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Fonctions

» Support aux chercheurs pour lestaches liées a
I”Imagerie

 Dialogue avec les chercheurs pour concevoir les
expériences.
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Développements de |la Plate-Forme d’' Imagerie

Interactions
Moléculaires

In-Vivo

Topographie
Du

genome




Mon parcours

e These
— Télomeres -V ielllissement-Cancer
— Mise en place & Développement de nouvelles
méthodes pour “mesurer |es télomeres'

— Projet CytoGenetic Assistant

« Stage post-doctoral
— Logiciel de déenombrement d’'impact (CIRIL)



L ongueur des télomeres par QFISH

HIS sur chromosomes métaphasi ques humains, avec une sonde PNA (CCCTAA)s-Cy3




Standardisation des mesures

V ariabilité des mesures d'intensité des signaux

— D’un champ al’autre.

— D’unelameal’ autre.

— Selon les expériences

— Biaisdans |’ analyse des mesures absnlues

— Calibration externe, mesures en Kb (Lansdorp)
Nécessité d'une indépendance des mesures / conditions

— Cadlibration interne

— Standardisation interne : mesures centreestéduites
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Analyse d Image en microscopie multispectrale

* Acquisition
— 2D/3D - Filtres
o Pré-tratements
— Corrections champs/spectral es/deblurring (3D)
o Détection
— Fond/Forme méthodes automatiques/robustes
 Mesures
— Positions/Morphol ogi ¢/ Quantité-Nombre/Cinétique
« Codage
— Rendre les mesures expl oitables
Analyse statistique/Moddisation
— Analyses multivariées (Classification hiérarchigue, ACP?, ...)
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Acquisition d’ images en microscopie a
fluorescence multispectrale 2D

3

FITC

DAPI



Pré-tratements

[l lumi nation Cross-talk entre les o
héetéerogene fluorochromes ou




Détection de Signaux Fluorescents

Céllul es en interphase Cedllul e en métgphase (FISH)



Mesure des Signaux Fluorescents (télomeres)

+ Soustraction locale du fond

I

Niveau degris
SeuHIage moyen




Codage des mesures (chromosomes)
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Codage des mesures en interphase (Ku70)

100

~

o

<

45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 5

X
Nbre d'érosion §2) 10

o

=%

2

P4

100

1

1 10 100
N spots Ku (BR)

10

45 40 35 30 25 20 15 10 5 0

Nbre d'érosion



Distinction des chromosomes homologues

Heterochromatine du chromosome 1 (DAPI)
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Heterochromatine du chromosome 9 (ATTCC)n



Longueur relative des télomeres et instabilité chromosomique (sénescence in-vitro)

2pB 4pB 60B 8pB 13pB
14pB 15pA 15pB 180gA
18gB 19pA 22pB

1pB 49B 5pB 6pB 70 |
9gB 129 21p

P=1.2310174

P=2.4101%
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P=1.4a06C

19A 29 39 4pA 4gA
5pA 9gA 10pA 14q 15¢
16pB 17pA 18pA 19pB1
199gB 20pA 20gA 229A
Yq

P=1.2x10"11

1pA 13pA 13gB 16pA - el :
160A 84% del’instabilité chromosomique




PROJET CytoGeneticAssistant

Systeme intégré de mesure de I’ intensité de Signaux
Fluorescents In-Stu

NIH-Image
Développement M ét hodologie

Evolution

Validation Y CCA (ADCIS)
@ chercheurs LRO J

Cahier des Charges




Projet CGA : Exploitation des mesures
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Projet CGA : Base de donnée




Projet CGA : Combinaisons MFISH




Projet CGA . Caryotype quelcongue




PROJETS CGA: Collaborations

L. Sabatier
LRO
I nstabilité chromosomique

E. Gilson V. Mouly, D. Furling L. Chauveinc
Cis-régulation & télomeére J.P. Renard, X. Vignon Cancer radio-induit
Cellules musculair es satellites Clonage & télomere

*Normales

DM



Quantification Absolue (Nombre de Copie)

sLame GG17 (Zel ss)
*Plasmide

*Genes ARN ribosomiques

28S ~ 300 copies

5S ~ 100 copies
*(CAG)n-BandesR, T, Cen (2, 18, 20)
*(ATTCC)n : régions non sequencees
«Séquencesal phoides

*Humai nes : difficilement détectables
*Autresespeces (Porc, Primates, ...)

*Plasmi de + Insert telomérique connu : Lignée SNG28 0,5K b



Référence(s) Interne(s) : sequences additionnelles

[] Téomere FITC
B (ATTCC)nCY5 B (CAG)nCY3




Audeladu 2D

» Testons des systemes de pré-traitement

Sections optiques 2D-3D :déeconvolution
Rendu 3D

«Segmentation 3D



Rendu 3D (sections optiques + déeconvolution)



Segmentation en 3D (www.adcis.net)



Nouvelles equipesala DRR

Nouveaux systemesd’ acquisition (ARC)
«Confocal : LSM 510 méta
Epifluorescence: Axiovert 200M

Nouveaux systemes d’imagerie quantitative 3D
«evaluation (ADCIS, Zeiss, BitPlane ?, ...)



