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CHOIX DES MODELES EXPERIMENTAUX EN BIOLOGIE ANIMALE
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(# biologie végetale, microbiologie)
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INTRODUCTION

CHOIX DES MODELES EXPERIMENTAUX EN BIOLOGIE ANIMALE
GENERALE

9 Différents degrés de complexité modélisés
H AAL

Fractions

cellulaires isolées
(Fractions subcellulaires, macromolécules)

Tissus
Organeisolé g

i Organoides / o == =
Tumoroides Organisme entier
AL
/ Phénomeénes globaux
B « Relations intersystemes
A / Hétérogénéité inter-individus

Cellules

Plus petite unité biologique

structurelle et fonctionnelle

capable de se reproduire de
facon autonome

Homogeénéite,
contrble des propriétés




INTRODUCTION

GENERALE LA CELLULE ANIMALE

La cellule animale

* plus petite unité vivante autonome;
* entretient des relations avec son milieu externe ou elle préleve ses éléments nutritifs;
« utilise ces éléments nutritifs pour croitre, se régénérer et se multiplier

Réticulum endoplasmique — Pore nucléaire

rugueux Nucléole Noyau
\~ Membrane nucléaire

Ribosome "

Réticulum endoplasmique
__rugueux

E Réticulum
endoplasmique
lisse

Appareil de Golgi

Mithochondrie

Membrane

Lysosome plasmique




INTRODUCTION

GENERALE LA CULTURE DE CELLULES ANIMALES

En biologie, la culture cellulaire désigne un ensemble de techniques utilisées pour

faire croitre des cellules en dehors de leur milieu d’origine (ex: organisme) dans

un but d’expérimentations scientifiques ou de fécondation in vitro.




CULTURE DE

CELLULES ANIMALES ORIGINE DES CELLULES EN CULTURE

v’ Isolement et purification a partir v Achat auprés d’un
d’un liquide ou d'un tissu biologique organisme certifié

ATCC

American Type Culture Collection

ECACC

European Collection
of Authenticated

©2004 American Socety of Cinical Oncology

V>

Cell Cultures
Operated by Public Health England
Monoclonal avec
caractéristiques définies,
gualité contrélée mais
onéreux
replquage

; I:> Lignées établies

Repiquages o
successifs commercialisables apres

caractérisations

Echanges entre laboratoires
Qualité non garantie : risques
de contamination ++

Origine de e Culture
cellule Culture primaire et




CULTURE DE
ORIGINE DES CELLULES EN CULTURE

CELLULES ANIMALES

1. CULTURES PRIMAIRES — CULTURES SECONDAIRES

Cellules qui proviennent directement d’un liquide ou d’un tissu
Cultures primaires biologique, d’'un organe, d’'une tumeur ou d’'un embryon et qui
sont mises en culture : on travaille directement dessus !

Cultures secondaires Cellules obtenues par repiquage / ré-ensemencement de
lignées établies

/"" A {\ eV — q
“ ( \| ...‘\ /.r"
Q N W Repiquages

successifs
Origine de P Culture

Les cultures secondaires peuvent étre genétiquement
modifiées afin qu’elles expriment un phénotype particulier.

Expression de la GFP




CULTURE DE

CELLULES ANIMALES ORIGINE DES CELLULES EN CULTURE

2. OBTENTION DES CULTURES PRIMAIRES & SECONDAIRES

> Isolement a partir d’un liquide biologique |:> Cellules circulantes

Exemples :

Sang : lymphocytes, cellules souches, cellules
leucémiques

Liquide céphalo-rachidien (LCR)

Liquide pleural, liquide d’ascite : cellules tumorales
Urine...

Robert Moreale/Visual Explanations, LLC

Prélevement simple : prise de sang, ponction lombaire, ...

Isolement et Purification : pression de sélection, centrifugation sur gradient de densité, ou trieur de cellules

Mise en culture => Cellules en suspension dans le milieu de culture (avec ou sans agitation)

m) Cellules indépendantes vis-a-vis de I'ancrage

Cellules capables de survivre et de se multiplier en suspension T——

e
[ OO0
®) C

7o\

Repiquage : Quand la concentration cellulaire est trop élevée, on divise et on dilue



CULTURE DE

CELLULES ANIMALES ORIGINE DES CELLULES EN CULTURE

> Isolement a partir d’un organe ou d’un tissu =) Cellules adhérentes

RE IR RS . Difficulté variable selon le tissu d’origine (tissus embryonnaires << cerveaux adultes)

Culture d’explants (ex: culture de peau)

Fragment d’organe/de tissu Aprés quelques jours

SR N

Milieu de culture adapté

Dissociation mécanique et enzymatique

. | =

Action mécanique (broyer, émincer)
Action d’enzymes protéolytiques ] ) Mise en culture




CULTURE DE

CELLULES ANIMALES ORIGINE DES CELLULES EN CULTURE

Prélevements : biopsie, piece opératoire...
Isolement et Purification : complexe +++

: : . : Méthodes de clonage
Plusieurs types cellulaires — Purifier pour obtenir un

(populations dominantes) systeme monoclonal Méthodes de séparation

—  physique

(centrifugation sur gradient de
densité, cytométrie de flux,
séparation par billes magnétiques)

Mise en culture => Cellules adhérentes

=) Dépendance vis-a-vis de I'ancrage

= Nécessité d’étre attachées entre elles et/ou ancrées sur un support adéquat
pour survivre et se multiplier

; BAABRAV
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CULTURE DE
ORIGINE DES CELLULES EN CULTURE

CELLULES ANIMALES

Cultures de cellules en monocouche (2D)

Ensemencement dans des boites de culture : les
cellules adhérent au fond, puis se divisent, se
placent les unes a cbté des autres jusqu’a former
un tapis cellulaire.

R

—> Boite de Pétri, Flacon de culture, Plaques multipuits

Repiquage : Quand le tapis cellulaire est proche de la confluence, TRYPSINATION

Cultures tridimentionnelles (3D) = spheres, organoides, tumoroides

Cellules mises en culture en suspension dans le milieu

Et

(i) maintenues sous agitation lente

ou (ii) maintenues sur support anti-adhésion (ex : agarose)
afin de favoriser I'accrochage des cellules entre elles :
formation d’amas sphériques au sein desquels les cellules
se divisent.

11



CULTURE DE

CELLULES ANIMALES

DIFFERENTS TYPES DE CULTURES CELLULAIRES

1. Cellules differenciées présentant des caracteristiques morphologiques et fonctionnelles
proches du systeme dont elles dérivent

TYPES OF CELLS

NERVE CELL

GLAND CELLS

PO
g~ 4

MUSCLE CELLS

BONE CELL
\\ \ l\ I
\ N\ \\ \ / Vi
A
= » \ / 3
Sr;rooth}involunury) ( \
Qe
AL AN

BLOOD CELLS White blood cells

— s A

Red SE;d cells Lymphocyte Monocyte

REPRODUCTIVE CELLS

o

12



CULTURE DE -
CELLULES ANIMALES IFFERENTS TYPES DE CULTURES CELLULAIRES

En suspension,
forme sphérique

Cellules de type épithélial &

Ancrage indispensable,
polygonales, et aplaties,
tres serrées

Cellules de type fibroblastique

Ancrage indispensable,
allongées et bipolaires,
filaments

Cellules de type neuronal Cardiomyocytes

Ancrage indispensable, (cellules cardiaques)

un corps central et Ancrage indispensable,

départ de dendrites un corps rectangulaire
strié

13



CULTURE DE

CELLULES ANIMALES DIFFERENTS TYPES DE CULTURES CELLULAIRES

2. Cellules souches

Cellules indifférenciées, capables de s'autorenouveler, de se multiplier a I'infini en
culture et de se différencier en d'autres types cellulaires spécialisés

Cellules souches totipotentes cellules issus d’'un embryon
Cellules souches pluripotentes (murin) jusqu’au 4¢Me jour apres fécondation et capables, aprés
différenciation, de reconstituer un organisme entier
Cellules souches pluripotentes : cellules issus d’'un embryon
(murin) au stade blastocyste (5-7j apres fécondation) et
capables, aprés différenciation, de reconstituer toutes les
cellules de I'organisme sauf quelques-unes

Muscle : Cellules souches multipotentes capables, apres différenciation,
de reconstituer différents types de cellules appartenant tous a
un lignage spécifique

Selon des protocoles de culture Ex : cellules souches hématopoiétiques, cellules souches
adaptés, on cherche a neurales, cellules souches mésenchymateuses, etc.
conserver leurs propriétés de

pluripotence (cellules Cellules pluripotentes induites (IPS) cellules différenciées
indifférenciées) ou a induire une adultes que I'on reprogramme pour redonner des cellules
différenciation contrélée souches pluripotentes

> Etudes du développement embryonnaire, thérapie cellulaire, médecine
régenérative +/- clonage



CULTURE DE ,
DIFFERENTS TYPES DE CULTURES CELLULAIRES

CELLULES ANIMALES

3. Hybridomes Cellules hybrides obtenues par fusion de deux cellules
appartenant a des types différents mais apparentés pour
combiner les propriétés des 2 types cellulaires

Injection d’un antigéne pour Décongélation d’une
provoquer 'immunisation lignée de cellules de
myélome
Q- Antigénes
Ex : Lymphocyte B issu de la rate ﬁ
capable de produire un anticorps défini 7
+ l Activation d‘une lignée de lymphocyte B l
p: . N productrice d'un anticorps spécifique
Cellules de myélome se divisant tres e

Prélevement de la rate et

rapidement et possédant toute la Séparation B pHioc B

machinerie pour produire des anticorps
mais ne l'utilisant pas )\ ’

Mise en culture

. . R Lymphocyte B Cellule
Hybridome capable de produire un tres (Cellule mortelle myélomateuse
"y , . s s 7 produisant |'anticorps (Cellule cancéreuse
grande quantité de I'anticorps désire Evng imemortelle)
—> Intérétindustriel, diagnostique et clinique AN ie”“'a'fe
Hybridome
' 15

Sélection et isolation d'une lignée immortalisée d"hybridomes
(clone) productrice de I'anticorps spécifique (monoclonal)



CULTURE DE ,
DIFFERENTS TYPES DE CULTURES CELLULAIRES

CELLULES ANIMALES

4. Co-cultures

Mise en culture de différents sous-types cellulaires afin de
prendre en compte la complexité des interactions au sein
d’un tissu.

Interactions directes : toutes les sous-populations sont dans
le méme compartiment. Organoides, tumoroides

Interactions indirectes : les sous-populations sont mises en
culture dans des compartiments sépares.

5. Cultures organotypiques

Exemple :
Coupe de cerveau de souris dans
lequel on a implanté un sphéroide
u87-GFP

- AT

N HumanGFpr— 7/
N ——GBMcells — /

16




CULTURE DE
CONDITIONS DE CULTURES CELLULAIRES

CELLULES ANIMALES

1. Les différentes phases de la croissance d’une culture de
cellules adhérentes en monocouche

ENSEMENCEMENT
repiquage / ré-ensemencemen
@ des cultures cellulaires
I ~ Confluence
o
@) : :
N oi £ N S
S Fio gt S $
o §& ivE: o S
& o & w3 5 ®
& OS5 igoi @ S
K icEi & )
) in o N g
Q N Q o
Q i E §
1 2 3 4 =
17

N.B.: Nombre de repiquages = nombre de passages



CULTURE DE
CONDITIONS DE CULTURES CELLULAIRES

CELLULES ANIMALES

2. Cultures finies — Cultures continues

2.1. Cultures finies =y Cultures cellulaires & durée de vie limitée

Aprés X repiquages (env. 30 a 60 mitoses/divisions), division cellulaire stoppée,
sénescence (= vieillissement cellulaire) et « désintégration » cellulaire

Exemple : Cellules somatiques issues de tissus normaux

(+) : Grande stabilité génétique, cellules conservant leurs propriétés fonctionnelles, adaptées pour les études de différenciation
(-) : Nombre de générations limité, difficile a mettre en oeuvre

2.2. Cultures continues =) Cellules en cultures capables de se diviser indéfiniment

Cellules ayant des propriétés d'IMMORTALITE
Immortalité innée : cellules souches
Immortalité acquise : CELLULES TRANSFORMEES / TUMORALES

Cultures de cellules tumorales obtenues par cultures primaires puis
secondaires a partir d’'une tumeur animale ou humaine

1:> Cultures primaires puis secondaires a partir d’'un tissu normal :
transformation in vitro (agents chimiques, radiations, virus)

(+) : Culture illimitée dans le temps, manipulation plus facile et croissance plus rapide 18

(-) : instabilité génomique, pertes des propriétés morphologiques et fonctionnelles initiales



CULTURE DE

CELLULES ANIMALES CONDITIONS DE CULTURES CELLULAIRES

2.3. Cultures finies — Cultures continues en schéma

log du nombre de cellules

"' primo-
cultore:; _
2 |- - -
Cultures continues
13
16 4
FENeIce nce |
a4 % g
=i Cultures finies
12 - T
10 - :
&
| ot |
& | I I I I I I |‘ -
] e | ) o 10 12 14 16
+ Nombre de passages
Ry



CULTURE DE
CONDITIONS DE CULTURES CELLULAIRES

CELLULES ANIMALES

Conditions requises :
2.4. Cryoconservation des cultures cellulaires
Pour congélation
Iog 4 nombre d cellvles Cryoconservateur (DMSO, glycérol),
$oane Azote liquide : descente progressive en T°,

el Sl P —
=l el

Cultures continues

Pour remise en culture
décongélation rapide a 37°C + lavage

SENe3Cece

Cultures finies

1" epiquage
2" wpiquage

Congélation

+ Nombre de passages

mize en cultie

Cellules peuvent étre congelées

> Eviter les passages trop nombreux = vieillissement
de la population cellulaire

» Permet d’interrompre I'activité

20



CULTURE DE

CELLULES ANIMALES ASPECTS TECHNIQUES DE LA CULTURE CELLULAIRE

1. Eviter les contaminations
1.1. Contaminations chimiques

Endotoxines, résidus plastiques, ions métalliques, traces d’agents nettoyants/désinfectants, etc...

(., Effets invisibles, produits difficiles a détecter

1.2. Contaminations biologiques
« Contaminations croisées : mélange de deux lignées cellulaires différentes
» Levures, bactéries, champignons ——> Effets généralement visibles, facile & détecter

&> Modification du pH et de la
turbidité du milieu

* Virus, mycoplasmes
&>  Effets invisibles, détection possible par analyse spécifique

21
Négatif



CULTURE DE
ASPECTS TECHNIQUES DE LA CULTURE CELLULAIRE

CELLULES ANIMALES

1.3. Moyens de lutte contre les contaminations biologiques

Environnement et surfaces propres
Consommable utilisé adapté (fournisseur certifie)
Equipement, récipients plastiques et verrerie propres et stérilisés
Milieux de culture stériles

Usage d’antibiotiques, d’antifongiques

22



CULTURE DE

ASPECTS TECHNIQUES DE LA CULTURE CELLULAIRE

CELLULES ANIMALES

HOTTE A FLUX LAMINAIRE VERTICAL

Maintenir la stérilité des cultures et des milieux ou
POSTE DE SECURITE MICROBIOLOGIQUE

== Air ambiant
Air contaminé
==> Air stérile

C taew 1

Filtre HEPA (high efficiency particule air)
Protection des cultures, milieux, plastiques
Protection de I'environnement

Protection du manipulateur (vitre a I'avant))
Lampe UV

23



CULTURE DE

CELLULES ANIMALES ASPECTS TECHNIQUES DE LA CULTURE CELLULAIRE

2. Trouver les conditions de culture optimales

2.1. Critéres de jugement

les cellules ne meurent pas N
. au minimum
les cellules se multiplient

Environnement optimal : o :
P < les cellules reproduisent in vitro les fonctions

physiologiques ou biochimiques connues in vivo
. (ex: sécrétion d’hormones spécifiques)

L
Les criteres d’évaluation i‘
Morphologie des cellules T '
Viabilité cellulaire Microscope inversé, bleu trypan, ’ E I
_ _ numeération
Vitesse /Taux de croissance ‘ ®

Expression de fonctions spécifiques

24



CULTURE DE

CELLULES ANIMALES ASPECTS TECHNIQUES DE LA CULTURE CELLULAIRE

2.2. Parametres de ’environnement a controler

2.2.1. Le milieu de culture

Milieux complexes qui doivent apporter tous les éléments nutritifs
nécessaires a la survie et a la prolifération des cellules animales

 Eau
« lons minéraux nombreux et variés en concentration adéquate (Na*, K*, CI,HCO3~ H,P0O,%)
+ Source de carbone et d’énergie : le plus souvent glucose, pyruvate

« Eléments de constitution :

acide aminés essentiels : tryptophane, lysine, méthionine, phénylalanine,
thréonine, valine, leucine isoleucine, histidine, arginine

acide aminés non essentiels : cystéine, glycine, tyrosine + glutamine

acides gras, cholestérol : métabolisme lipidique

vitamines + cofacteurs,

riboses et désoxyriboses : synthése des acides nucléiques

+ Facteurs de croissances divers (FGF, EGF, PDGF, IL-2, etc...)

il

i

Sauf pour cellules souches
+ Compléments variables : acides aminés, vitamines et cofacteurs +/- apports spécifiques si nécessaire
(ex : prolactine pour cellules épithéliales mammaires)

+ Lutte contre les contaminations : Antibiotiques +/- antifongiques 25
(ex: pénicilline G, streptomycine, +/- amphotéricine B)



CULTURE DE
ASPECTS TECHNIQUES DE LA CULTURE CELLULAIRE

CELLULES ANIMALES

> Les parameétres physico-chimiques

pH compris entre 7,0 et 7,4 en général ——> Systeéme tampon HCO,/CO,,

Osmolarité avoisinant celle de I'environnement Roéle des ions, contrélent les mouvements d'eau et
physiologique (300 mOsm/L pour cellules humaines # de substances entre milieux extra- et intra-
cellules d’amphibiens) cellulaire

Température : dépend de 'origine des cellules (37°C pour les
cellules de mammiféres mais 21°C pour cellules d’amphibien)

Hygromeétrie : 80% d’humidité ==> Eviter évaporation du milieu

Echanges gazeux : O, et CO,

\

=) |[NCUBATEUR A CO,

ContrOle de la température, hygrométrie, 5% de CO,



CULTURE DE
ASPECTS TECHNIQUES DE LA CULTURE CELLULAIRE

CELLULES ANIMALES

3. Le repiquage hebdomadaire et 'ensemencement pour les expériences

3.1. Cultures en suspension

& simple dilution dans du milieu « frais »

3.2. Cultures de cellules adhérentes

& « TRYPSINATION » avant d’atteindre la confluence !

« Elimination du « milieu appauvri » et rincage des cellules avec un
tampon phosphate

» Exposition des cellules a la trypsine = « décollement » des cellules

Trypsine = peptidase qui digére les protéines qui lient les cellules entre

elles et les cellules a leur support

* Inhibition de I'action de la trypsine par ajout de milieu+SVF

» Centrifugation pour obtenir un culot cellulaire : élimination du
surnageant (trypsine + milieu)

* Dilution du culot dans du milieu frais = numération cellulaire Entretien

* Reé-ensemencement a plus faible concentration —

Expériences d'intérét2/



CULTURE DE

CELLULES ANIMALES

ASPECTS TECHNIQUES DE LA CULTURE CELLULAIRE

4. Les expériences d’intérét les plus fréquentes

4.1. Suivre la croissance cellulaire en fonction des traitements

Medium change

oo COMPtage cellulaire,

Tests d’activité métabolique

Suivi en temps réel (impédance, imagerie
optique)...

Normalized Cell Index

w0
Time in hours

4.2. Dénombrer en fonction de caractéristiques précises

4 5
e

w0’

X
't
g
i Cytométrie en flux

10?
o

Immunocytochimie,
Immunocytofluorescence

28



CULTURE DE
ASPECTS TECHNIQUES DE LA CULTURE CELLULAIRE

CELLULES ANIMALES

4.4. Extraire des fractions subcellulaires

Extraction d’ADN ou d’ARN suivi d’'une analyse
par qPCR ou « omique » Extraction de protéines suivi
d’'une analyse par Western-blot

Cnlerzu
Della Anws. Cycle
T e ﬂ%ﬁﬁ% ﬁﬁ H _” - - Targel protein 1

Target protein 2

o -
=
3 —— “ *
= P— " ,
=
= i W e — 001 ngy
T i b : - — — Loading control
L ! £
IS ST AN R DN B NI R’Y nn _ i 2 ) + i ——

bt St e S eh ol p 3 Dt e
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
“““““““““““““““““““““““““““““““““““

4.5. Transformer un type cellulaire en un autre

Expression de la GFP

29



CULTURE DE

CELLULES ANIMALES Domaines d'applications de la culture cellulaire

1. Modéele d’étude pour étudier les processus physiologiques
aux échelles cellulaire et moléculaire

Etude des processus biochimiques des cellules : métabolisme cellulaire, division cellulaire, fluidité membranaire

Etude des liens entre génome, transcriptome et protéome
Etude du processus de vieillissement cellulaire

Etc.

2. Modele d’étude pour étudier les processus pathologiques
aux échelles cellulaire et moléculaire

Cancérologie Différence entre cellules normales et tumorales
Etude des agents transformants = cancérigenes

Virologie Etude des mécanismes d’infection par les virus
Etude de la réplication et des propriétés des virus

Cardiolologie Etude de la contractilité des cardiomyocytes

30



CULTURE DE

CELLULES ANIMALES Domaines d'applications de la culture cellulaire

3. Matériel de base pour la médecine regénératrice

Préparation de greffons Autogreffe de cellules souches hématopoiétiques
Greffes de peau

4. Applications industrielles

Production d’anticorps monoclonaux (diagnostic, clinique, recherche)
Production de protéines de synthese (insuline, facteur de croissance)
Production de virus en grande quantité pour préparation des vaccins

Tests pharmacologiques et toxicologiques

31



