermo

Fisher)

3.7 Marquage immunologique

Les lames sont séchées une heure a température ambiante. Par la suite elles sont lavées 5 minutes
avec du PBS 1X pour enlever les restes de sucrose toujours a température ambiante. Les sections
histologiques sont perméabilisées dans du PBS-triton 0.5 % (Triton 100X : T9284, Sigma) a
température ambiante. Par la suite les sections sont bloquées avec du tampon de blocage pendant
1 heure a température ambiante. Le tampon de blocage est constitué¢ de 1% de BSA (800-D95-
EG, Wisent), 10% sérum de chevre (50095 S26, Millipore) ou d’ane (50095 S30, Millipore) en
fonction de I’anticorps secondaire utilisé (5% +5% si utilisation de plusieurs sérum), d’anti-
mouse igg (1 :100) (715007003, Jackson Laboratory), dans du PBS-Triton 0.1 %). Préparer les
anticorps primaires dans du tampon de blocage (1 :100) pendant ce temps. Nous utilisons les
anticorps Alpha Actin sarcomeric (A-SAA, A7811, Sigma), Troponin I (Trop I, ab47003,
Abcam), Troponin T (Trop T, MS295, Thermofisher), PdgfrAlpha (PdgfrA, AF1062-SP,
RandD). Laisser incuber les lames avec 1’anticorps primaire O/N a 4°C. Le lendemain laver 3
fois 5 minutes dans du PBS-triton 0.1% et incubez 2 heures avec les anticorps secondaires et
Dapi lug/ml (1 :500-1000) (D-21490, Thermo Fisher) dans le tampon de blocage. Possibilité
d’ajouter du wga (wheat germ aglgutinin) (W112611, Thermofisher) (1 :1000) pour marquer la
membrane cellulaire en vert. Laver 3 fois dans le PBS-triton 0.1% et 1 fois avec du PBS pour
enlever les excés de Triton. Préparez les échantillons a 1’imagerie les recouvrant avec du Dako
(53023-C, Dako) et une lame en verre (22266882, Fisher scientifique), laissez sécher O/N avant

d’imager.

3.8 Imagerie a fluorescence

L’imagerie des cceur intact et entier se fait a ’aide du macroscope. Les coeurs sont transvasés
dans une boite de pétri ouverte et sont imagé grace au stéréo macroscope (M165 C, Leica). Le
filtre utilisé pour capter la fluorescence provenant de la protéines tdTomato est le filtre

TexasRed. Les stacks sont utilisés dans le but d’obtenir une image focus sur tous les plans. Pour
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les cryo-coupes la microscopie a fluorescence a été réalisée avec un microscope DMI8 Leica en

utilisant les objectifs sec X10, X20 et X40.
3.9 Séquencage Nano-pore

3.9.1 Extraction d’ADN a haut poids moléculaire

Pour obtenir de ’ADN a haut poids moléculaire nous utilisons une technique d’extraction trés
basique qui est I’extraction phénol-chloroforme. Elle permet de garder le contrdle sur la
composition de tous les réactifs en comparaison au Kit utilisé aujourd’hui ainsi que d’éviter
I’utilisation de colonne qui pourrait fragmenter I’ADN. Quelques modifications pour 1’adapter
au nanopore sont cependant nécessaire. Ajoutez le tissu dans 0.5 ml de tampon de digestion
avec 0.5mg/ml de protéinase K (VO061, Trans) (A joutez frais) et 20mg/ml d’RNAse A
(thermofisher, EN0531). Incubez sur la nuit a 55°C. C. Le tampon de digestion correspond a
50mM de Tris-HCL, 100mM d’EDTA, 100mM NACI et 1% SDS. Centrifugez rapidement pour
enlever la solution du capuchon. Remplir le capuchon de graisse d’aspiration (46355 D, Dow
Corning) a l’aide d’une seringue. Ajoutez 0.7ml de phenol/chloroform/iso-amyl alcohol
neutralisé (25:24:1) (15593-031, Invitrogen). Mélangez vigoureusement a I’aide d’un rotateur
clinique. Ne pas vortexer. Centrifugez a la vitesse maximale pendant 5 minutes et transférer 0.5
ml de la phase supérieur dans un nouveau tube. Ajoutez 1ml d’éthanol 100 % a température
ambiante et inversez plusieurs fois le tube jusqu’a ce que I’ADN précipite. Centrifugez 5
minutes et doucement enlever le surnageant. Ajoutez 0.5-1ml d’éthanol 70% (- 20°C) et inversez
le tube plusieurs fois. Centrifugez 5 minutes et doucement jeter le surnageant. Centrifuger
rapidement pour enlever les traces d’éthanol. Possibilité d’utiliser une pipette ou un capillaire
pour enlever les dernieres goutes sans endommager la pastille d’ADN. Laisser sécher a
température ambiante O\N. Ajouter 100-200 pl de tampon d’élution (10mM Tris-CL pH 8.0) et

incuber a 65 ° C pour 15minutes pour suspendre I’ADN.

3.9.2 Control de la qualité et la quantité de PADN

Il est important de contrdler pour la pureté de I’ADN et aussi pour la quantité¢ de ’ADN cela
dans le but d’éviter le blocage des pores lors du séquencage provenant d’impuretés et de

confirmé la présence d’ADN suite a son extraction. Pour cela, quantifiez ’ADN a 1’aide du
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nanodrop 8000 (ND-8000-GL, thermo Fisher), la quantité est donné en ng par pl mais en
fonction de la taille de I’échantillon la quantité peut aussi étre en pg par pl. Pour évaluer la
pureté, le ratio A260/280 doit étre > 1,8, cela indique que la solution ne contient pas de protéines.
Le ratio A260/230 doit se situer entre 2,0 et 2,2, cela indique 1’absence d’autre contaminant qui

absorbe a 230nm.

3.9.3 Fragmentation de PADN

Le but de fragmenter ’ADN est d’homogénéiser la taille des fragments. En se basant sur des
résultats précédemment obtenus partagés dans la communauté Nanopore (“Nanopore
Community” n.d.). Nous avons opté pour une fragmentation par «needle shearing »
(Cisaillement par aiguille). Lorsque ’ADN passe a travers la jauge de I’aiguille plusieurs fois
cela va la fragmenter physiquement I’ADN. La taille de la jauge et le nombre de passes peuvent
donc influencer la taille des fragments. Nous avons choisi d’utiliser une aiguille 26G avec 20
passes qui ont précédemment montré un NS50 de 50 kb dans des résultats partagés sur la
communauté (50% du génome est contenu dans des fragments de 50kb). Plus les fragments sont

longs, plus la couverture de séquencage sera élevée et le temps d’analyse réduit.

3.9.3 Controle de I’intégrité de ’ADN

Cette étape n’a pas été réalisé pour cette expérience due a la Covid- 19. Toutefois, elle a été
réalisée lors de précédentes expériences. Pour évaluer D’intégrité de I’ADN, c’est-a-dire la
distribution de la taille des fragments la technique de «Pulsed field electrophoresis gel» (PFEG)
a été utilisée. Cette étape consiste a faire migrer ’ADN fragmenté grace au PFEG, technique

utilisée pour faire migrer des fragments > 15kpb.

3.9.4 Préparation de la librairie

Le protocole pour la librairie utilisé est « Bead-free long fragment LSK109 » c’est une variante
du protocole de librairie LSK109 qui est sans billes proposé par John Tyson, un pionnier en la

matiere.
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3.9.5 Séquencage et analyse

Cette partie a été réalisée en collaboration avec le laboratoire du Dr. Smith. La librairie a été
mélangée au tampon de séquencage et le flowcell lavé. Ensuite la librairie est chargée sur le
flowcell du séquenceur MinlON contenant 512 réseaux de pores et pouvant générer jusqu’a 30
GB de données de séquencage. L’analyse a été effectué grace au logiciel MinKNOW qui
collecte les données brutes et les convertis en lecture de base. Le logiciel EPI2ZME permet
d’affiner I’analyse en appliquant des filtres de controle de qualité, par exemple en filtrant les
séquences répétées. De plus, nous avons comparé la séquencé obtenus a la séquence du BAC
inséré dans la souris dans le but d’avoir une idée du nombre d’insertion et de si les insertions

sont completes.

Chapitre IV Résultats

4.1 Optimisation et établissement d’une stratégie

d’expérimentation pour tester un nouveau modele de souris Cre-

ERT?2

Une fois que le génotype des souris ADAMTS19-Cre-ERT?2 a été confirmé par PCR et
¢lectrophorese les croisements pour caractériser les lignées ont pu commencer (Figure 22.D).
Nous avons regu treize souris et nous en avons analysé onze. Uniquement les lignées dont la
recombinaison a fonctionné sont décrite dans ce manuscrit. Toutes les souris utilisées sont sur

le fond génétique C57BL/6.

Dans un premier temps, nous avons testé¢ différentes possibilités d’administration de
Tamoxifen ainsi que de dosage pour assurer une activation optimale de la Cre-ERT2 et une
mortalit¢ minimum due a I’interaction endogéne du Tamoxifen. Cet équilibre n’est pas parfait
et le systéme Cre-ert/lox a encore besoin d’amélioration cependant, suite & une période de mise
au point et d’optimisation, nous avons réussi a obtenir une recombinaison totale de la Cre-ERT2
avec un taux de mortalité suffisamment bas pour assurer des résultats. Pour la méme dose

donnée, les injections n’ont jamais résulté en un signal aussi fort que lorsque le Tamoxifen est
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administré par voie orale a la meére gestante. Nous avons donc choisi d’utiliser la voie

d’administration par gavage pour le reste des expériences.

La dose référence que nous avons utilisé est la dose de 40 mg de Tamoxifen pour 1000
mg de poids de souris adultes. 1 fois et 2 fois la dose n’ont soit un signal tres faible soit pas de
signal. Le signal le plus fort que nous avons pu avoir et lorsque I’on utilise 4 fois cette dose,
cependant la mortalité est extrémement ¢élevée donc nous avons opté pour 3 fois la dose

référence. Cette dose nous a permis d’obtenir davantage de signal.

En ce qui concerne le temps d’administration de Tamoxifen, nous avons opté pour E13.5.
ADAMTSI19 est exprimé dans les cellules valvulaires interstitielles durant la période de
remodelage qui commence a E12.5 et s’étend jusqu’aux stades post-nataux. De plus, une fois
ingéré le Tamoxifen peut prendre environ 12h pour recombiner la Cre ce qui allumera les
cellules exprimant ADAMTSI19 a E14,5 et des données de séquencage a cellule unique montre
qu’au stade E14.5 I’ARN de ADAMTSI9 est le plus exprimé. Par la suite, nous avons montré
que le motif d’expression est reproductible sur plusieurs générations et dans différentes portées
par génération (Figure22.4). Une fois la reproductibilité démontrée, nous avons exploré
d’autres périodes du développement valvulaire en administrant le Tamoxifen aux jours
embryonnaires E9.5 et E11.5 (Figure 22.E). Les embryons sont récoltés au jour embryonnaire

El6.5.

Les souris hétérozygotes Adamts19-Cre-ert2 ont été croisées avec les souris homozygote
Rosa26-TdTomato assurant la présence des deux constructions génétiques dans 50% de la
descendance. La recombinaison des sites lox P médiée par la Cre-ERT2 sous ’activation du
Tamoxifen se passe donc dans 50% des embryons (Figure 22.B, C). La recombinaison des sites
loxP entraine I’émission de la protéine TdTomato dans les cellules ou le promoteur ADAMTS19
est ouvert. De plus toutes les cellules descendantes émettront également la fluorescence rouge
TdTomato (Figure 22.F). Nous nous attendons au méme motif d’expression que celui obtenu
avec la souris ADAMTS19 KO/KO ou ADAMTS19 se trouve dans les valves (uniquement les
cellules valvulaires interstitielles), les oreillettes et les ventricules comme cité dans

I’introduction.
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Figure 7 Etablissement d’une nouvelle lignée ADAMTS19-Cre-ERT2. A. Les Males ADAMTS19-Cre-ERT2 sont
croisés avec des femelles Sauvage pour la maintenance et des femelles Rosa26-TdTomato pour les analyses de patrons
d’Expression. B. Constructions génétique des souris nécessaires a 1’analyse des patrons d’expressions C. Ratio
Mendélien du nombre d’embryons avec les deux constructions génétiques. D. Résultats de PCR amplifiant une partie
du transgéne ADAMTS19-Cre-ERT2. E. Stratégie d’analyse des embryons F. Expansion clonale via le systéme

inductible Cre-lox.
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4.2 Caractérisation du motif d’expression et établissement de la

reproductibilité au travers des générations

4.2.1 La lignée 1 reproduit partiellement le patron d’expression de la souris

ADAMTS19 KO/KO : Une nouvelle lignée pour les fibroblastes cardiaque

La lignée 1 provient du male 3344, il s’agit d’une lignée qui donne fréquemment des
résultats en comparaison aux autres lignées analysées ce qui signifie que les males sont de bons
reproducteurs et donc que le transgéne n’influe pas sur la reproduction. De plus, le motif
d’expression observé est reproductible au travers des générations (Figure 23). Vingt-deux
couples ont permis de caractériser la lignée. Sur ces 22 expériences : 31,82 % des femelles
étaient non gestante, 13,64 % des embryons étaient soit mort soit perdus lors de fausses couches,
13,64 % des embryons étaient négatifs et 40,91 % des embryons étaient positifs et analysables.
Les femelles non gestantes ont aussi pu subir des fausses couches et perdre leurs embryons mais
cela peut passer inapercgu. 66,6% des embryons négatifs appartiennent au méme male utilisé en
seconde génération et ce male n’a pas donné de résultats positifs. Il est possible que le transgene
de ce male soit compromis. Le ratio mendélien attendu est de 50% d’embryons positifs par
portée est le ratio obtenu lorsque 1’on regarde I’ensemble des portées positives est de 47, 30%
et 41,39 % lorsque que I’on regarde le total des expériences en enlevant le male possiblement
compromis (Figure 1. Supplémentaires). Malgré que le nombre de portée soit faible pour étre
statistiquement représentatif cela nous permet tout de méme d’avoir un ordre d’idée quant a la
ségrégation du transgeéne. Le transgéne ADAMTS19-Cre-ERT2 semble donc ségréguer selon
les lois de Mendel.

Dans un premier temps, nous avons montré que le patron d’expression est reproductible
en utilisant le design expérimentale « Administration Tamoxifen E13.5 — Extraction des cceur
E16.5 » (Figure 24). Les images des cceurs d’embryons entiers prisent via un microscope a
fluorescence révelent un patron d’expression ou des cellules dans les ventricules et les oreillettes
sont illuminées mais pas dans les valves cardiaques. Le motif ne reproduit donc que

partiellement les résultats obtenus avec la souris ADAMST19 KO/KO.
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Nous avons ensuite exploré de nouveaux temps de recombinaison notamment en
administrant le tamoxifen a E9.5 et a E11.5. Nous avons eu un trop haut taux de mortalité a E9.5
pour avoir des résultats cependant 1’administration de Tamoxifen a E11.5 a fonctionné et nous
avons obtenu trois portées contenant des embryons positifs (Figure 4). Ces portées montrent un
patron d’expression similaire lorsque I’activation de la Cre-ERT2 est initié a E13.5. Les cellules
positives pour la protéine tdTomato sont reparties de maniere homogene dans les ventricules
gauches et droits lorsque que la recombinaison a lieu a E14.5 (Administration tamoxifen E13.5-
Extraction E16.5) mais la fluorescence est plus forte dans les ventricules droits lors de la
recombinaison a E12.5 (Administration tamoxifen E11.5- Extraction 16.5). Cela signifie que les
cellules exprimant ADAMTS19 sont plus nombreuses dans le ventricule droit au début de la
phase de remodelage des valves qui correspond également au moment ou la septation
ventriculaire commence. On remarque, en effet une fluorescence plus dense au niveau du
septum interventriculaire. Il n’y a pas de différence entre 1’oreillette gauche et I’oreillette droite

(Figures. 24,25).

Lorsque le gavage est effectué¢ a E11.5, nous pouvons constater le sens de 1’expansion
clonal facilement. En effet, le Tamoxifen active la recombinaison des cellules exprimant
ADAMTSI19 a E12.5 et chaque cellules filles s’illuminent de fagon permanente jusqu’au jour
de I’extraction des cceurs permettant ainsi d’observer des traits rouges qui sont le résultat de
cinqg jours de division cellulaire a partir de la premiére cellule recombinée. Ces traits rouges
représentent donc les lignées cellulaires et suivent le sens de 1’expansion du tissue cardiaque.
L’emplacement des valves est visible sur ces images et I’on peut constater que les valves ne sont

pas allumées. (Figure 25).

Enfin, nous avons voulu mettre en lumiere le type cellulaire exprimant ADAMTS19
grace a des cryo-coupes pour observer la morphologie cellulaire. Nous observons des formes de
cellules allongées et rondes ce qui indique que la morphologie est hétérogene or les fibroblastes
sont connus pour avoir une morphologie hétérogeéne au sein d’un méme tissu (Ravikanth et al.
2011) (Figure 26). De plus, des données de séquencage a cellules uniques indique que
ADAMTSI19 est exprimé dans les fibroblastes cardiaques ce qui semble logique car les
fibroblastes sont des cellules de maintien qui produisent des protéines de matrices

extracellulaires et ADAMTS109 fait partie d’une famille de protéase de la matrice extracellulaire.
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Pour beaucoup de lignée de fibroblastes déja établies notamment Colla2-Cre-ERT,
Tcf2I mCrem et plusieurs lignées de Cre-Wtl et Cre-periostin il y a également de I’expression
dans les cellules interstitielles des valves pulmonaires et aortiques (Lindsley et al.
2007)(Wessels et al. 2012)(B. Zhou et al. 2010)(Acharya et al. 2011). Cette lignée est donc plus
spécifique que les lignées déja existantes car elle ne présente pas d’expression autre part que
dans les fibroblastes des ventricules et des oreillettes. Cela est un atout considérable permettant
d’utiliser cette lignée pour créer des pertes de fonctions dans les fibroblastes avec la garantie
que le phénotype cardiaque observé ne provient que de la perte de fonction du gene d’intérét
dans ces cellules et non dans les cellules valvulaires. Nous avons effectué¢ des marquages
immunologiques avec des marqueur de fibroblastes et de cardiomyocytes pour confirmer qu’il
s’agit bien de fibroblastes et non de cardiomyocytes. Cependant, les marquages n’ont pas

fonctionné de maniere optimale et ’expérience est illustrée a la Figure 2 supplémentaire.

En conclusion, bien que cette lignée ne reproduise pas totalement le patron d’expression
voulu elle peut étre tres utile pour 1’étude des fibroblastes dans le cceur notamment durant le

développement.
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Tam +/ Adamts19-Cre-ERT2 + || Tam +/ Adamts19-CreERT2+ || Tam +/ Adamts19-Cre-ERT2-

»
Figure 8 Le patron d'expression de la lignée 3344 est reproductible au travers des générations.
(Souris fondatrice = F0, génération 1 = F1, génération 2 = F2). Les cceurs ont ét¢ imagé avec
un microscope a fluorescence et 1’image obtenue est une superposition de I’image champs
lumineux et de I’image a fluorescence. Pour chaque génération deux cceurs illustrent les patrons
obtenus chez les souris qui ont regu le tamoxifen et qui sont positive pour le g¢tne ADAMTS19.

Un troisieéme cceur illustre 1’absence d’expression chez les souris qui ont regu le tamoxifen mais
qui sont négative pour le transgéne Adamts19. Echelle 100um.

50



R . = i e

Figure 9 Patron d’expression dans les oreillettes et les ventricules lorsque 1’on administre
le tamoxifen a E13.5 et que I’on analyse les cceurs a E16.5. Les embryons 1 et 3 représente
une vue de face et les embryons 3 et 4 une vue de dos. La fluorescence est repartie de
maniére homogéne dans I’ensemble du cceur. A étant une vue d’ensemble B une
agrandissant sur les oreillettes et C un agrandissement sur les ventricules. Echelle 100um.
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Figure 10 Patron d’expression dans les oreillettes et les ventricules lorsque 1’on
administre le tamoxifen a E11.5 et que I’on analyse les coeurs a E16.5. Les embryons 1 et
3 représente une vue de face et les embryons 3 et 4 une vue de dos. La fluorescence est
repartie de mani¢re homogene dans 1’ensemble du cceur. A étant une vue d’ensemble B
une agrandissant sur les oreillettes et C un agrandissement sur les ventricules. Echelle
100um.

52



0 g

Figure 11 Morphologie et localisation des cellules exprimant la tdTomato. A et b sont deux cceurs proviennent de portée
différente mais dans les deux cas le design expérimental est gavage E11.5 — Extraction E16.5. La forme hétérogene des
cellules qui sont rondes et allongé par endroit est caractéristique des fibroblastes. Il n’y a pas de fluorescence dans les valves

aortique est pulmonaire (aC, 5B) Cependant on remarque des cellules de formes allongées a I’extrémite de la valves tricuspide
(aE). Echelle 100um.




4.2.2 La Lignée 2 reproduit partiellement le patron d’expression de la souris

ADAMTS19 KO/KO mais le patron d’expression n’est pas transmissible

La lignée 2 provenant du male 3339 est une lignée extrémement intéressante exprimant
ADAMST19 dans les cellules valvulaires interstitielles uniquement avec un signal tres fort
(Figure 28). Malheureusement cette lignée n’a pas donnée de descendance (Figure 27). Par
conséquent, il n’est pas possible de confirmer que le patron d’expression est reproductible au
travers des générations. Il a fallu trois croisements pour obtenir ces résultats (Figure

supplémentaire 3).

Tam +/ Adamts19-Cre-ERT2 + Tam + / Adamts19-Cre-ERT2 + Tam + / Adamts19-Cre-ERT2 -

Figure 12 Le patron d'expression de la lignée 3339 est n’est pas reproductible a travers les générations. Les cceurs ont été
imagés avec un microscope a fluorescence et I’image obtenue est une superposition de I’image a champs lumineux et de
I’image a fluorescence. (Souris fondatrice = FO) Pour la génération FO, deux cceurs illustrent les patrons obtenus chez les souris
qui ont recu le tamoxifen et qui sont positives pour le géne ADAMTSI19. Un troisiéme cceur illustre 1’absence d’expression
chez les souris qui ont regu le tamoxifen mais qui sont négatives pour le transgéne Adamts19.
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Aortic valve Pulmonary valve

X10

X20

Figure 13 Morphologie et localisation des cellules exprimant la TdTomato dans la lignée 3339.
Les cellules illuminees dans les valves sont les cellules valvulaires interstitielles. Bleu : Dapi,
Rouge : Tdtomato, Vert : WGA. Echelle 100um.

55



4.2.4 La lignée 3 montre un patron d’expression reproductible inconnu :

L’artére pulmonaire efférente

La lignée 3 provient du male 3341. Cette lignée donne fréquemment des résultats en
comparaison aux autres lignées analysées signifiant que les males de cette lignée sont de bons
reproducteurs et donc que le transgeéne n’influe pas sur la reproduction. Cependant, le motif
d’expression semble avoir divergé. En effet, lors de I’analyse des souris fondatrices (FO) nous
avons découvert deux motifs d’expression au sein d’'une méme portée : de I’expression dans les
valves dans deux embryons et dans 1’artére pulmonaire dans deux autres. Le patron des valves
qui été le plus intéressant a malheureusement disparu. Lors de ’analyse des générations
suivantes (F1 et F2) seul le patron d’expression dans 1’artére pulmonaire a persisté et s’est

montré reproductible (Figure 29).

Vingt-trois couples ont permis de caractériser la lignée. Sur ces vingt-trois expériences :
30,43 % des femelles étaient non gestante, 13,04 % des embryons était soit mort soit perdu lors
de fausses couches, 8,70 % des embryons étaient négatifs et 47,83 % des embryons étaient
positifs et analysables. Tout comme la lignée 1, les femelles non gestantes ont aussi pu subir des
fausses couches et perdre leurs embryons mais cela peut passer inapercu. Cela est di a 1’effet
endogéne du Tamoxifen. Le Tamoxifen administré peut réagir avec les récepteurs d’cestrogenes
internes et perturber la physiologie de I’animal en induisant notamment des fausses couches. Le
ratio mendélien attendu est de 50% d’embryons positifs par portée est le ratio obtenu lorsque
I’on regarde 1I’ensemble des portées positives est de 39,75% et 33,64 % lorsque que 1’on regarde
le total des croisements (Figure 4. Supplémentaires). S’ intéresser au ratio mendélien avec un
si petit nombre de portée n’est pas significatif statistiquement, cependant nous avons un ordre

d’idée de ’efficacité des croisements.

Les résultats expérimentaux obtenus lors de I’administration du Tamoxifen a E11.5 et
E13.5 ont montré un patron d’expression similaire qui s’apparente a un anneau autour de I’artere
pulmonaire au méme endroit. Indiquant que les cellules illuminées de E11.5 a E13.5 participent
probablement au méme événement développemental (Figure. 30. A, B). Etonnement, lorsque
le tracage des cellules exprimant ADAMTSI9 est initié¢ a E9,5 les cellules illuminées en vue

antérieur semble se disperser dans I’ensemble du cceur (Figure. 30.C). La vue postérieure

56



indique que la fluorescence se situe au niveau des artéres et veines, notamment celles allant vers

les poumons (Figure. 30. D).

Des cryo-coupes effectuées sur des cceurs a E13.5 nous permettent d’observer la
morphologie et la localisation des cellules avec plus de précision. Les cellules positives pour la
TdTomato sont situées au sein méme des couches cellules composant I’artére pulmonaire
(figure 31). Des marquages de fibroblastes et de cellules musculaires lisses permettraient de

confirmer le type cellulaire illuminée.
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Tam +/ Adamts19-Cre-ERT2 + Tam +/ Adamts19-Cre-ERT2 + Tam +/ Adamts19-Cre-ERT2 -

Figure 14 Le patron d'expression de la lignée 3341 est reproductible au travers des générations
bien que deux patrons d’Expression soient présents dans la lignée FO ; dans les valves et I’artére
pulmonaire efférente, seule 1’expression dans 1’artére pulmonaire efférente va subsister. (Souris
fondatrice = FO, génération 1 = F1, génération 2 = F2). Les cceurs ont été imagés avec un
microscope a fluorescence et 1’image obtenue est une superposition de 1’image champs
lumineux et de I’image a fluorescence. Pour chaque génération deux cceurs illustrent les patrons
obtenus chez les souris qui ont regu le tamoxifen et qui sont positives pour le gétne ADAMTS19.
Un troisiéme ceeur illustre I’absence d’expression chez les souris qui ont regu le tamoxifen mais
qui sont négatives pour le transgéne Adamts19. Echelle 100um.
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13,5 -16, 5 11,5 -16, 5

9,6-16,5

Figure 15 Le patron d’expression est dans l’artére pulmonaire lorsque 1’on
administre le tamoxifen a 11,5 et 13,5 mais change totalement lorsque
I’administration se fait a E 9,5 (A, B, C). Il n’y a pas de cellules illuminées par la
TdTomato vue de dos pour les cceurs dont 1’artére pulmonaire est illuminée
cependant on constate que de nombreuse cellule sont illuminé en vue postérieure
lorsque le gavage est effectué¢ a E9,5 (D). Echelle 100um.
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Figure 16 Morphologie et localisation des cellules exprimant la TdTomato dans la lignée 3341. Bleu :Dapi, Rouge :
Tdtomato, Vert : WGA. Echelle 100um.
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4.3 Investigation de la raison derriere les différents motifs

d’expression

Le but est d’investiguer la raison pour laquelle a partir de la méme construction
génétique nous avons obtenu des patrons d’expression différent. Nous avons décidé de
séquencer le génome entier des trois lignées de souris transgénique a I’aide de séquencage
nanopore. Une fois séquencé nous allons comparer cette séquence a celle du BAC inséré pour
déterminer si I’insertion est compléte, s’il y a plusieurs insertions et le site d’intégration. Cette
technique qui utilise des pores de protéines synthétique couplées au plus petit détecteur au
monde permet de lire entre 250 et 450 bases par seconde. Les pores sont immergés dans un
liquide conducteur et lorsque I’ADN passe a travers les pores, le courant est perturbé. Cette
perturbation est différente s’il s’agit d’'un A, T, C ou G et la détection et I’enregistrement de
changement de courant permet le « base calling », c’est-a-dire de déterminer de quelle base il
s’agit. Dans notre cas nous avons effectué un premier essai avec la lignée 3341 et la longueur
des fragments obtenus n’était malheureusement pas optimale pour une couverture de
séquengage de 5X. En effet, nous avons obtenu un NS50 de 2,49 kb (Figure 32). 1,4 millions
de fragments ont ét¢ séquencé générant ainsi 2,1Gb d donnée, et donc une couverture
approximative de 0,3X. Cela signifie que nous avons 30% de chance de trouver le site
d’intégration. Aprés une analyse comparative aucune homologie n’a été trouvé. Pour la
prochaine analyse il faudra améliorer la préparation de d’ADN dans le but d’obtenir des

fragments plus longs.
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Read Length Histogram

Summary read length distribution
Estimated N50: 2.49 Kb
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Figure 17 Ditibution de la taille des fragments. NS50 = 2,49 Kb.
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Chapitre V Discussion et perspective

La technologie Cre a fourni la capacité unique de perturber I’expression génétique de
maniére relativement controlé cependant il y a d’importants aspects méthodologiques a prendre
en considération. Par exemple, un de ces aspects serait que la manipulation génétique pour créer
la souris pourrait donner un phénotype en elle-méme, et cela de maniére indépendante a la Cre.
Le transgene peut également devenir silencieux avec le temps ou méme devenir silencieux di a
I’emplacement de son insertion. Pour ces raisons il est conseiller de vérifier s’il y a de la
recombinaison dans les gameétes et de maintenir 1’allele portant la Cre dans les reproducteurs

males chez qui la transmission de ’activité de la Cre dans les gamétes est moins fréquente.

L’induction du systeme Cre-lox par le tamoxifen vient rajouter une couche de
complexité. En effet, la dose et le mode d’administration du tamoxifen peut directement
interagir avec 1’efficacité de la recombinaison de la Cre. L’efficacité de la Cre va dépendre de
I’acceés au tamoxifen du tissu, du niveau de protéines Cre et de 1’accessibilité du locus entouré
par les sites lox P. De plus certaines lignées Cre peuvent étre permissives, c’est-a-dire que la
recombinaison a lieu spontanément sans ajout de tamoxifen rendant la lignée non utilisable. La

détection de ces évenements est devenue plus fréquente grace a des lignée Cre indicatrice.

Malgré toute ces précautions a prendre de nouvelles lignées sont fréquemment établi et
permettent d’améliorer la compréhension de 1’origine des cellules et des études phénotypiques.
Chaque lignée que nous avons tenté d’établir nous donne des patrons d’expressions et une

reproductibilité différente (Davis et al. 2012) (Swonger et al. 2016b). (Tableau 3)

La lignée 1 provenant du male 3344 est facile d’utilisation et donne régulierement des
résultats. Ce qui signifie que le systeme Cre-lox est bien fonctionnel. Cependant le patron
d’expression observeé est différent du patron attendu tel qu'observé chez la souris ADAMTS19
Ko / Ko. En effet, le patron attendu est dans les ventricules, les oreillettes et les valves mais
nous observons uniquement de la fluorescence dans les ventricules et les oreillettes. Le patron
d’expression de cette lignée reproduit donc partiellement celui de la souris ADAMTS19 Ko/
Ko.

La lignée 2, 3 et 4 montre un patron d’expression dans les valves ce qui reproduit

également partiellement le patron d’expression de la souris ADAMTS19 Ko /Ko et cela de
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manicre complémentaire avec la lignée 1. Cependant, la lignée 2 ne donne pas d’embryon positif
pour le transgéne lors des croisements de maintenance ce qui ne permet pas d’obtenir la
génération F1 et par conséquent d’affirmer que le patron d’expression des valves est
reproductible au travers des générations pour cette lignée. Pour la lignée 3, le patron
d’expression des valves est visible lorsque 1’on analyse les souris fondatrices (F0). On observe
deux embryons ayant de la fluorescence dans les valves en FO0, les valves sont illuminées ainsi
que des cellules de 1’artére pulmonaire. Cependant, les patrons d’expression des valves vont
disparaitre et seulement le patron d’expression de I’artére pulmonaire va perdurer a travers les
générations. Pour la lignée 4, les patrons des valves a été observé deux fois sur 41 croisements
et elle ne montre pas de ratio mendélien. Bien qu’obtenir une lignée avec de la fluorescence
uniquement dans les cellules valvulaires interstitielles aurait été une lignée parfaite et spécifique
pour I’é¢tude de ces cellules, le patron d’expression n’est pas reproductible au travers les

générations et donc inutilisable pour les études phénotypiques.

Toutes les souris recues proviennent d’une injection pro-nucléaire différente mais le
transgene inséré est le méme dans chaque pronucléus. Le patron d’expression observé devrait
étre le méme dans chaque lignée cependant nous observons trois patrons d’expressions
distincts : dans le ventricule et les oreillettes, dans les valves cardiaques et dans l’artere

pulmonaire.

L’insertion du transgéne dans le génome ne peut pas étre garanti a 100 % lors de la
conception d’une nouvelle lignée de souris transgénique. Aussi, lorsque ’insertion du transgene
fonctionne, il se peut également que le transgéne soit partiellement inséré ou encore qu’il

s’insere dans une région qui réduit ou annule son expression.

Le transgene pourrait étre partiellement transmit ou bien étre coupé durant les divisions
cellulaires des cellules germinales. En effet, le BAC inséré mesure 180 Kpb ce qui est une taille
considérable et il est possible qu’il ne ségrégue pas dans son intégralité. Cela pourrait expliquer
pourquoi il y a deux patrons d’expression complémentaire. Le BAC aurait pu se diviser avec
d’un coté la séquence contenant les motifs de régulation pour 1’expression dans les cellules
valvulaires interstitielles et d’un autre coté les motifs de régulation pour 1’expression dans les

fibroblastes. Cette hypothése aurait dii étre vérifié grace au séquencage nanopore des lignées
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mais cela n’a pas pu étre terminé du a la crise sanitaire du Corona virus (Lu, Giordano, and Ning

2016).

Une autre explication pour les lignés qui n’émettent pas de fluorescence malgré que le
transgene soit présent est que le transgene a pu étre inséré dans une région épigénétique fermée.
Ou encore derriere un promoteur plus puissant que celui d’ADMATSI19 qui est régulé
négativement. Enfin, il est aussi possible que lors de 1’injection pro-nucléaire le transgéne n’a
pas été injecté au stade une cellule mais au stage de 2 ou 4 cellules ce qui a pour conséquence
du mosaisme. Une partie des cellules de I’embryon contiendra le transgéne et 1’autre non. Mais
lorsque la génération F1 est générée a partir d’embryon de souris FO positifs celui-ci aura le

transgene dans toutes ces cellules.

I1 est aussi important de souligner que dans la souris ADAMTS19 Ko/ Ko c’est le géne
Adamts19 endogene qui est modifié alors que dans notre cas il s’agit de I’insertion d’un BAC
humain. Bien que le BAC choisis contienne une partie du génome humain trés conservé a travers
les especes notamment chez la souris, il s’agit tout de méme d’une séquence exogene d’une

autre espece et il est possible que le patron d’expression ne soit pas identique pour cette raison.

Le choix du gene ADAMTSI19 pour créer un modele de souris Cre-ERT2 pour étudier
spécifiquement les cellules valvulaires interstitielles est justifiable du fait que les données
préliminaires de la souris Adamts19 Ko /Ko montre une expression spécifiquement dans les
cellules valvulaires interstitielles au sein des valves. Cependant, la souris montre également
qu’ADAMTS19 est exprimé dans d’autre endroit du coeur ce qui rend le modele non spécifique
aux cellules valvulaires interstitielles dans I’ensemble du cceur. Aujourd’hui, dans mon
laboratoire grace au séquencage de cellules uniques et aux techniques d’hybridation in situ tel
que le RNA scope, de nouveaux genes d’avantage spécifique aux cellules valvulaires
interstitielles ont été mis en évidence. L utilisation de ces génes pour établir un nouveau modele

pour étudier les cellules valvulaires interstitielles semble de rigueur.
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Table 3 Récapitulatif de I’efficacité des principales lignées analysées

Lignée de souris

Oreillette/ventricules

Valves

Valves et artére pulmonaire

Localisation
expression * i
Oui o Seule I’expression dans
I’arteére pulmonaire est
transmissible
Reproductibilité
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Chapitre VI Conclusion

En conclusion, la lignée marquant spécifiquement les cellules valvulaires interstitielles
n’a pu étre établi cependant nous avons deux autres nouvelles lignées ADAMTS19-Cre-ERT2
qui ont un patron transmissible, dont une extrémement spécifique aux fibroblastes cardiaques.
La lignée 1 qui est spécifique aux fibroblastes dans les ventricules et oreillettes pourrait servir
dans 1’études des fibroblastes durant le développement mais aussi dans les études de fibrose
cardiaque. La fibrose cardiaque correspond a la déposition de matrice extracellulaire dans le cas
d’une blessure, d’une inflammation ou du vieillissement. Adamts19 est une protéine de matrice
extracellulaire, qui est nous le savons exprimé durant le développement mais il se pourrait aussi
que son expression augmente lors de I’induction de la maladie. Cette lignée est plus spécifique
que la plupart des lignées existantes. La lignée 3 semble spécifique aux cellules de muscle lisse
ou de fibroblaste de I’adventitia - couche cellulaire de la paroi des arteres de ’artére pulmonaire
et aux veines pulmonaire. Il serait intéressant de regarder I’expression d’ADMATS19 dans les
poumons. De plus ample analyses du type cellulaire ont besoin d’étre effectuées. De plus, il
serait intéressant de séquencer I’ADN de ces lignées dans le but de comprendre la raison pour
laquelle a partir du méme transgeéne, des patrons d’expressions différents sont observés. Une
hypothése possible est que le transgene a été coupé et que par conséquent un bout de transgéne
contenant une séquence d’¢léments régulateurs spécifiques au patron d’expression visible soit
présent dans chaque lignée. En comparant ces séquences nous mettront en évidences de

nouveaux ¢léments régulateurs dépendant du type cellulaire.
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Chapitres VI Protocol rapides pour reconstruire le réseau
vasculaire de I’ceil en 3D

Contexte : Initialement je souhaitais obtenir une visualisation 3D des valves de la lignée 3339
exprimant ADAMTS19. J’ai mis au point des techniques de « tissue clearing » ¢’est-a-dire des
techniques visant a faire devenir les coeurs transparents dans le but d’imager uniquement les
cellules marquées pour la Tdtomato dans les valves. Cependant, les patrons d’expressions des
valves cardiaques n’était pas transmissible au travers des générations ce qui a invalidé la lignée.
Au méme moment, Dr. Dubrac avez besoin d’imager le réseau vasculaire de I’ceil en 3D a I’aide
des mémes techniques d’histologie et microscopie de light-sheet. Nous avons donc entamé une

collaboration.

Résumé : La quantification au niveau d’un réseau cellulaire complet et I’analyse du réseau
vasculaire de I’ceil nécessite le développement et 1’optimisation d’un Protocol rapide et facile
d’utilisation. Ici, nous proposons un nouveau protocole pour la quantification de la rétine de
souris et des hyaloides en utilisant une méthode modifiée de tissue clearing combiné avec la
microscopie a nappe de lumiére. Nous sommes capables d’imager le réseau dans son ensemble
a I’aide d’une reconstruction 3D. Cette technique va nous permettre de quantifier la régression
des hyaloides et les vaisseaux de la rétine dans le méme plan et de les analyser avec une haute
résolution et donc permettre une meilleure compréhension de la transition entre réseau hyaloide

et rétinien.

Abstract: System level quantification and analysis of vascular network in retina require the
development and optimization of an easy and rapid protocol. Here, we propose a new protocol
to quantify mouse retina and hyaloid blood vessels using a based- method of clearing and light
sheet microscopy. We were able to image the whole retina and reconstruct the vascular system
in 3D. This technic has allowed us to quantify the hyaloid regression and observe the retinal and
hyaloid vasculature interaction while avoiding any dissection that could damage the retina
structure. Observe the hyaloid vessel and the retinal vessel on the same plan as well as analyzing
them at a single resolution level will give deeper insight on the transition from a hyaloid

vasculature to a retinal one.
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6.1 Introduction

Les avancées techniques en microscopie et en histologie, notamment I’invention de la
microscopie a nappe de lumicre (ligh-sheet) (Chatterjee et al. 2018) mais aussi par 1’apparition
des diverses améliorations en clarification des tissus (Susaki et al. 2015) nous ont permis de
trouver un moyen rapide de reconstruire la structure du réseau vasculaire de la rétine et des
hyaloides en 3D. La clarification du tissue permet d’éviter la réfraction des laser du a
I’équilibration de I’indice de réfraction. Malgré que la microscopie a nappe de lumiere soit
décrite comme un processus complexe impliquant de longues phases d’optimisation nous
décrivons ici un Protocol utilisant une technique de clarification simplifié. La rétine est la partie
de I’ceil la plus étudiée car il s’agit d’un mod¢le bien établi pour étudier les defaults vasculaires.
Elle porte aussi le nom de fenétre sur le cerveau. De plus, elle joue un role central dans plusieurs
maladies humaines communes comme la rétinopathie du diabéte, la rétinopathie du prématuré
mais aussi les maladies maculaires lié¢ a I’age. La rétine contient 55 types de cellules neuronales
qui travaille ensemble pour détecter la lumiére et la transformer en impulsion électrique. Elle
contient également un réseaux vasculaire dense composé principalement de cellule murale et de
cellules endothéliales. La vascularisation du tissue oculaire durant le développement joue un
role trés important en délivrant nutriment et oxygéne durant la formation de 1’ceil, la dépendance
de la rétine a son approvisionnement en sang la rend exposé a des anomalies vasculaires.
Lorsque ces anomalies apparaissent durant le développement elles peuvent mener a des
rétinopathies comme la persistance des hyaloides ou encore a des rétinopathies prolifératives
due a la prématurité. Nous nous intéressons particulierement a la persistance des hyaloides. La
persistance des vaisseaux hyaloides est une maladie listée dans 3% des enfants né pré-terme et
dans 95% des enfants nés prématurés. Les vaisseaux hyaloides représentent un systéme
vasculaire fetal temporaire, dont la partie distale va régresser apres la naissance chez les souris
et aprés le cinquiéme mois de gestation chez I’humain laissant le réseau vasculaire de la rétine
en charge de la capture de ’oxygene et des nutriments (Wang et al. 2019). Au travers de
mécanismes partiellement connus, la régression d’hyaloide peut cesser et résulter en une
maladie de la rétine appelé la persistance des artere hyaloides menant a des hémorragies et une

perte de la vision.
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6.2 Résultats

La souris Cdh5-Tdtomato a été utilisé pour la mise au point du protocole qui marque tous les

vaisseaux en rouge (“006137 - B6.FVB-Tg(Cdh5-Cre)7Mlia/J” n.d.).

6.2.1 Protocol

6.2.1.1 Mise au point d’un protocol de reconstruction du réseau vasculaire en 3D

Contexte : Je recevais les rétines préte pour passer a 1’étape 2. Je n’ai donc pas effectué

les injections de tamoxifen ni I’extraction du tissue.

1) Extraction du tissue : Disséquer la rétine sans la coupe avec le cristallin et fixer les

rétines 30 minutes en 4% PFA. (30525-89-4, Sigma).

2) Clarification et Marquage immunologique : Aprés avoir tester les protocoles

CLARITY et CUBIC nous avons opté pour CUBIC qui est plus rapide et facile d’utilisation.
Nous avons modifi¢ la deuxiéme phase ou nous utilisons du focus Clear (FC-101, Cerdarlane)

a la place de la solution CUBIC 2 (Sucrose et Urea).

CUBIC I (50 ml): 12,5 g UREA (25wt) (TR12421, Thermofisher) , 12,5 ml N,N,N’,N’-
tetrakis (2-hydropropyl) ethylenediamine (25wt) (162-60-3, Sigma), 4,5 ml of triton x-100
(15wt) (13,444259, Fisher Scientific), 17,5 ml of H20

Lavez les rétines au PBS. Incubez les rétines 1 jour dans la solution CUBIC 1. Lavez
dans du PBS 3 x 5 minutes. Incubez dans du tampon de blocage 1h, Incubez 5 heures avec les
lectines couplés IB4 (1 :100), IB4-488 (L2895, Sigma) et IB4-657 (L32478, Sigma) qui marque

les cellules endothéliales. Incubez 1 jour dans la solution de clearing optique.

Résultats: La tdTomato est visible cependant le marquage avec IB4 n’apparait pas

comme optimal (Figure I)

4) Microscopie confocal: Pour tester si la fluorescence a fonctionné nous avons. Utilisez

une boite optique (D35-20-0-TOP, Cellvis) et mettre la rétine a I’intérieur nerf optique
face au fond de la dish. Ajoutez quelques goute de la solution de focus clear mais pas
trop car la gravité doit permettre a la rétine de rester stable Trouvez la rétine en brighfield

et faire le focus. Réglez les lasers. Utilisez « auto scale » pour régler chaque laser et évite
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5)

6)

la saturation de I’échantillon. Utilisez le curseur pour s’orienter, déterminer la taille de
la rétine et régler le début et la fin du stack. Utilisez Z wide et non Z Galvo qui va faire

bouger 1’échantillon. Ajustez la résolution. Imagez.

Microscopie a nappe de lumiére : Dans un premier temps il faut monter 1’échantillon

dans le microscope (lightsheet Z1). Utilisez du low melting agarose (1%) (16520050,
Thermofisher) préalablement dissout dans de la solution de clearing optique. Laissez 2
secondes dans micro-onde. Aspirer le low melting agarose dans une seringue d’1ml ou
le bout a été préalablement coupé et laissez refroidir. Insérez la rétine et la positionner.
Utilisez le logiciel ZEN, une fois ouvert utiliser « locate capillaries » pour localiser
I’échantillon, Réglez le chemin de lumiére. Allumez les lasers. Ajustez les miroirs de

chaque coté. Sélectionnez « dual side ». Imagez.

Résultats: La comparaison 2D des deux techniques de microscopie appliquer a notre

protocol montre une résolution acceptable dans les deux cas (Figure 2)

Analyse d’image et 3D reconstruction : Utilisez le logiciel ZEN, Allez dans

« processing », Convertir les images en TIF au format IMARIS grace a « IMARIS files
converter ». (Ouvrir Imaris files converter> « Add files »> « Change settings »to V= vue
> « Start all »). Cette étape peut prendre quelques heures. Ouvrir « Imaris Sticher » et

générer la reconstruction 3D en allignant les plans, faire une vidéo.

Résultats: Les reconstruction en 3D proposées par le logiciel Leica et le logiciel
IMARIS nous montre que le logiciel Imaris fourni image d’une résolution nettement

supérieure (Figure 3)
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Cdh5-Tdt

Figure 18 Retine clarifier avec CUBIC et imagé au microscope confocol. IB4 ne
semble pas avoir bien fonctionné.

W) ; . >
PR . K

‘\5}\/‘,

Light-sheet Microscopy. .

Jo

Figure 19 Comparaison en 2D de I’imagerie par microscopy confocal et light-sheet
(Grossissement 5X). Le temps d’aquisition pour la mircroscopie confoczl est de 23
minutes et le temps dacquisition pour le light-sheet est de 4 minutes. Le niveau de
détail en profondeur semble plus optimal avec le lighsheet.
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IMARIS software reconstruction

Leica software reconstruction

Figure 20 Comparaison en 3D de la reconstruction a partir du logiciel Imaris et du logiciel Leica. Imaris nous permet de voir
la rétine dans son intégralité avec un niveau de détails extrement précis. Le lociel leica montre une reconstruction partielle du
réseau vasculaire et la rétine n’est pas dans son intégralité.
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6.2.2.2 Comparaison du développement vasculaire de I’ceil chez des souris en hyperoxie

VS normoxie

Les rétines ont été prélevées a P6 et P11 proviennent de deux groupes de souris. Les souris qui
sont en normoxy c’est-a-dire laissez dans la concentration d’oxygéne atmosphérique de 21% et
les souris placées en hyperoxy de P1 a P6, elles sont dans un caisson a 75% d’oxygéne. Chez
les P6, un phénotype est clairement visible chez les hyperoxy ou il n’y a pas de dégradation des
hyaloides et ou ils envahissent la rétine (Figure 4). Chez les P11, le phénotype est moins distinct
mais le réseaux hyaloides et rétinien semble avoir fusionné (Figure 5). Les anticorps 1B4-488
et IB4-657 ont été testé sur les souris hyperoxyP11, cette fois ci nous avons réduit le temps de
clarification a 30 min dans le but de moins endommagé les protéines. Les marquages

fonctionnent et nous pouvons apercevoir les macrophages de la rétine.

| normoxy I[ Hyperory | [ hyperoxy

"

Figure 21 Comparison between P6 Cdh5-cre-tdtomato normoxia Vs hyperoxia. Prise par
Microscopie confocal — Maximum intensity (A) Le réseau rétinien s’est formé homogénement et les
artéres hyaloides commence a se dégader (B ,C) Le reseau rétien est moins développé chez les
hypéroxies et les hyaloides ne sont pas dégrader. Il s’entende méme en dehors de son emplacement
normale et envahis I’a rétine (fléche)
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Nomoxia ‘ l Hyperoxia

Figure 22 Comparison between 11 Cdh5-cre-tdtomato normoxia Vs hyperoxia.
Prise par Microscopie confocal — Maximum intensity (B) le réseau hyaloide
semble avoir fusionné avec le réseau rétinien si I’on comparer au A il n’y a plus
de distinction.

[ 5X ] | 5X |
| 10X |

Figure 23 Zoom sur la rétine marqué avec IB4- 488 (A, C) et IB4 — 647 (B, D).
Lorsque le temps de clearing et réduit les anticrop fonctionne.

| 10X |

75



6.3. Discussion\conclusion

Notre protocole permet de reconstituer I’ensemble de la rétine en 3D de la souris Cdh5-
tdt. En effet, le Protocol de clarification permet au tissu de devenir complétement transparent
en profondeur et la microscopie - permet de I’imager avec une haute résolution. Bien que IB4
semble fonctionné et donne des marquages bien visible en microscopie confocale, il faut tester

une reconstruction avec IMARIS. De plus, d’anticorps vasculaire devrait étre testés.
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Chapitre VII Données Supplémentaires

Croisement d'experience lignée 3344

Total = 22 experiences

Generation Souris ADAMTS19 Stade Dose Patron d'expression Embryon positf
FO 3344 E13,5-E16,5 non gestante
E13,5-E16,5 3,6X 0/2
E13,5-P1 ax Ventricule + oreillette 6/10
E13,5-P1 ax nouveaux nés décédés
F1 4841 E13,5-E16,5 non gestante
E13,5-E16,5 3X Ventricule + oreillette 5/8
E13,5-E16,5 non gestante
E13,5-E16,5 3X Ventricule + oreillette 7/8
E13,5-E16,5 3X Ventricule + oreillette 3/9
E11,5-E16,5 3X Ventricule + oreillette 1/10
E11,5-E16,5 3X non gestante
E11,5-E16,5 3X Ventricule + oreillette 4/9
E11,5-E16,5 3X Ventricule + oreillette 3/9
4361 E13,5-E16,5 3X 0/4
E13,5-E16,5 3X 0/9
E13,5-E16,5 3X abortion
F2 7342 E13,5-E16,5 3X Ventricule + oreillette 4/10
E13,5-E16,5 3X 4/10
E11,5-E16,5 non gestante
ES,5-16,5 3X non gestante
7246 E9,5-16,5 3X non gestante
E9,5-16,5 3X abortion
Ratio Mendelien
Statut experience Porportion pourcentage Embryons resultats Pourcentage % Moyenne
non gestante 7/22 31,82 6/10 60,00 Moyenne positif %
abortion/ décédé 3/22 13,64 5/8 62,50 47,30
Embryon positif 9/22 40,91 7/8 87,50 Moyenne negatif %
Embryon negatif 3/22 13,64 3/9 33,33 0,00
1/10 10,00 Moyenne Total %
4/9 44,44 33,11
3/9 33,33 Moyenne attendu %
0/4 0,00 50,00
0/9 0,00
0/2 0,00

Figure supplémentaire 1 Etat de la lignée 1 : Reproduction et ratio mendélien. Chaque expérience
représente un accouplement, un gavage durant le développement valvulaire, le sacrifice de la mére,
I’extraction des embryons, 1’extraction des cceurs des embryons, 1’analyse des coeurs entier suivit de la
coupe gelée, et d’analyse histologique quelques jours plus tard.
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Figure supplementatre 2. Test des anticorps visant a déterminer si les cellules illuminées sont des cardiomyocytes ou des
fibroblastes. PDGFR-A s (A, B) est utilisé pour le marquage des fibroblastes et Troponine T (E,F), Troponine I (G,H) et SAA
— Alpha Actin Sarcomeric (C,D) servent a marqer les cardiomyocytes.
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Croisement d'experience lignée 3339

Total = 4 experiences

Generation Souris ADAMTS19 Stade Dose Patron d'expression Embryon positf
FO 3339 E13,5-E16,5 4X Valve 1/9
E13,5-E16,5 4X Valve 2/9
E13,5-E16,5 4X X non gestante
Figure supplémentaire 2 Etat de la lignée 2 : Reproduction

il




Croisement d'experience lignée 3341

Total = 23 expériences

Figure supplémentaire 3 Etat de la lignée 3

v

. Reproduction et ratio mendélien

Generation Souris ADAMTS19 Stade Dose Patron d'expression Embryon positf
F1 3339 E13,5-P1 non gestante
E12,5-15,5 2,5X Valve + Artére pulmonaire 1/9
E13,5-E16,5 4X Valve + Artére pulmonaire 4/9
F2 4310 E13,5-E16,5 non gestante
E13,5-E16,5 4X 0/9
E13,5-E16,5 aX Artére pulmonaire 1/6
E13,5-E16,5 4X Artére pulmonaire 4/6
E11,5-E16,5 aX abortion
E11,5-E16,5 4x 4/9
E9,5-E16,5 4X non gestante
E9,5-E16,5 4X non gestante
4309 E13,5-E16,5 4X non gestante
E13,5-E16,5 ax Artére pulmonaire 4/8
E11,5-E16,5 4x 2/4
E9,5-E16,5 4X abortion
E9,5-E16,5 ax abortion
4307 E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X Artére pulmonaire 4/9
F3 7291 E9,5-E16,5 3X non gestante
E9,5-E16,5 3X 0/7
E9,5-E16,5 3X 4/12
7332 E11,5-E16,5 3X 1/3
E11,5-E16,5 3X 3/7
Ratio Mendelien
Statut experience Porportion pourcentage Embryons resultats Pourcentage % Moyenne
non gestante 7/23 30,43 1/9 11,11 Moyenne positif %
abortion/ décédé 3/23 13,04 4/9 44,44 39,75
Embryon positif 11/23 47,83 1/6 16,67 Moyenne negatif %
Embryon negatif 2/23 8,70 4/6 66,67 0,00
4/9 44,44 Moyenne Total %
4/8 50,00 33,64
2/4 50,00 Moyenne attendu %
4/9 44,44 50,00
4/12 33,33
1/3 33,33
3/7 42,86
0/7 0,00
0/9 0,00




Croisement d'experience lignée 3877

Total = 53 experiences

Generation Souris ADAMTS19 Stade Dose Patron d'expression Embryon positf
FO 3877 E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X 0/8
E13,5-E16,5 3X 0/3
E13,5-E16,5 3X 0/8
E13,5-E16,5 3X Valve 2/9
P1-P6 3X nouveaux nés décédés
F1 6881 E13,5-E16,5 non gestante
E13,5-E16,5 non gestante
E13,5-E16,5 non gestante
E13,5-E16,5 2X non gestante
E13,5-E16,5 2,5X non gestante
E13,5-E16,5 2X 0/9
E13,5-E16,5 3X 0/8
E13,5-E16,5 4x 0/4
6882 E13,5-E16,5 4x 0/4
E13,5-E16,5 3X non gestante
6883 E13,5-E16,5 3X abortion
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X 0/1
E13,5-E16,5 3X non gestante
6884 E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X abortion
6365 E13,5-E16,5 3X non gestante
14,5-16,5 3X 1/7
E13,5-E16,5 2X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
6598 E13,5-E16,5 2X 0/8
E13,5-E16,5 2X 0/9
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 2,5X non gestante
E13,5-E16,5 non gestante
7149 E13,5-E16,5 3X 0/8
E13,5-E16,5 3X 0/6
E13,5-E16,5 3X 0/6
E13,5-E16,5 3X 0/8
E13,5-E16,5 3X 0/9
E13,5-E16,5 3X 0/7
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X non gestante
E13,5-E16,5 3X valve 2/8
Ratio Mendelien
Statut experience Porportion pourcentage Embryons resultats Pourcentage % Moyenne
non gestante 31/53 58,49 2/8 25,00 Moyenne positif %
abortion/ décédé 3/53 5,66 1/7 14,29 8,79
Embryon positif 3/53 5,66 2/9 22,22 Moyenne negatif %
Embryon negatif 16/53 30,19 0/8 0,00 0,00
0/3 0,00 Moyenne Total %
0/8 0,00 6,15
0/9 0,00 Moyenne attendu %
0/8 0,00 50,00
0/4 0,00
0/4 0,00
0/1 0,00
0/8 0,00
0/9 0,00
0/8 0,00
0/6 0,00
0/6 0,00
0/8 0,00
0/9 0,00
0/7 0,00

Figure supplémentaire 4 Etat de la lignée 4 : Reproduction et ratio mendélien







