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Chapitre 1: Expérimentation animale

Depuis la nuit des temps, I’homme s’est servi de 1’animal pour répondre a ses besoins dans
différents domaines.il ’a domestiqué et a fait de lui son meilleur compagnon (chat et chien),
animal de traction et labour (bceuf), animal de loisir (cheval), source de nourriture pour
subvenir a ses besoins nutritionnelles (toutes espéces comestibles, bovine ovine caprine...etc).
En outre, I'utilité de I’animal ne se limite pas a ces domaines précités mais il a rendu un grand
service a I’humanité notamment dans la recherche scientifique, plus particulierement le
domaine médical. L’animal occupe une place irremplagable dans 1’avancée des sciences
expérimentales notamment la biologie fondamentale, les sciences pharmacologiques et
médicales. Grace a I’animal de laboratoire, I’homme a pu comprendre et expliquer la
complexité de certains phénomenes physiologiques ayant lieu dans son propre organisme,
d’induire et traiter certaines maladies. Pour cela, I’homme ne peut s’en passer de 1’animal non
seulement pour répondre a ses besoins nutritionnels mais plutdt pour satisfaire sa curiosité
scientifiques de découverte et d’exploration pour le traitement de certaines maladies menagant

I’humanité entre autre le cancer sous toutes ses formes et le SIDA.
1.1.Définition et role de ’expérimentation animale

L’expérimentation animale consiste a toute manipulation pratique réalisée sur [’animal
vertébré vivant selon un protocole validé par le comité scientifique visant 1’é¢tude d’un
paramétre quelconque, la mise en évidence d’une molécule...etc. tandis que , les expériences
menées sur les invertébrés, les formes embryonnaires des vertébrés ovipares ou encore les
expériences qui consistent au suivi du comportement des animaux qui ne leur occasionnent

aucune souffrance ou douleur ne rentrent pas dans le cadre de I’expérimentation animale.

L'expérimentation animale joue un réle crucial dans la recherche biomédicale en fournissant
des modeles vivants pour étudier les maladies, développer des médicaments et des vaccins, et
tester I'innocuite et I'efficacité des traitements avant leur application sur I'nomme. Elle permet
de décrypter les mécanismes biologiques fondamentaux, de comprendre la progression des
maladies et de développer de nouvelles thérapies, rendant possibles des avancées majeures

dans des domaines comme I'oncologie, les maladies cardiovasculaires et la thérapie génique.
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1. 1.1.Comprendre les maladies et leurs mécanismes

Modeles de maladies: Les animaux, comme les rongeurs, sont utilisés pour reproduire des
maladies humaines et étudier leur développement, offrant ainsi une meilleure compréhension
des mécanismes biologiques sous-jacents, comme l'ont démontré les études sur le cancer, les

troubles neurologiques ou les maladies cardiaques.

Compréhension du corps humain: L'étude de I'anatomie, de la physiologie et du
métabolisme des animaux permet de comprendre des fonctions fondamentales du corps

humain.

1.1.2.Développement de nouveaux traitements

Médicaments et vaccins: L'expérimentation animale a été essentielle pour le développement
de nombreux traitements, notamment des antibiotiques, de l'insuline, de I'héparine et des

vaccins contre des maladies comme la rage.

Procédures médicales: Des techniques chirurgicales et des greffes d'organes ont également

été développées grace a la recherche animale.

Sécurité et efficacité: Les animaux servent a vérifier la sécurité et I'efficacité des nouvelles
thérapies avant qu'elles ne soient testées sur les humains, méme si certains résultats peuvent

nécessiter une interprétation prudente en raison des différences inter-espéces.
1.2 .Domaines d’application
1.2.1. Pharmacologie

L'expérimentation animale en pharmacologie sert a évaluer l'innocuité et I'efficacité des
nouveaux médicaments, & comprendre les mécanismes des maladies et a tester des thérapies
avant les essais sur I'hnomme. Des modeles animaux (souris, rats, lapins) sont utilisés car ils
partagent de nombreuses caractéristiques physiologiques avec les humains, permettant I'étude
de la sécurité, de la toxicité et des effets secondaires des traitements dans un systéeme

biologique complexe.

1.2.1.1.Applications clés de I'expérimentation animale en pharmacologie :

Evaluation de I'innocuité et de la toxicité: Les tests permettent de découvrir les dangers
potentiels d'un nouveau médicament en surveillant les effets secondaires et en examinant les

organes des animaux aprés administration de fortes doses.
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Compréhension des mécanismes d'action: Elle aide a étudier comment les médicaments
interagissent avec le corps, comment ils sont métabolisés et éliminés, ainsi qu'a comprendre

les processus physiologiques et physiopathologiques.

Développement de nouvelles thérapies: L'expérimentation animale est indispensable pour
développer des concepts thérapeutiques innovants et déemontrer leur validité, y compris pour

des maladies complexes.

Tests sur des systemes complexes: Ces modéles sont essentiels pour tester des médicaments
sur des organismes vivants entiers, ce qui est nécessaire pour comprendre les effets a

I'échelle du systéme biologique.

1.2.2. Toxicologie

L'expérimentation animale en toxicologie sert a évaluer linnocuité de substances
(médicaments, produits chimiques, cosmétiques) et a prédire leurs effets indéesirables avant
leur utilisation par I'hnomme. Les chercheurs étudient la relation dose-réponse pour déterminer
les concentrations toxiques et les doses bénéfiques, en examinant des effets potentiels a long
terme sur les organes et le fonctionnement du corps. Ces études réglementées, principalement
sur des souris et des rats, sont cruciales pour la sécurité des produits et le développement de
nouveaux traitements, bien que des méthodes alternatives sont de plus en plus utilisées pour

réduire, remplacer et affiner (les "3R") le recours aux animaux.
1.2.2.1.Applications principales de I'expérimentation animale en toxicologie :

Evaluation de la sécurité des médicaments : Déterminer si un médicament est sir pour étre

testé sur I'nomme en évaluant sa toxicité aigué et chronique chez I'animal.

Identification des effets indésirables : Surveiller les réactions des animaux aux substances,
comme l'apparition d'effets secondaires, et examiner les organes a la recherche de signes de

dommages.

Définition du rapport bénéfice-risque : Etablir les doses qui sont efficaces et celles qui sont

toxiques pour aider a définir les doses slres pour les étres humains.

Etude des mécanismes de toxicité :Comprendre comment les substances affectent les
processus biologiques fondamentaux du corps, ce qui peut aider a développer des thérapies et

des méthodes de prévention.
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1.2.2.2.Méthodologie et pratique :

Tests standardisés :Les études peuvent inclure l'administration de fortes doses d'une
substance a deux especes animales différentes pendant une période définie (par exemple, 30

ou 90 jours).

Modeles animaux spécifiques :Des animaux comme les souris et les rats sont souvent
utilisés pour leurs caractéristiques génétiques ou physiologiques, tels que I'immunodéficience

chez certaines souris pour étudier les greffes.

Examen post-étude :Aprés la période d'expérimentation, les pathologistes examinent les

organes des animaux pour détecter tout signe de toxicité.

1.2.3. Vaccinologie

L'expérimentation animale est fondamentale en vaccinologie pour tester Il'innocuité,
I'efficacité et la réponse immunitaire des vaccins avant leur utilisation chez I'hnomme, en
considérant I'organisme entier et sa complexité. Elle permet de développer des vaccins en
évaluant leur action et les effets secondaires dans un systeme vivant complexe que les
méthodes alternatives in vitro ou informatiques ne peuvent reproduire, malgré les progres de
ces dernieres. Les souris, lapins, rats et poissons sont les animaux les plus couramment

utilisés pour ces études.
1.2.3.1.R0les de I'expérimentation animale en vaccinologie
Les tests d'innocuité

Les tests d'innocuité en vaccinologie sont un processus rigoureux qui évalue la sécurité d'un
vaccin avant son utilisation humaine, impliquant des tests en laboratoire sur des animaux, puis
des essais cliniques sur des volontaires humains. Ces tests permettent d'identifier d'éventuels
effets secondaires, de confirmer qu'un vaccin est sans danger et qu'il provoque une réponse
immunitaire. La vaccinologie étudie I'innocuité a la fois pendant le développement du vaccin

et apres sa mise sur le marché, a travers des systemes de surveillance continue.

Tests d’efficacité

Les tests d'efficacité des vaccins impliquent des essais cliniques rigoureux, ou I'on compare
un groupe des animaux vaccinées a un groupe de contrdle recevant un placebo pour mesurer
la diminution du risque de maladie. Ces essais se déroulent en plusieurs phases, évaluant

d'abord la tolérance et I'immunogénicité (phases 1 et 2), puis l'efficacité et la sécurité a grande

4
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échelle (phase 3). Apres l'approbation, des méthodes de surveillance continue et d'études post-
commercialisation, comme les études cas-témoins, permettent d'évaluer ['efficacité en

conditions réelles.

Essais cliniques contrdlés : Ce sont des essais randomisés et contrblés qui constituent le

principal moyen d'évaluer I'efficacité avant l'autorisation.

v' Phase 1 : Evalue la tolérance du vaccin et la production d'anticorps sur un petit
groupe d'adultes en bonne santé.

v" Phase 2 : Implique un groupe plus large pour étudier la tolérance et déterminer le
schéma de vaccination (nombre de doses, etc.).

v" Phase 3 : Teste l'efficacité et la tolérance sur plusieurs milliers de personnes, en
comparant le taux de maladie dans le groupe vacciné a celui du groupe recevant un

placebo.

L'efficacité est exprimée en pourcentage, indiquant la réduction du risque de maladie chez les

personnes vaccinées par rapport a celles non vaccinées.

Exemple : Une efficacité de 80%signifie que le risque de contracter la maladie est inférieur

dans le groupe vacciné par rapport au groupe placebo.

Tests d’interférence

Une attention particuliére doit étre portée a la possibilité d’interférences entre deux vaccins
différents venant d’'un méme fabricant dans un méme récipient/en dose combinée ou dont
I’administration @ un méme animal est recommandée a un intervalle de 2 semaines.
L’innocuité et 1’efficacité de ces associations doivent étre €évaluées. Ces ¢tudes sont alors
souvent appelées « Etudes sur 1’absence d’interférences » ; elles devraient évaluer
I’interférence de X sur Y ainsi que celle de Y sur X. Dans certains cas, il est possible de les

définir sérologiquement.

1.2.4. Physiologie

L'expérimentation animale en physiologie permet de comprendre le fonctionnement des
organismes vivants et de développer de nouveaux traitements médicaux en étudiant l'action
des médicaments, les mécanismes de maladies et le comportement, car l'organisme est étudié
dans sa complexité, notamment pour le métabolisme et le développement. Elle a abouti a des

thérapies pour le diabéte, le cancer, les maladies cardiovasculaires, le VIH et le

5
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développement de vaccins, mais reste complémentaire aux méthodes alternatives in vitro et in
silico. L'expérimentation animale est encadrée par une réglementation stricte qui vise a

assurer le bien-étre des animaux et a appliquer la regle des 3R : Remplacer, Reduire, Raffiner.
1.2.4.1.Applications concrétes de I'expérimentation animale en physiologie :

Développement de thérapies médicales :La plupart des médicaments, comme la pénicilline,
I'insuline, les vaccins (y compris pour la COVID-19) et les traitements contre le cancer et le

VIH, ont été développés grace a des études sur des animaux.

Etude du fonctionnement des organismes vivants :Elle permet de comprendre
lesmécanismes physiologiques, le métabolisme, le comportement et le développement

embryonnaire des étres vivants.

Modélisation de maladies :Elle aide a étudier les maladies génétiques et infectieuses, ainsi
que des troubles neurologiques, pour trouver de nouveaux traitements et améliorer la santé

humaine et vétérinaire.

Conception de dispositifs médicaux :Des implants et dautres dispositifs médicaux ont

bénéficié de la recherche animale.

Amélioration du bien-étre animal :La recherche peut également porter sur I'amélioration des
conditions d'élevage et du bien-étre des animaux, en étudiant leur comportement dans leur

environnement naturel.
1.3. Types d'expérimentation animale

Les types d'expérimentation animale se distinguent par la durée de I'exposition et la fréquence
d'administration des substances ou des procédures : aigué pour une seule administration sur
moins de 24 heures, subaigué pour une exposition répétée sur une période de moins d'un
mois, et chronique pour des expositions répétées sur une durée de plus de trois mois, voire de

plus de 28 jours dans certains contextes.

1.3.1.Expérimentation aigué

L'expérimentation animale aigué, souvent controversée, consiste a utiliser des animaux de
laboratoire pour étudier et évaluer des effets rapides et immédiats de substances ou de

procédés, par exemple la toxicité aigué d'un produit. Ces procédures, soumises a une
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réglementation stricte telle que la directive européeenne 2010/63/UE, visent & comprendre les
réactions des organismes vivants tout en étant guidées par le principe des 3R (Réduire,
Raffiner, Remplacer), qui promeut des méthodes alternatives pour minimiser l'utilisation et la

souffrance des animaux. Expérimentation aigué est pour :

1.3.1.1.Comprendre les réactions immédiates : L'expérimentation aigué vise a observer les
effets immédiats et les réponses rapides d'un animal a une substance, un agent pathogene ou

un stimulus.

1.3.1.2 .Tests de toxicité aigué : Un des usages courants est d'évaluer la toxicité d'une
nouvelle substance chimique ou pharmaceutique en observant ses effets sur une courte

période.

1.3.1.3.Etudes de la douleur : Des tests comme I'épreuve de la plaque chaude ou le test de
I'immersion de la queue dans I'eau chaude permettent de mesurer la réaction d'un animal a la

douleur aigué et d'évaluer I'efficacité d'un analgésique.

1.3.1.4.Applications médicales : Historiquement, ces méthodes ont contribué a des
découvertes majeures, comme la mise au point dantibiotiques, de vaccins, et le
développement de techniques chirurgicales et d'implants, bien que la pertinence actuelle de

ces approches soit débattue.

1.3.2.Expérimentation subaigué

L'expérimentation animale subaigué désigne un protocole de recherche ou la période de stress
ou de souffrance de I'animal se situe entre une courte durée et la chronicité, généralement sur
plusieurs jours. La qualification "subaigué" est liée au degré de gravité de I'expérience et aux
contraintes imposées a l'animal, qui sont évaluées avant et pendant la procédure pour

déterminer si I'animal souffre au-dela de seuils prédéfinis.

Criteres d'évaluation :
Signes cliniques : Les changements de comportement ou les symptémes physiologiques

observés chez I'animal sont pris en compte.

Impact des contraintes : L'estimation a priori de I'impact des contraintes sur le bien-étre de
I'animal est cruciale pour déterminer le degré de gravité.

Exemples de procédures subaigués :


https://www.google.com/search?sca_esv=8f26161b68d4c00a&cs=0&sxsrf=AE3TifM4TxvOxzCm9Z5Gq60FWckdNEuz0w%3A1757498460159&q=Exp%C3%A9rimentation+aigu%C3%AB&sa=X&ved=2ahUKEwie-fH6982PAxUXRKQEHcOvHhUQxccNegQIMhAC&mstk=AUtExfAqA__H9v8xLCK4pJf6Bg4kEGFf7LWfxfDUpg8DdzvC3ODKKywKGvspk9YIkidShRmMHJK2Ndoa3PqT2ytxed1FYSp6WQwbgjn2JVkWpOb9eyLrzB3YPuGG_6q6gbd1Lq_NGj4J6URNbQO_j0N_fClYucn7KeHlStLHWZ4LzirJ9_akGNVclxmp4o4YM4UyLzuuFRNqMRngNZVV4hSmuJp2txVihe6WyWMPVeIkYG2w0z5qYqXkPUaRIbv4xpa8GVkAYDiuABn3rp-xwQh3p3s2&csui=3
https://www.google.com/search?sca_esv=8f26161b68d4c00a&cs=0&sxsrf=AE3TifM4TxvOxzCm9Z5Gq60FWckdNEuz0w%3A1757498460159&q=Exp%C3%A9rimentation+subaigu%C3%AB&sa=X&ved=2ahUKEwie-fH6982PAxUXRKQEHcOvHhUQxccNegQIPxAC&mstk=AUtExfAqA__H9v8xLCK4pJf6Bg4kEGFf7LWfxfDUpg8DdzvC3ODKKywKGvspk9YIkidShRmMHJK2Ndoa3PqT2ytxed1FYSp6WQwbgjn2JVkWpOb9eyLrzB3YPuGG_6q6gbd1Lq_NGj4J6URNbQO_j0N_fClYucn7KeHlStLHWZ4LzirJ9_akGNVclxmp4o4YM4UyLzuuFRNqMRngNZVV4hSmuJp2txVihe6WyWMPVeIkYG2w0z5qYqXkPUaRIbv4xpa8GVkAYDiuABn3rp-xwQh3p3s2&csui=3
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» Des procedures impliquant des phases d'inanition ou de déshydratation de plus de 48
heures chez les rats.

» Des protocoles qui imposent des contraintes ou des expérimentations sur plusieurs
jours, par exemple pour étudier la réponse de l'organisme a de nouveaux agents

pathogenes ou substances

1.3.3.Expérimentation subchronique

L'« expérimentation subchronique », ou étude de toxicité subchronique, évalue les effets
nocifs d'une substance sur des animaux d'expérience par une exposition répétée sur une
période modérée, typiquement entre 28 et 90 jours. Ces études, qui constituent un
intermédiaire entre les tests de toxicité aigué et chronique, permettent d'identifier des seuils
sans effet nocif et d'observer des altérations physiologiques, biochimiques ou

histopathologiques induites par la substance.
1.3.3.1.0bjectifs de I'expérimentation subchronique

Détection des effets néfastes : Identifier les dangers potentiels d'une substance apres des

expositions répétées.

Détermination des niveaux sans effet (DSENO) : Etablir les doses administrées en dessous

desquelles aucun effet toxique n'est observé sur la santé.

Identification des organes cibles : Mettre en évidence les organes ou les systemes les plus

affectés par I'exposition a la substance.

Pendant I'étude, on observe de nombreux indicateurs :

v' Mortalité: et signes de toxicité générale.

v/ Comportement, consommation de nourriture et d'eau.

v" Poids corporel: des animaux.

v Analyses biochimiques: du sang, hématologie, coagulation, et analyse d'urine.
v" Examen histopathologique: et poids des organes.

(souvent comprise dans le terme « subaigué » ou distincte dans certaines classifications)
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1.3.4.Expérimentation chronique

L'expérimentation animale chronique se réfere a des études de longue durée sur des animaux
pour évaluer les effets de substances ou d'environnements sur leur santé et leur bien-étre, avec
I'objectif de comprendre et de traiter des maladies. Bien que des méthodes alternatives comme
les organoides et les modéles informatiques se développent, I'expérimentation animale reste
indispensable pour étudier des organismes complexes dans leur ensemble, particuliérement

pour les effets a long terme qui sont difficiles a reproduire sur des modeles plus simples.
1.3.4.1.0Dbjectifs

Utilisation d'animaux : L'expérimentation animale consiste a utiliser des animaux vivants
comme modeles pour étudier la physiologie, les maladies ou pour tester l'innocuité et

I'efficacité de produits.

Etudes chroniques : Elles se distinguent par leur durée, car elles visent & observer les effets

d'une exposition sur une longue période, par opposition aux expériences aigués.

Recherches : Ces études sont cruciales pour I'étude du comportement, des maladies
infectieuses ou génétiques, et pour le développement de traitements.

Limites et alternatives

Complexité de I'organisme: Les modeles animaux sont souvent nécessaires pour
comprendre les interactions complexes au sein d'un organisme entier, ce que ne peuvent pas

toujours reproduire des méthodes alternatives.

Développement des alternatives : Des progres sont réalisés dans l'utilisation de cultures
cellulaires, d'organoides (organes en laboratoire) et de modeles informatiques pour les tests

sur des systemes plus simples.

Evaluation de la toxicité chronique : Malgré les progrés, I'évaluation des effets chroniques
et systémiques sur la santé reste un défi pour les méthodes alternatives, ce qui souligne la

persistance du besoin d'expérimentation animale dans certains domaines.

1.4 Principes des 3R

La regle des 3 R regroupe les trois concepts qui ont pour but la diminution du degré de
contraintes auxquelles est confronté I’animal lors de 1’expérimentation. Les concepts sont les

suivants : Remplacer, Réduire et Raffiner.
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1.4.1.Remplacement : ce concept consiste a la recherche d’alternative a I’utilisation de
I’animal a fin de réduire sa souffrance au cours de I’expérimentation. Les chercheurs doivent
se poser la question, est ce qu’on ne peut pas se passer de I'utilisation de 1’animal et le
remplacer par une autre étude ou technique ? Effectivement, certaine études ont épargner a
I’animal sa souffrance, tel que la cellule sanguine qui a servie comme modele de membrane
biologique, les cultures cellulaires et les peaux artificielles qui ont servis comme champ
d’application de certains produits cosmétiques et de tester leur irritabilité sans devoir recourir
a l'utilisation de I’animal. Induction de I’ischémie cérébrale sur des cellules en nerveuse en
culture afin d’épargner la douleur que provoque un AVC a un animal Toute fois, le recours
aux cellules isolées a ses limites d’utilisation car la réaction d’une cellule isolée a un
traitement n’est pas identique a ce qu’elle est dans un organisme entier. Ce qui fait que nous
ne pouvons pas nous en passer totalement de I’animal dans nos recherches. - si 1’utilisation de
I’animal est jugée indispensable, c’est le deuxiéme principe qui s’impose a savoir la

réduction.

1.4.2. Réduction : c’est réduire aussi peu que possible le nombre d’animaux a utiliser sans
que ce soit fait au détriment de la fiabilité du résultat et de sa pertinence statistique. Selon ce
principe, le chercheur doit avoir recour a certaines méthodes et techniques qui lui permettent
de faire le suivi d’un nombre réduit d’animaux au lieu de procéder a I’intervention
chirurgicale ou encore le sacrifice de I’animal. Les méthodes les lus utilisées sont : 1’imagerie
par résonance magnétique (IRM), la tomodensitométrie (scanner), le tracage par des éléments
radioactifs. Ces méthodes permettent de réduire jusqu’a 80% le nombre d’animaux utilisés.
La contrainte que peut rencontrer ce principe c’est I’absence de matériel et équipement

spécifique adapté a I’animal.

1.4.3. Raffinement : ce principe consiste a réduire au maximum possible la contraint infligée
aux animaux. Réduire la douleur, la souffrance et ’anxiété de 1’animal avant, durant et apres
I’expérience. Le raffinement s’applique non seulement dans le cadre de réduire la contrainte
de I’expérience pour I’animal pour aussi pour la fiabilité du résultat scientifique, car un
organisme animal soumis & un stress d’un degré intense ou pendant une longue période ne
fonctionne pas normalement et aura des réactions qui peuvent conduire a des résultats
erronées. Les méthodes utilisees pour réduire ces contraintes sont les analgésiques et
anesthésiques qui permettent le déroulement de I’expérience sous une moindre douleur

ressentie et contrainte. Toute fois, en expérimentation animale, ce n’est pas uniquement la
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manipulation qui pose des contraintes de stress a 1’animal mais aussi les conditions de sa
détention. En effet, dans le cas des rongeurs qui vivent en groupes sociaux la séparation leur
cause un grand stress et anxiété, alors leur détention en groupe réduit ces situations ; ou
encore les conditions d’élevage. Comme le rongeur est un animal qui est appelé a vivre sa vie
dans une cage, il est recommandé de lui fournir un certain confort pour réduire son stress. En
effet, des études réalisées sur des rongeurs élevés dans des cages nues ont montré que ces
animaux présentent des troubles de comportement suite a une altération de leur
developpement cérébral. A cet effet, ’enrichissement de la cage par de la litiére ainsi que
certains dispositifs lui permettant de grimper semble étre utile a fin de réduire son stress. Les
comités d’éthique responsables de la protection des animaux ont pour objectif d’autoriser la
réalisation des protocoles expérimentaux jugés utiles d’avoir recours aux animaux de
laboratoire mais de veiller aussi a la diminution au maximum possible la contrainte animale

en appliquant les principe de la régle des 3R.

1.5. Contrdle de la douleur et du stress animal

La reconnaissance de la douleur dépend de I'existence de voies intactes entre les récepteurs de
la douleur et le thalamus et le cortex cérébral, ainsi que d'un cortex cérébral et de structures
sous-corticales fonctionnels. Ainsi, tout moyen qui rend le cortex cérébral non fonctionnel,
comme I'hypoxie ou la dépression médicamenteuse, empéche la douleur. Dans ce cas, les
stimuli qui provoquent des réflexes nerveux moteurs pouvant étre douloureux pour l'animal
conscient ne le sont pas pour l'animal inconscient. Des stimuli tout aussi douloureux
administrés a des animaux chimiquement paralysés par le curare ou la succinylcholine ne
provoqueront pas de réflexe moteur simplement a cause de la paralysie, mais causeront de la
douleur a cause de I'état conscient. Il est donc possible que des animaux inconscients ne
ressentent aucune douleur mais réagissent a certains stimuli, et que des animaux paralysés

ressentent la douleur mais ne puissent pas réagir

La mise en ceuvre de techniques d’anesthésie et de gestion de la douleur chez les animaux
expérimentaux est essentielle pour respecter les principes éthiques des 3R (Reéduction,
Raffinement, Remplacement) et minimiser la souffrance et le stress des animaux. Voici

quelques pratiques élémentaires :
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1.5.1 Choix de I’anesthésique adapté : La sélection de I’anesthésique doit tenir compte de
I’espéce, de I’age, du poids et de 1’état de santé de 1’animal, ainsi que de la nature et de la
durée de la procédure expérimentale. Les agents anesthésiques couramment utilisés incluent
les anesthésiques gazeux (ex. I’isoflurane ou le sévoflurane) et les anesthésiques injectables
(ex. la kétamine associée a un sedatif tel que le midazolam). Une évaluation préalable des
effets secondaires potentiels et une titration précise des doses sont nécessaires pour éviter une

SOuUS- ou sur-anesthésie.

1.5.2. Surveillance continue pendant D’anesthésie : La surveillance des parameétres
physiologiques (fréquence cardiaque, saturation en oxygeéne, température corporelle, etc.) est
cruciale pour détecter rapidement toute complication. L’utilisation d’équipements de
monitoring (oxymétres de pouls, €lectrocardiographes) permet d’ajuster 1’anesthésie en temps

réel et d’assurer la sécurité de ’animal.

1.5.3. Analgesie préventive et post-opératoire : L’administration d’analgésiques (comme les
anti-inflammatoires non stéroidiens, les opioides ou les anesthésiques locaux) avant une
procédure invasive réduit la sensibilisation centrale a la douleur et minimise I’inconfort post-
operatoire. Un plan de gestion de la douleur doit étre établi pour chaque procédure, incluant
des évaluations régulieres de la douleur a 1’aide d’échelles validées (comme I’échelle de

grimace chez les rongeurs).

1.5.4. Techniques alternatives et complémentaires : L’utilisation de techniques non
invasivesou peu invasives (imagerie médicale, préléevements sanguins par micro-méthodes)
réduit le besoin d’anesthésie générale. Des approches complémentaires, comme ’acupuncture

ou la cryoanalgésie, peuvent étre envisagées pour certaines espéces et procédures.

1.5 .5. Formation et compétences du personnel : Le personnel impliqué dans les procédures
expérimentales doit étre formé aux techniques d’anesthésie, de gestion de la douleur et de
reconnaissance des signes de stress ou de souffrance chez les animaux. Une collaboration
étroite avec des vétérinaires spécialisés en médecine expérimentale est essentielle pour

optimiser les protocoles et garantir le bien-étre animal.

1.5.6. Enrichissement de I’environnement et réduction du stress : En plus de la gestion de

la douleur, I’enrichissement de I’environnement (structures de jeu, cachettes, interactions
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sociales) et la réduction des facteurs de stress (bruit, manipulations brutales) contribuent a
améliorer le bien-étre global des animaux.

En combinant ces techniques, les chercheurs peuvent non seulement respecter les normes
éthiques, mais aussi ameliorer la qualité des données scientifiques en réduisant les biais liés
au stress ou a la douleur des animaux. Les méthodes et les résultats des rapports précliniques
publiés dans la revue Pain au cours des années 1980, 1990, 2000, 2010 et 2016-2020 (506
articles) ont été codés pour une variété de termes, y compris « espéce animale », « sexe » et «
souche de rongeur ». La revue Pain a été choisie comme revue représentative pour cette
analyse ; cependant

il est reconnu que la restriction de I'analyse a une seule revue peut avoir des implications sur
la généralisation des résultats a I'ensemble de la littérature sur la douleur. L'inclusion a
également été limitée aux études utilisant des modeles de douleur inductibles et mesurant les

comportements d'animaux non humains éveillés
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Chapitre 2 : Les différents modéles d’expérimentation animale

Dans un cadre de recherche biologique, les animaux sont utilisés pour étudier un large

éventail de phénomeénes biologiques, dont voici les principaux modeéles :

2.1.Les modéles de rongeurs

IIs ont traditionnellement été utilisés pour évaluer la toxicité des produits chimiques
alimentaires, mais cette approche est colteuse, prend du temps et souléve également des
problémes éthiques. Les murins (Souris, rats, lapins) sont les animaux les plus utilisés en
recherche biomédicale, notamment pour étudier la génétique, les maladies infectieuses, les

troubles neurodégeénératifs, etc (Figure 1).

Rodent Models of cinials in The BiomeicAl Mddicd Medical Research

Assessing Aol;;lord Chemical Food Chemical Toxicy Teheastpte
Aessessh lvodd Animals ToXllctty and Cofivie o o R
pnNe foca an nostl T

imals

Neuiromediccle
Distorder Research

Infecti Diseaaso
Re;ea:’#: Reseal cch
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and produlzing

Figure 1 : Les rongeurs comme modéles incontournables en recherche biomédicale.

2.2 Modéles non rongeurs

2.2.1. Modéles mammiféres : Les animaux tels que le porc, le mouton, le chien et le chat ont
servi de base & la recherche biomédicale au cours des derniéres décennies. Néanmoins, ces

modeéles sont colteux, laborieux, pouvant donner des résultats qui ne sont pas toujours
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transposables a la situation humaine. Plus récemment, ces modeles ont donné lieu a
d'importants dilemmes sociaux et éthiques. Par conséquent, la perspective de changements
dans le scénario scientifique global et le principe des trois R (réduction, remplacement et
raffinement) ont contribué au développement des méthodes alternatives innovantes a

l'utilisation de mammiferes (Figure 2)

Ethical considerations
and the dements of
P.elr shift towards

in biommedical
research

Alternative of
refilectpion= of @ reduction,
replacerment, and refinement

MAMMIALIAN ANIIMAL MODELS REDUCTION, REPLACEMENT, REFINEINC® scourci CATS

Figure 2 : Modeles animaux et considérations éthiques en recherche biomédicale

2.2.2. Modéles non-mammiféres : Les modéles non mammiféres tels que Danio rerio
(poisson-zébre), Artemia salina (crevette saumatre), Gallus gallus domesticus (poule),
Caenorhabditis elegans (ver rond), Drosophila melanogaster (mouche des fruits), Galleria
mellonella (grande fausse teigne), utilisés pour des études génétiques et comportementales, se
sont révélés adaptés a I'étude de la toxicité des risques alimentaires (Figure 3). Leurs
avantages sont notamment leur faible colt, leur cycle de vie court, leur adaptabilité au
criblage a haut débit et leur adhésion aux principes des 3R (remplacement, réduction et

raffinement).
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NON-MAMMMALSIAN ANIMAL MODELS
USED IN TOXICITY RESEARCH:
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Figure 3 :Modeles non-mammiféres
2.2.3. Primates non humains (PNH): L'utilisation de modéles animaux, en particulier les
primates non humains (PNH), dans la recherche biomédicale est un sujet complexe et souvent
controversé. Codlteux a élever et a maintenir en captivité, leur utilisation nécessite des
infrastructures spécialisées et un personnel qualifié, ce qui limite leur accessibilité. Les
macaques, les babouins et les chimpanzés, sont largement utilisés en raison de leur proximité
génétique, physiologique et comportementale avec les humains. Les PNH partagent environ
90 a 98 % de leur ADN avec les humains, selon les espéces. Cette similarité en fait des
modeéles précieux pour étudier des maladies humaines, développer des thérapies et
comprendre les mécanismes biologiques fondamentaux. Les caractéristiques des PNH font

d’eux des modeéles indispensables pour certaines recherches, notamment en :

2.2.3. 1.Neurosciences : Les maladies neurodégenératives (ex. La maladie d'Alzheimer, la
maladie de Parkinson), les troubles psychiatriques (ex. dépression et la schizophrénie), ou

encore la psychologie comparée,

2.2.3.2. Maladies infectieuses : Le VIH (SIDA), la tuberculose, le paludisme et plus
récemment, le COVID-19.

2.2.3.3.Développement de médicaments : Avant les essais cliniques humains, les
médicaments sont souvent testés sur des PNH pour évaluer leur efficacité et leur toxicité. (ex.

traitements contre le cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies auto-immunes).

2.2.3. 4. Therapies géniques et cellulaires : Les PNH sont indispensables pour developper et
tester des thérapies innovantes, telles que les thérapies géniques pour les maladies rares ou les

greffes de cellules souches.

2.3 Modeéles transgéniques et knock-out
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Groupe particulier de modéles expérimentaux dont on a manipulé le code génétique pour
provoquer une maladie. Dans le génome des animaux génétiqguement modifiés, on a inséré un
ADN étranger, ou bien certains genes ont été remplacés ou neutralisés, Ces modeles
permettent I'étude du fondement génetique de certaines maladies, la susceptibilité ou la

résistance a celles-ci

Experinentales, and Chimpanzes
As Experimental Animal Models

Figure 4 : Primates non humains utilisés comme modéles animaux expérimentaux.
2.4 Choix du modele en fonction de I’objectif de recherche

Le choix d'un modele animal dépend de I'objectif de la recherche, de la question scientifique
posée, et doit étre fait en tenant compte de la régle des 3R (Remplacer, Réduire, Raffiner). Il
faut choisir I'espéce la plus appropriée par ses similarités physiologiques et pathologiques
avec I'nomme, sa taille, son cycle de vie, la disponibilité d'outils génétiques, et la capacité a
fournir le type de données nécessaires. Le modéle doit aussi étre justifié éthiquement, et
d'autres options comme les cultures cellulaires ou les modeles informatiques doivent étre
envisageées en priorité. Les critéres de sélection des animaux pour I'expérimentation animale peuvent

varier en fonction de I'étude en question, mais voici quelques criteres couramment utilisés :

2.4 .1Question scientifique : Le modele doit étre capable de reproduire le phénomene ou la

maladie étudié chez I'nomme.
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2.4.2.Similarités biologiques: 1l faut rechercher des similarités physiologiques,

pharmacologiques (pharmacocinétique, pharmacodynamie) et pathologiques avec I'homme

2.4 .3.Cycle de vie et reproduction : Le cycle de vie et la durée de gestation doivent étre

compatibles avec le temps nécessaire a I'étude.

2.4 A Facilité d'élevage et taille : L'espéce doit pouvoir étre élevée dans un environnement

standardisé, et sa taille doit &tre compatible avec les installations de laboratoire disponibles

2.4.5.0utils disponibles :La disponibilité d'outils biotechnologiques, génétiques et d'outils

expérimentaux est cruciale.

2.5.Limitations des modéles animaux et transposition a I’homme

Les modéles animaux présentent des limitations majeures pour I'étude des maladies
humaines, principalement dues a des différences physiologiques, métaboliques et génetiques
fondamentales entre espéces qui rendent la transposition des résultats a I'hnomme difficile et
peu fiable. Cette transposition échoue fréquemment, entrainant un gaspillage de ressources et
un retard dans le développement de traitements efficaces, car les molécules et thérapies

efficaces chez I'animal échouent souvent lors des essais cliniques sur I'hnomme.

2.5.1.Différences physiologiques et métaboliques : L'anatomie, le métabolisme et la
physiologie varient considerablement entre les espéces, ce qui affecte la fagon dont les
maladies se manifestent et les traitements sont traités.

2.5.2.Différences génétiques : Les variations génétiques sous-jacentes, notamment dans les
génes régulateurs, entrainent des différences fondamentales entre les espéces, rendant
I'animal non pertinent pour certaines études humaines.

2.5.3 .Echec fréquent de la transposition : Les traitements prometteurs chez I'animal
échouent trés souvent chez I'homme, un probléme qui persiste depuis des décennies, comme
le montrent les taux éleves d'échec des médicaments en essais cliniques.

2.5.4.Gaspillage de ressources: Les expérimentations infructueuses gaspillent des
ressources financiéeres, du temps et des efforts qui auraient pu étre investis dans des

méthodes plus pertinentes pour I'homme.

2.5.5.Prédiction de I'efficacité et de la sécurité : Les modeles animaux sont de mauvais
prédicteurs de I'efficacité et de la sécurité des médicaments chez I'nomme, car ils ne reflétent

pas adéquatement la complexité du systéeme biologique humain.
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2.5.6.Développement de thérapies: L'échec répété des traitements issus de modeles
animaux retarde le développement de thérapies efficaces pour des maladies comme
I'Alzheimer ou le cancer.

2.5.7.Recherche de nouveaux traitements: Les limites de la transposition incitent a
rechercher de nouvelles méthodes d'étude qui pourraient étre plus représentatives de la

physiologie humaine.

2.6 Exemple d’applications : cancérologie, neurologie, infectiologie

Les modéles animaux sont cruciaux en recherche médicale, par exemple, en cancérologie
pour étudier le développement du cancer et tester des thérapies, en neurologie pour
comprendre des maladies comme les accidents vasculaires cérébraux a l'aide de modéles
basés sur des rongeurs ou des gerbilles, et en infectiologie pour développer des vaccins et des
antibiotiques grace a des modeles de maladies infectieuses, comme le VIH sur des modéles
humanisés de souris. Les souris et les rats sont les modeles les plus courants, mais d'autres

animaux sont aussi utilisés pour des applications spécifiques.

2.6.1.Cancérologie

v" Compréhension du cancer : Les modeles animaux, comme la souris, permettent
d'étudier les bases génétiques du cancer, le réle de mutations spécifiques et I'évolution de la
maladie.

v' Test de traitements : lls servent a évaluer I'efficacité et la sécurité de nouveaux
médicaments anticancéreux avant les essais sur I'nomme.

v' Etude des métastases : Des cellules de cancer peuvent étre injectées chez des souris
pour induire des métastases et étudier I'efficacité de thérapies a base de nanoparticules par

exemple.

2.6.2.Neurologie

Accidents vasculaires cérébraux (AVC): L'anatomie cérébrale de certaines especes,

comme les gerbilles, aide a comprendre les mécanismes des AVC.

Troubles neurodégenératifs : Des modeles animaux sont utilises pour étudier des maladies

comme I'Alzheimer ou les troubles du spectre autistique et leurs origines neurologiques.

Développement de thérapies : La recherche sur ces modeles vise a développer de nouvelles

thérapies et interventions pour ces maladies.
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Infectiologie

Découverte d'antibiotiques et vaccins : L'expérimentation animale a permis la découverte

de médicaments essentiels, comme des antibiotiques, et le développement de vaccins.
2.6 .3.Modeéles de maladies infectieuses

VIH : Des modéles de souris humanisées (modéle RAG-hu) sont utilisés pour étudier les

infections par le VIH.

Parvovirus de la souris (MPV) : Ce modéle est utilisé pour étudier I'effet des parvovirus sur

le systéme immunitaire et la recherche sur le cancer.

Toxoplasmose : Des souris sont utilisées pour diagnostiquer et étudier la toxoplasmose
congénitale a partir d'échantillons humains.

Diagnostic : Des animaux peuvent étre utilisés pour développer de nouveaux tests
diagnostiques, par exemple, grace a l'odorat des chiens pour le diagnostic précoce de

maladies comme la tuberculose.
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Chapitre 3 : Ethique et législation

L'éthique concerne les principes moraux du bien et du mal, tandis que la législation est
I'ensemble des régles imposées et sanctionnées par I'Etat. Si les lois peuvent s'inspirer de
I'éthique pour encadrer les pratiques, I'éthique va au-dela du strict cadre légal, visant un ideal
de conduite qui n'est pas toujours couvert par la loi. Les deux concepts, bien que distincts,
sont souvent liés, car les valeurs éthiques peuvent guider I'élaboration des normes juridiques

pour protéger les individus et la société.
3.1. Histoire de I’éthique animale en expérimentation

L'histoire de I'éthiqgue animale dans I'expérimentation est passée de I'ignorance des
souffrances animales a une réglementation stricte, marquée par des étapes clés comme le
premier acte de protection des animaux au Royaume-Uni en 1876, la formulation des 3R par
Russell et Burch en 1959 pour réduire, raffiner et remplacer les tests, et les directives
européennes des années 1980 et 2010 encadrant l'usage des animaux et promouvant les
alternatives. Ces évolutions ont été influencées par des débats philosophiques, le
développement des méthodes alternatives, et lI'action d'organisations de protection animale,

menant & une sensibilisation croissante et a une responsabilité morale accrue des chercheurs.
3.1.1 Les débuts et la prise de conscience (Antiquité — X1Xe siécle)

Antiquité : Les premiéres dissections animales remontent a I'Antiquité (vers le Ve siécle)
avec des figures comme Alcméon de Crotone, Hérophile et Aristote, sans conscience éthique

particuliére.

XVlle et XVIlle siécles: Des philosophes comme Jeremy Bentham commencent a
questionner la souffrance animale, mais la pratique reste tolérée si elle sert le progres

médical.

XIXe siecle : Le physiologiste Marshall Hall propose des recommandations pour améliorer
le bien-étre animal en 1835. Une premiére loi de protection des animaux domestiques est

votée au Royaume-Uni en 1876 , marquant un tournant réglementaire.
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3.1.2. formalisation des principes éthiques (XXe siecle)

1959 : Les scientifiques W.M.S. Russell et R.L. Burch introduisent la régle des « 3R » :
Réduire le nombre danimaux, Raffiner les méthodes pour minimiser la souffrance, et
Remplacer [l'utilisation d'animaux par des méthodes alternatives comme les cultures

cellulaires ou les simulations informatiques.

1978 : Le terme « méthodes alternatives » est introduit par David Smyth, désignant les

techniques ne faisant pas appel aux animaux vivants.

1975 : La publication de « La Libération animale » par Peter Singer popularise les arguments

utilitaristes sur les droits des animaux, influencant le débat éthique.

1980s-1990s : L'Europe met en place des réglementations pour harmoniser les législations
nationales, notamment avec la Directive 86/609/EEC, et la France crée ses premiers comités

d'éthique.
3.1.3. L'encadrement moderne et les évolutions récentes

2010 : Une nouvelle directive européenne (2010/63/UE) renforce la protection des animaux

et promeut les méthodes alternatives.

Cadre réglementaire actuel : L'expérimentation est aujourd'hui encadrée par des lois
nationales et européennes, qui s'appuient sur des principes comme les 3R et requiérent l'avis

des comités d'éthique avant toute expérimentation.

Responsabilité morale : La recherche animale implique désormais une responsabilité morale
de chaque personne impliquée, reconnaissant les animaux comme des étres sensibles et

doués de conscience.

3.2.Comité d’éthique et autorisation de protocoles

Un comité d'éthique est une instance pluridisciplinaire qui évalue et approuve les protocoles
de recherche, notamment ceux impliquant des sujets humains ou des animaux, afin de
protéger leur bien-étre, leur sécurité et leurs droits, tout en faisant avancer la
recherche. L'autorisation d'un tel comité est un avis écrit et formel, souvent conditionnant le
début et le financement de la recherche, et peut étre requise par les chercheurs, les institutions,

les instances de financement et les organismes de réglementation.
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3.2.1.r6le du comité d’ethique

Evaluation éthique : Le comité examine de maniére collégiale et pluridisciplinaire les

aspects ethiques des protocoles de recherche.

Protection des participants : 1l veille au respect de la dignité, de l'intégrité et des droits des
volontaires humains, en évaluant les modalités d'information, de consentement, de recueil et

de conservation des données.

Surveillance de la recherche : Il assure un suivi des recherches en cours pour garantir la

protection continue des participants.

Défense de I'institution : La présence et l'avis du comité permettent de protéger Il'institution

contre les litiges potentiels liés aux recherches.

Conseil : Le comité peut étre sollicité pour un avis sur la conception de nouveaux protocoles

ou des problématiques spécifiques.

3.2.2. Processus de demande d'autorisation

Préparation du dossier : Le chercheur doit soumettre un dossier comprenant, entre autres, le
protocole de recherche, la lettre d'information et le formulaire de consentement pour les

participants humains.
Soumission en ligne : Le dossier est déposé sur une plateforme dédiée du comité d'éthique.
Evaluation du comité : Les dossiers sont évalués lors de réunions pluridisciplinaires.

Communication de l'avis :Le comité émet un avis écrit, favorable ou défavorable,

communiqué aux demandeurs et aux autorités compétentes.

Archivage : Les dossiers et les décisions sont archivés par le comité.

3.2.3 .Différents types de comités

Comités d'éthique de la recherche (CER) : Evaluent les protocoles impliquant des personnes

humaines.

Comités d'éthique en expérimentation animale (CEEA): Les Comités d'Ethique en
Expérimentation Animale (CEEA) sont desorganismes chargés d'évaluer les protocoles de
recherche impliquant des animaux, le ministére de la recherche doit donner son autorisation apres

avis favorable du CEEA. Leurs missions incluent la réflexion sur la faisabilité scientifique,
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éthique et sociétale de I'expérimentation, la recherche de méthodes alternatives et I'application des

principes des 3R (Remplacer, Réduire, Raffiner) pour minimiser la souffrance animale .

Comités d'éthique cliniques : Conseillent sur des problématiques éthiques liées aux soins et

traitements aux usagers.

Comités de protection des personnes (CPP) : En France, ces comités sont la référence pour
les recherches impliquant des personnes humaines et sont liés aux comités d'éthique

universitaires.

3.3.Formation et certification du personnel (ex. : FELASA en Europe)

L'expérimentation animale est un cadre éthique et 1égislatif strict qui impose une formation et
une certification obligatoires pour tout personnel manipulant des animaux, en accord avec le
principe des "3R" (Réduire, Raffiner, Remplacer) et sous la supervision de comités
d'éthique. La formation couvre les aspects éthiques, 1égislatifs, physiologiques et de bien-étre
animal, et les établissements doivent étre agréés et respecter des conditions d'hébergement

strictes.

En Europe, la FELASA (Fédération Européenne des Associations en Sciences des Animaux
de Laboratoire) est un organisme qui accrédite des formations en expérimentation animale,
lesquelles sont exigées par la législation européenne et nationale pour garantir la compétence
du personnel et le bien-étre animal. La formation est obligatoire pour les personnels
manipulant des animaux et se concentre sur les principes éthiques (les 3Rs : Remplacer,
Reéduire, Raffiner), la réglementation, et la connaissance des especes pour assurer des

pratiques responsables.
3.3.1.Cadre Ethique et Législatif

Devoir moral : L'expérimentation animale repose sur le devoir de respect envers les

animaux, considérés comme des étres sensibles souffrant de douleur.

Principes des 3R : Les chercheurs doivent suivre les principes de Réduction, Raffinement et

Remplacement des expérimentations sur animaux.

Comités d'Ethique : Des comités d'éthique en expérimentation animale (CEEA) évaluent les

projets et veillent au respect des régles.
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Agréments : Les établissements utilisateurs, éleveurs et fournisseurs d'animaux doivent
obtenir un agrément des autorités compétentes, apres inspection et avis d'une commission
d'éthique.

Formation et Certification du Personnel

Obligation réglementaire : La formation est une exigence européenne et francgaise pour toute

personne utilisant des animaux vivants a des fins scientifiques.

Contenu de la formation: La formation inclut des connaissances de base (législation,
éthique) et des modules spécifiques au groupe d'espéces concerné (anatomie, physiologie,

comportement).

Niveaux de certification : Des certifications peuvent étre obtenues, par exemple au niveau de

"Concepteur de projet” ou d"' Applicateur de procédures expérimentales".

3.3.2.Législation

La premiére loi en matiére de protection animale a vu le jour en France le 25 juillet 1791,
I’animal est protégé mais en tant que propriété. Elle sera suivie par la loi Grammont, votée en
1850 qui promulgue la protection animale contre les mauvais traitements en public, mais elle
releve plus du domaine contraventionnel que de la véritable protection animale et concerne
surtout la maltraitance des chevaux par leur cocher. Ce n’est qu’en 1976 qu’apparait une loi

octroyant a I’animal un statut « d’étre sensible » et non plus « d’objet » (loi n°76-629, du 10

juillet 1976, JO 13/07/76,4203-6).

La premicre loi intéressant spécifiquement I’animal de laboratoire apparait quant a elle en
1985. 1l s’agit de la « convention européenne sur la protection des animaux vertébrés utilisés a
des fins expérimentales ou d’autres fins scientifiques » (conseil de I’Europe, 20 septembre
1985). Elle sera suivie d’une directive donnant la ligne de conduite a suivre pour traduire cette
loi en droit national (CEE 86-609, annexes | et I1). Cela a abouti, en France, au décret 87-848

du 19 octobre 1987 et a ses arrétés d’application qui réeglementent :

-la fourniture des animaux aux laboratoires agréés.
-les conditions d’attribution des autorisations d’expérimentation sur des animaux.
-les conditions d’agrément, d’aménagement et de fonctionnement des établissements

d’expérimentation animale (EEA).
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Ce texte sera complété par le décret 2001-464 du 29 mai 2001(5), précisant les champs
d’action de I’expérimentation animale, et qui responsabilise le chercheur : autorisation de
protocole, formation spécifique, recours a 1’anesthésie pour les interventions douloureuses...
La réglementation actuellement en vigueur en France (art R 214-87 a R 214-137 du code
rural) a été mise a jour par le décret 2013-118 et cinq arrétés, en date du ler février 2013 et
publiés le 7 février 2013, en application de la directive européenne 2010/63/UE et est sous la
responsabilité du ministére de I’agriculture. Elle établit les régles suivantes :

-La réglementation protége les animaux vertébrés, leurs formes larvaires ou feetales évoluées
et les céphalopodes. Sont donc concernés les mammiféres, poissons, oiseaux mais pas les
insectes. L usage des primates non humains est restreint et celui des grands singes est interdit.
- Les animaux doivent provenir d’élevages ou de fournisseurs agréés. Les animaux d'especes
domestiques errants ne peuvent pas étre utilisés sauf exigence sanitaire particuliere et sur
dérogation.

- Une expérience sur animaux n’est licite que si elle est nécessaire et irremplacable et que si
elle reléve de la recherche en santé humaine ou animale, de la protection de I’environnement
ou de I’enseignement supérieur ou professionnel ou d'enquétes médico-légales. Les principes
de remplacement (par une méthode ne nécessitant pas 11 d'animaux), de réduction (par la
diminution du nombre d'animaux au strict minimum) et de raffinement (par le choix des
méthodes les plus douces) doivent étre respectes.

-Les expériences douloureuses doivent étre pratiquées sous anesthésie sauf dérogation
documentée. La mort comme donnée d'observation de I'expérience, doit étre évitée autant que
possible.

- Tout établissement éleveur, fournisseur ou utilisateur doit étre agréé (conformité des
installations et de la formation du personnel). L'agrément est accordé pour 6 ans. Un
vétérinaire et une structure du bien-étre des animaux (SBEA) doivent étre désignés. Des
inspections régulieres sont réalisées. Une commission nationale de 1’expérimentation animale
composée de 20 membres (ministeres, recherche publique et privée, associations de protection
animale, professionnels de la recherche) donne des avis et fait des propositions.

-Un comité national de réflexion éthique sur I’expérimentation animale établit le bilan annuel
national d'activité des comités d'éthique et formule des recommandations. Il est composé de
14 membres (ministeres, professionnels, médecin, vétérinaire, philosophe, juriste, sociologue,
associations de protection animale).

- Cette directive européenne est complétée par la « charte portant sur I’éthique de

I’expérimentation animale », qui prone le respect de I’animal et le recours aux méthodes ou
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techniques qui visent a réduire au maximum les atteintes aux animaux et donc 1’application de
la régle des 3R, et la mise en place des comités d’éthique. Elle propose surtout aux chercheurs

d’adopter une démarche éthique dans leurs pratiques.

3.4. Reégles d’hébergement, d’alimentation, d’enrichissement

Les regles d'hébergement, d'alimentation et d'enrichissement des animaux expérimentaux sont
encadrées par la loi et les principes éthiques des 3R (Remplacer, Réduire, Raffiner), visant a
garantir le respect des animaux et la validité des expériences. L'hébergement doit étre adapté a
chaque espece, offrant de l'espace, des lieux de repos, de cachette et la possibilité
d'interactions sociales pour les espéces sociales. L'alimentation doit étre équilibrée et adaptée
aux besoins physiologiques de I'animal. L'enrichissement environnemental est une exigence
pour répondre aux besoins comportementaux et physiologiques, avec des objets, structures et

activités qui stimulent I'animal.
3.4.1.Régles d"Hébergement

Adaptation a I'espece: L'espace, le type de litiere et les matériaux utilisés doivent étre

adaptés aux espéces.

Espace: Les animaux ont besoin d'espace pour se déplacer, se cacher, se reposer et faire de

l'exercice.

Cachetes: Des endroits pour se cacher sont nécessaires pour les animaux, qu'ils vivent en

groupe ou seuls, pour se sentir en sécurité.

Environnement social: Les animaux d'espéces sociales doivent étre hébergés en groupe,

comme les lapins, pour satisfaire leurs besoins sociaux.

Confort et hygiene: La propreté des lieux d'hébergement est essentielle, avec des dispositifs

de nettoyage efficaces.

3.5.2. Régles d'Alimentation

Equilibre nutritionnel: L'alimentation doit étre formulée pour étre compléte et équilibrée, et

adaptée aux besoins spécifiques de lI'animal.

Adaptation a I'espéce: Le régime alimentaire doit correspondre au régime naturel de I'espece

(herbivore, carnivore, omnivore).
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Rationnement adapté: L'utilisation de régimes rationnés peut améliorer le bien-étre et les
performances, a condition d'étre correctement formulée.

Enrichissement du Milieu

Enrichissement comportemental : L'enrichissement vise & stimuler les animaux, leur

permettre d'exprimer leurs comportements naturels et réduire le stress.

Obijets et structures : Des objets variés comme des balles, des plateformes ou des structures
pour grimper peuvent étre introduits dans la cage pour stimuler l'activité physique et

mentale.

Stimulation sensorielle : L'enrichissement peut inclure des éléments qui stimulent les sens

des animaux, comme des odeurs spécifiques ou des sons doux.

3.5. Dilemmes éthiques et alternatives aux modéles animaux

Les dilemmes éthiques autour des modéles animaux soulevent des questions sur la souffrance
animale, leur consentement et leur pertinence scientifique, motivant le développement
d'alternatives comme les cultures cellulaires (in vitro), les organoides (mini-organes), et les
simulations informatiques (in silico). Ces méthodes, promues par la régle des 3R (Remplacer,
Reduire, Raffiner), visent & minimiser l'utilisation des animaux, a améliorer leurs conditions,

et a trouver des substituts fiables pour la recherche biomédicale.
3.5.1.Dilemmes éthiques des modéles animaux

Souffrance animale: L'expérimentation animale peut infliger douleur, souffrance et stress

aux animaux, qui sont des étres sensibles.

Mangue de consentement: Les animaux ne peuvent pas donner leur consentement éclairé a

étre utilisés pour des expériences.

Pertinence scientifique limitée: Les modéles animaux ne sont pas toujours fiables pour
prédire les effets sur I'hnomme, car il existe des difféerences physiologiques significatives entre
les especes. Par exemple, des substances toxiques pour un animal ne le seront pas forcément

pour I'homme, et vice-versa.
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3.5.2. Alternatives aux modeles animaux ( chapitre 5 livre dexperimentation animale

Les alternatives modernes permettent de remplacer, réduire, ou affiner (la régle des 3R) les

expérimentations animales :

Approches in vitro: Ces méthodes utilisent des systémes biologiques en dehors d'un

organisme vivant.

Cultures cellulaires et de tissus : Permettent d'étudier les effets de substances sur des

cellules humaines.

Organoides : De petits organes artificiels en 3D, cultivés a partir de cellules souches, qui
imitent la structure et la fonction d'organes réels.

Approches in silico: Elles font appel a des modeles informatiques et mathématiques.
Simulations numériques : Permettent de modéliser les processus biologiques et les

interactions chimiques sans recourir a des animaux.

Modéles animaux ciblés: Des animaux génétiquement modifiés peuvent étre plus pertinents
pour des études spécifiques, réduisant ainsi le nombre d'animaux utilisés et augmentant la

fiabilité des résultats.
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Chapitre 4 : Technique de culture cellulaire (généralités)

La culture cellulaire est le processus par lequel les cellules procaryotes, eucaryotes ou
végétales sont cultivées dans des conditions contr6lées. Mais en pratique, il se référe a la
culture de cellules dérivées de cellules animales.

La culture cellulaire est une technique de laboratoire permettant de faire vivre in vitro des
cellules, de diverses natures et d'origines, d’en modifier les propriétés ou d'augmenter leur
nombre, afin d’endisposer en grande quantité pour ce qu'on veut en faire. La culture cellulaire
n’est pas une fin en soi,mais un outil indispensable a la biologie cellulaire eucaryote. Il s'agit
d'obtenir un type de cellule vivante, de trouver un moyen de le faire survivre dans les
conditions artificielles du laboratoire, au mieux de la faire proliférer, tout en maintenant des
conditions de stress acceptables. Les conditions et les propriétés du milieu de culture sont
pour cela capitales La culture cellulaire a été entreprise avec succes par Ross Harrison en
1907. Roux en 1885, pour la premiere fois maintenu des cellules embryonnaires de poulet

dans une culture cellulaire.
4.1. Evénements historiques dans le développement de la culture cellulaire

1878 : Claude Bernard proposa que les systemes physiologiques d'un organisme puissent
étre maintenus dans un systeme vivant aprés la mort d'un organisme.

1885 : Roux montrait que les cellules embryonnaires de poulet pouvaient étre maintenues en
vie dans

une solution saline hors du corps de I’animal.

1903 : Jolly observa la division cellulaire des leucocytes de salamandres in vitro.

1907 : Harrison cultiva des cellules nerveuses de grenouille dans un caillot lymphatique
(caillot ou

coagulum ou thrombus : Masse molle, semi-solide, formée par la coagulation d'un liquide, tel
que le

sang, la lymphe, le lait, etc. Ce terme sapplique plus particuliérement au sang. et observa la
croissance

des fibres nerveuses in vitro pendant plusieurs semaines. Il fut considéré par certains comme

le pérede la culture cellulaire.
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1910 : Burrows reussit a cultiver a long terme des cellules embryonnaires de poulet dans des
caillotsde plasma. Il fit une observation détaillée de la mitose.

1911 : Lewis et Lewis mettent au point les premiers milieux liquides composés d'eau de mer,
de sérum,d'extrait d'embryon, de sels et de peptones. Ils observérent une croissance
monocouche limitée.

1913 : Carrel introduit des techniques aseptiques strictes pour que les cellules puissent étre
cultivéespendant de longues périodes.

1916 : Rous et Jones introduisent I'enzyme protéolytique trypsine pour la sous-culture des
cellules adheérentes.

1923 : Carrel et Baker développent «Carrel» ou «T-flask» en tant que premier récipient de
culture cellulaire spécifiquement concu. Ils utilisérent I'évaluation microscopique des cellules
en culture.

1927 : Carrel et Rivera produisent le premier vaccin viral - la vaccine.

Années 1940: L'utilisation des antibiotiques pénicilline et streptomycine dans le milieu de
culture diminue le probleme de la contamination en culture cellulaire.

1948 : Earle isola des fibroblastes L de souris qui formerent des clones a partir de cellules
individuelles.

Fischer développa un milieu chimiquement défini, CMRL 1066.

1952 : Gey établit une lignée cellulaire continue a partir d'un carcinome cervical humain
connu sous le nom de cellules HeLa (Helen Lane). Dulbecco misa au point un essai sur
plaque pour les virus animaux en utilisant des monocouches confluentes de cellules cultivées.
1955 : Eagle étudia les besoins nutritionnels de cellules sélectionnées en culture et a établi le
premier milieu chimiquement défini largement utilisé.

1961: Hayflick et Moorhead isolent des fibroblastes humains (W1-38) et montrent qu'ils ont
une durée de vie limitée en culture.

1965 : Ham introduit le premier milieu sans sérum capable de supporter la croissance de
certaines cellules.

1965 : Harris et Watkins furent capables de fusionner des cellules humaines et de souris en
utilisantun virus.

1978 : Sato établi la base pour le développement de milieux sans sérum a partir de cocktails

d'hormones et de facteurs de croissance.

31



Techniques de culture cellulaire et modéles d’expérimentation animale M1 BA

4.1.1 Développements majeurs dans la technologie de culture cellulaire

- Le premier développement a été l'utilisation d'antibiotiques qui inhibe la croissance des
contaminants.

- Deuxiemement, l'utilisation de la trypsine pour éliminer les cellules adhérentes a la
sousculture plus loin du récipient de culture.

- Le troisieme était l'utilisation d'un milieu de culture chimiquement défini.

4.1.2. Avantages de la culture cellulaire

- Etude du comportement cellulaire sans les variations qui surviennent chez l'animal.

- Le contrdle de I'environnement de croissance conduit a l'uniformité de I'échantillon.

- Les caractéristiques des cellules peuvent étre maintenues sur plusieurs générations,
conduisant a une bonne reproductibilité entre les expériences.

- Les cultures peuvent étre exposées a des réactifs, par ex. produits chimiques radioactifs ou
médicaments & des concentrations définies.

- Enfin, il évite les problemes juridiques, moraux et éthiques de I'expérimentation animale.

4.1.3. Inconvénients de la culture cellulaire

- Devoir développer des techniques standardisées afin de maintenir des cellules reproductibles
saines pour les expériences.

- Prend le temps d'apprendre la technique aseptique.

- La quantité de matériel est limitée.

- La dédifférenciation et la sélection peuvent se produire et de nombreux meécanismes

cellulaires d'origine peuvent étre perdus.

4.2. Matériel de base et environnement stérile

La culture cellulaire se base sur 1’utilisation d'outils, que sont :

- un endroit stérile et le restant, pour manipuler les cellules sans les contaminer (poste de
sécurité microbiologique ou Hotte stérile).

- un endroit remplissant les conditions nécessaires a la vie des cellules : un incubateur.

- du milieu de culture, qui varient selon le type de cellule et ce que 1’on veut en faire. D'autres
matériels sont également utiles :

- un réfrigérateur (+4 °C) pour stocker les milieux de culture.

-un milieu de congelation
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- un congélateur (-80 °C, ou un congélateur a azote liquide) pour stocker les cellules
congelées.
- Une centrifugeuse réfrigérée

-Un microscope.

4.2.1. Poste de sécurité microbiologique (PSM) (Hotte aflux laminaire)

Une enceinte destinée a assurer la protection del'utilisateur et de I'environnement contre les
dangers liésaux aérosols

- une paillasse inox (parfois perforée)

- des grilles d’aspiration

- un écran transparent

- un ventilateur créant une aspiration d’air par les grilles d’aspiration

-une zone de filtration d’air par deux filtres HEPA retenant toute particule de diamétre >0,3
um redistribuant ’air filtré dans I’enceinte de travail 65 % d’air stérile dans I’atmosphére les

35% restants

s =

Figure 5 : Poste de sécurité microbiologique.
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Entretien

v Le plan de travail doit étre propre et rangé de maniére a ne pas perturber le flux d’air.

v' 1l faut nettoyer le plan de travail avec de 1’éthanol a 70% avant et aprés chaque
manipulation. Ne jamais utiliser d’eau de javel.

v Tout matériel disposé sous la hotte doit étre propre.

v 1l faut enlever les plateaux de la hotte 1X/ semaine et bien nettoyer le fond de la hotte
(détergent 7X, eau, puis éthanol a 70%).

v En fin de journée, on peut installer les UV ou laisser fonctionner la hotte en % vitesse
(suivant la position des UV, ils n’atteignent pas toujours toutes les parties de la hotte d’ou

I’intérét du fonctionnement en 'z vitesse).

v" Les filtres des hottes sont vérifiés 1 X/ an.

4.2.2. Incubateurs
Les incubateurs fonctionnent a 37°C et a 5% de dioxyde de carbone pour maintenir le pH du
milieu & un pH correct. Ils ont tous des compteurs pour enregistrer la température et le niveau

de gaz. Il y a des alarmes pour indiquer quand elles s'écartent des parameétres réglés.

Entretien

v Le nettoyage de I’incubateur doit étre fait impérativement 1X/mois.

v 1l existe un réel risque de contamination bactérienne ou de champignon di au taux

d’humidité dans I’incubateur (présence du bac d’humidification).

v Si vous constatez une contamination dans vos cultures, il faut impérativement nettoyer

I’incubateur méme si I’incubateur a été nettoyé récemment.
v Nutilisez pas de substances fortement alcalines ou caustiques.

v" N'utilisez pas d’hypochlorite de sodium (eau de Javel).L’appareil pourrait se dégrader et

rouiller.

v" On peut utiliser un détergent neutre de type 7X. Le ringage se fait ensuite a 1’eau

déminéralisée. La surface nettoyée est désinfectée avec de 1’éthanol a 70%.

v Avant de démarrer le nettoyage, mettre la consigne de CO2 a 0% et clamper I’arrivée de

CO2 a ’arriere de I’appareil.

v Ne jamais arréter I’appareil en intervenant sur I’interrupteur principal.
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v" Videz le bac d’humidification. Brossez-le et rincez.

v' Enlevez les plateaux. Nettoyez-les avec du détergent 7X, rincez avec de I’eau
déminéralisée et désinfectez avec de ’alcool a 70%. Laissez sécher et enveloppez-les dans un

sac autoclave puis autoclavez.

v' Enlevez le ventilateur en tirant vers le bas. Nettoyez et désinfectez le ventilateur, le
bouchon en néoprene (qui ferme l'orifice qui sert a mettre en place des éventuels appareils de

mesure), et le pourtour de la sonde.
v Désinfectez le capteur (sonde a CO2) en prenant soin de ne pas le saturer.
v Nettoyez les joints de porte, la porte vitrée et la porte extérieure.

v" Replacez les plaques d'habillage dans I'ordre suivant apres avoir remis le ventilateur en
place: la paroi pleine a droite, la colonne transversale et la paroi avec une encoche dans le bas

a gauche.
v' Remplissez le bac d'humidification avec de I'eau déminéralisée et mettez-le en place.
v Il est conseillé de nettoyer le bac 2X/ mois pour éviter des contaminations microbiennes.

v Il faut prévoir un jeu de plateaux

4.2.3. Centrifugeuses
Il 'y a des centrifugeuses dans chaque zone de culture cellulaire qui sont refrigérées. Les
cellules humaines doivent étre des centrifugées dans des rotors scellés. 100 x g est assez dur

pour sédimenter les cellules, des forces g plus élevées peuvent endommager les cellules.

4.2.4. Réfrigérateurs et congélateurs

Les deux éléments sont trés importants pour le stockage de milieux liquides a 4 ° C et pour
des enzymes (par exemple, la trypsine) et certains composants de milieu (par exemple, la
glutamine et le sérum) a -20 ° C. Un réfrigérateur ou une chambre froide est nécessaire pour
stocker les milieux et les tampons. Un congélateur sera nécessaire pour conserver des stocks
pré-aliquotes de sérum, de nutriments et d'antibiotiques. Les reactifs peuvent étre conservés a
une température de -20 ° C mais si les cellules doivent étre conservées, il peut étre nécessaire

de fournir de I'azote liquide ou un congélateur a -70 ° C.

4.2.5. Microscopes
Un simple microscope inversé est essentiel pour que les cultures puissent étre examinées dans

les flacons et des plaques. Il est essentiel de pouvoir reconnaitre les changements
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morphologiques dans les cultures car ceux-ci peuvent étre la premiere indication de la
détérioration d'une culture. Un microscope optique trés simple avec un grossissement x 100
suffira pour les numérations cellulaires de routine dans un hémocytomeétre, bien qu'un
microscope de bien meilleure qualité soit nécessaire pour l'analyse chromosomique ou

l'autoradiographie.

4.2.6. Congélateur d'azote liquide

Invariablement, pour les lignées cellulaires continues et finies, les échantillons de cultures
devront étre congelés pour le stockage. Il est important de maintenir la continuité dans les
cellules afin de prévenir la dérive génétique et de prévenir la perte de la lignée cellulaire due a
la contamination et & d'autres

problemes. La procédure de congélation des cellules est générale pour toutes les cellules en
culture. Ils doivent étre congelés en phase de croissance exponentielle avec un conservateur
approprié, habituellement du diméthylsulfoxyde (DMSQO). Les cellules sont congelées
lentement a 1 ° C / min jusqu'a -50 ° C puis maintenues a -196 °C immergees dans du N2
liquide (dans des ampoules de verre scellées) ou sur la surface liquide dans la phase gazeuse

(ampoules a bouchon a vis).

4.2.7. Contenants de culture tissulaire

Une variété de matériel de culture de tissus est disponible, la plus commune étant
spécialement le polystyrene traité. Bien que tous les plastiques de culture de tissus devraient
soutenir la croissance cellulaire adéquatement, il est essentiel lors de l'utilisation d'un nouveau
fournisseur ou type de plat pour s'assurer que les cultures y poussent tres bien.

Les cellules peuvent étre maintenues dans des boites de Pétri ou des flacons (25 cm2 ou 75
cm2) qui ont lI'avantage supplémentaire que les flacons peuvent étre gazés et ensuite scellés de
sorte qu'un incubateur a CO2 n'a pas besoin d'étre utilisé. Ceci est particulierement utile si les
incubateurs échouent.

v Il faut enlever toute trace de marqueur et toute étiquette.

v Les bouteilles vides doivent étre rincées a I’eau et trempées dans le bac prévu a cet effet.
Ces bouteilles doivent étre trempées totalement, fond en bas et goulot vers le haut en

éliminant toutes les bulles d’air.

v" Ces bacs sont nettoyés 1 fois par semaine par les responsables des piéces de culture

délocalisées.
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v' De la propreté de ces bacs dépendra la propreté des bouteilles utilisées pour la

préparation des milieux de culture.

4.3.Milieux de culture : composition, types, additifs
Les milieux de culture doivent reproduire aussi fidélement que possible les conditions de
I’environnement que les cellules trouvaient in vivo. Ils doivent donc étre a la fois :
- vecteur d’éléments nutritifs,
- contribuer au maintien des conditions physico-chimiques telles que pH et osmolarité
- et permettre la prolifération des cellules (divisions cellulaires).
Un milieu de culture peut consister :
- en I’association d’un milieu synthétique de base + sérum (le plus performant étant le sérum
de veau foetal)

- ou un milieu de culture peut-&tre un milieu défini = milieu synthétique sans sérum.

4.3.1. Milieux synthétiques de base

Les milieux de base sont tous synthétiques, de composition plus ou moins complexe, ils
portent généralement le nom du chercheur qui les a mis au point : Eagle, Parker, Ham,
Dulbecco, Grace, ... On les désigne également par ’appellation MEM = Milieu Essentiel
Minimum. Ces milieux sont dits de base car ils assurent seulement la survie des cellules in
vitro.

La prolifération et I’expression des différentes fonctions cellulaires en culture nécessitent

I’addition d’une certaine concentration de sérum au milieu synthétique de base.

4.3.1.1. Milieu synthétique de base : nature des constituants

Sels minéraux

7 ions sont indispensables Na+, K+, PO4-, Mg2+, Ca2+, Cl-, CO3 2- (carbonate). Certains
milieux contiennent aussi des métaux a 1’état de traces comme le fer, le cuivre, le cobalt, le

sélénium.

Acides aminés

a.a. essentiels : 8 chez I’lhomme (Ileu, Leu, Lys, Meth, Phe, Thréo, Trp, Val). autres a.a. dont
la capacité de synthése a été perdue lors du passage in vitro : au moins cing autres Gin, Tyr,
Cys, Arg et His.

37



Techniques de culture cellulaire et modéles d’expérimentation animale M1 BA

NB :

Cas particulier de la glutamine (GIn) qui est indispensable pour quasiment toutes les cellules
de mammiferes en culture : cet acide aminé n’est pas stable en solution méme a 4°C, il faut
donc le rajouter au milieu lors d’une longue conservation du stock (il existe formule milieu
sans GIn notée w/o Gln, il faudra donc ajouter la GIn a chaque utilisation).

La GlIn sert de précurseur pour la synthese des purines, des pyrimidines, des sucres aminés et
de quelques acides aminés. Une carence en glutamine peut conduire a un arrét de la

croissance cellulaire dd a une inhibition de la synthése de I’ADN.

Vitamines : Les besoins sont variables suivant les types cellulaires. Selon Eagle, 8 vitamines
sont indispensables : choline, acide folique, thiamine, pyridoxal, riboflavine, acide

nicotinique, inositol, acide panthoténique.

Glucose : la substance énergétique fondamentale est généeralement le glucose a la
concentration de 1 g/L, concentration semblable a celle du serum humain). Le glucose est
quelquefois substitué par d’autres oses tels que le galactose, le mannose ou le fructose. Dans
les milieux riches on peut trouver des acides cétoniques tels que I' a-cétoglutarate ou le

pyruvate.
Rouge de phénol : indicateur coloré dont la zone de virage est située aux pH de 7,2-7,6.

Systeme tampon, on a deux possibilités :

- utilisation du couple (bicarbonate de sodium, dioxyde de carbone), NaHCO3 apporté dans le
milieu et CO2 (a 5 %) dans I’atmospheére de 1’étuve. - utilisation d’une molécule organique
tampon dans le milieu, 'HEPES (ou acide 4-(2- hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane

sulfonique).

4.3.1.2. Milieu synthétique de base : rdles des constituants
Sels minéraux

-Servent de cofacteurs d’enzymes,

-jouent un réle dans la pression osmotique,

-le potentiel de membrane,

-les communications (second messager Ca++),

-les transports (ion cotransporté Na+ par exemple),

-la régulation du pH,
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-attachement des cellules (notamment le Ca++), entrent dans la constitution de certaines

molécules (groupement prosthétique, phosphate ou autres), ...

Acides aminés : Sous-unités constitutives des protéines.

Vitamines : Cofacteurs d’enzymes ou précurseurs pour la synthése de molécules.

Glucose : Source d’énergie (catabolisme énergétique) et source de carbone (anabolisme).
Rouge de phénol : Permet de visualiser les variations du pH, adapté car zone de virage située
a la valeur du pH a réguler.

Systeme tampon : Permet la régulation du pH : régulation obligatoire pour les cellules de

mammiferes notamment qui sont issues d’un organisme ou régne 1’homéostasie.

4.3.2. Sérum

Mises en culture en présence d'un milieu synthétique de base tel que nous venons de le
décrire, la plupart des cellules ne sont généralement aptes qu'a la survie. Le déclenchement de
la division cellulaire n'est possible qu'en présence d'un certain nombre de facteurs mitogenes,
le plus souvent fournis par le serum. Le pourcentage de sérum additionné au milieu de base
varie, selon le type cellulaire, de 2 a 20 %, le plus souvent de 1’ordre de 5 a 10 %.

On peut utiliser des sérums d'origine humaine ou animale, d'individus jeunes, sachant que
I'effet cytostimulant global du serum est inversement proportionnel a I'age du donneur. le
SVF, on peut citer aussi le liquide amniotique enrichi en certains constituants. Les plus
fréquemment retrouvés sont

: le sérum de veau, le sérum de veau nouveau-né, le sérum de veau foetal (SVF), ce dernier
ayant les

meilleures performances. Il existe actuellement des mélanges permettant de remplacer. Le
sérum est un mélange de composition extrémement complexe qui contient, entre autres, un
grandnombre de substances libérées par toutes sortes de types cellulaires de I'organisme

donneur.

4.3.2.1. Sérum de veau foetal : constituants et roles

La nature de certains de ses constituants sera évoquée ultérieurement dans le paragraphe sur
les milieux definis.

Facteurs de croissance et des hormones : Facteurs de croissance = peptides impliqués dans
le contrdle du cycle cellulaire (messagers chimiques), ils ont un effet mitogene et permettent
la prolifération cellulaire.

Hormones = messagers nécessaires a la mise en place de certaines fonctions cellulaires.
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Facteurs d'attachement : Glycoprotéines qui favorisent l'adhérence des cellules (c'est
important surtout en début de culture car les cellules sont peu nombreuses et conditionnent

mal le milieu de culture).

Eléments qui assurent une protection des cellules Ils augmentent la viabilite.

Propriété nutritive : Riche en nombreux oligoéléments.

4.6.2.2. Avantages et inconvénient de ’utilisation du sérum de veau foetal

La présence de serum peut étre, toutefois, un facteur limitant. En effet :

Avantages

- Apport des facteurs de croissance permettant la prolifération cellulaire.

- Apport d’hormones.

- Apport de facteurs d’attachement contribuant a la bonne adhérence indispensable a la
division cellulaire.

- Réle protecteur : augmente la viabilité cellulaire et la stabilité des produits cellulaires.

- Propriétés nutritives (nombreux métabolites, ions, oligoéléments et lipides en solution).

- Pouvoir tampon.

- Apport de protéines de transport (transportent des substances de faible poids moléculaire, fer
et acides gras par exemple).

- Pouvoir détoxifiant : absorbe et neutralise les toxines.

Inconvénients

- Composition non définie.

- Variabilité de lot a lot.

- Problémes d’innocuité : il s’agit d’un produit biologique qui méme prélevé stérilement et
stérilisé par filtration peut renfermer des virus, des toxines, des prions, des mycoplasmes.

- Teneur élevée en protéines donc probleme d’interférences lors de la purification des
protéines d’intérét synthétisées par les cellules (ex : protéines recombinantes, protéines avec
application thérapeutique).

- Approvisionnement variable donc variabilité des prix.

- Favorise préférentiellement la croissance des fibroblastes dans des cultures primaires (par

rapport aux autres types de cellules).
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NB :
Le sérum présente ['avantage d'apporter des inhibiteurs de protéases, I'a2-macroglobuline et
I'al- antitrypsine, qui inactivent la trypsine que I'on utilise en routine pour le repiquage des

cultures.

4.3.3. Milieux définis ou milieux synthétiques sans sérum

Devant la faible reproductibilité de certains résultats, les chercheurs ont évolué vers la mise au
point de milieux dépourvus de sérum, enrichis en facteurs rigoureusement controlés. Ces
milieux sont appelés milieux définis. Différents constituants définis sont additionnés a des
concentrations définies a un milieu synthétique de base riche (type HAM F12 ou MCDB 104).

L'addition de ces substances varie en fonction des exigences du type cellulaire cultivé.

4.3.3.1. Nature des constituants ajoutés a un milieu de base riche

Hormones

-L’insuline (Utilisée a la concentration de 5 a 10 ug/mL). C’est une substance importante pour
certaines lignées cellulaires. Cependant elle n’est pas tres stable dans les milieux sans sérum,
¢’est pourquoi on peut admettre que pour beaucoup de cellules elle ne joue un role important
qu’en début de culture. Elle serait inutile lorsque les cellules sont en pleine croissance.
L’insuline peut étre remplacée par :

- ’IGF (Insuline-like Growth Factor)

- Hydrocortisone

- Progestérone

- Oestradiol

- Hormone de croissance

- Somatomédine

- Hormone parathyroide.

Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance se classent plutbt comme étant des substances paracrines ou
autocrines, appelés de facon plus générale, médiateurs chimiques locaux. Leur action sur les
cellules est déclenchée par la formation d'un complexe spécifique avec un récepteur et il en
résulte alors :

- soit une augmentation de la taille de la cellule,

- soit une augmentation de la population cellulaire,

- soit une induction ou un blocage d'une étape de différenciation.
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Les facteurs de croissance sont des polypeptides dont la majorité d'entre eux sont actuellement
produits par recombinaison et donc disponibles en quantité suffisante.

Toutefois, un milieu sans sérum et contenant ces facteurs devient trés onéreux. Un tel milieu
n’est utilisable que pour la recherche, mais rarement pour la production.

- EGF (Epidermal Growth Factor)

- FGF (Fibroblast Growth Factor)

- NGF (Nerve Growth Factor)

- PDGF (Plateled-Derivated Growth Factor = facteurs de croissance des cellules
endothéliales d’origine plaquettaire)

- TGF (Transforming Growth Factor)

- Différents interférons

- Différentes interleukines

Facteurs d'attachement

Les supports tapissés (« coatés ») avec un substrat protéique constituent des surfaces de choix
pour la culture des cellules dont I’adhésion est difficile. Ils favorisent aussi la différenciation
des cellules cultivées. Certains facteurs d’attachement peuvent aussi étre introduits en solution

dans le milieu de culture.

Poly-L-lysine : c¢’est une molécule synthétique présentant de nombreuses charges positives.
La poly-lysine amplifie l'interaction électrostatique entre les ions négatifs de la membrane
cellulaire et les ions positifs de la surface cellulaire présents dans les facteurs de fixation de la
surface de la culture. Une fois adsorbée en surface des cellules, elle augmente le nombre de
sites chargés positivement disponibles pour la fixation des cellules au support plastique

chargé négativement.

Collagene : glycoprotéine fibreuse dont le role peut étre comparé a une armature. C’est une
protéine structurale, les molécules de collagéne jouent le role de cable entre les cellules de
notre corps et c’est la protéine la plus abondante de I’organisme (notion de « colle »). Il est

secrété par les cellules des tissus conjonctifs.

Fibronectine : glycoprotéine qui contribue a 1’organisation de la matrice extracellulaire et a
I’adhésion cellulaire. In vivo, ¢’est une molécule-clé pour 1’adhérence des cellules a la matrice

extracellulaire (les récepteurs de la fibronectine sont notamment les intégrines). La
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fibronectine est également un facteur limitant la prolifération tumorale. Les cellules

métastatiques n’ont pas de fibronectine qui se lient a leur membrane.

Laminines : famille de glycoprotéines qui forment le constituant majeur de la lame basale, en
dehors du collagéne. La lame basale est un assemblage de protéines et glycoprotéines
extracellulaires sur lequel reposent les cellules épithéliales. Elle permet I'adhérence de la
cellule épithéliale au tissu conjonctif sous-jacent. Les molécules constitutives de la lame

basale sont sécrétées par les cellules épithéliales.

Gélatine : Elle est obtenue par I'ébullition prolongée de la peau animale, des os et des tissus
conjonctifs. Elle est constituée a environ 98-99 % (en poids a sec) de protéines. Elle est

utilisée comme agent collant.

Protéines de transport

Albumine sérique bovine (BSA ou SAB en anglais) peut étre utilisée a une concentration
maximale de 5g/L (souvent 0,1-1 g/L). Elle remplit différentes fonctions dont celle d’étre le
transporteur de substances lipophiles (acides gras, éléments de trace, hormones et vitamines
liposolubles), mais aussi de permettre la détoxification du milieu (transport de H202, fixation
de toxines).

L’albumine peut étre remplacée par le PEG-20000 (Polyethylene glycol), la Pluronic F68 ou
le TWEEN 85, qui peuvent aussi protéger les cellules contre les effets du cisaillement.

Le dextrane et les cyclodextrines peuvent remplacer 1’albumine pour leur potentiel

d’absorption des lipides, ce qui permet d’approvisionner les cellules en ces substances.

Transferrine :Elle est utilisée en concentration de 1 a 100 mg/L. Son premier rdle est de
transporter le fer (d’ou son nom), mais elle permet également de détoxifier d’autres métaux.
La transferrine peut étre remplacee par du fer (Fe++ ou Fe+++), complexé par le citrate, la

glycylglycine ou d’autres acides organiques.

Antioxydants
Le role des antioxydants est trés important lors de cultures menées en milieu sans sérum. 1ls
doivent inactiver les peroxydes générés au cours de la croissance, une fonction normalement

assurée par le sérum.
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- On utilise du b-mercaptoéthanol (environ 10uM), du Na2SeO3 (10-60 nM ; le Se est
essentiel pour [’activité de la glutathion peroxydase), du glutathion, les vitamines E et C, du

pyruvate, etc.

Substances lipidiques

- Les substances lipidiques sont essentielles pour les cellules car elles contiennent les
précurseurs de la synthése des prostaglandines, nécessaires pour certaines cellules
particuliéres, et sont incorporées apres d’éventuelles modifications dans les membranes
cellulaires. Classiquement, elles sont ajoutées apres formation de complexes avec la BSA,

mais plus récemment aussi avec la dextrane ou les dérivés de dextrine

4.4.Conditions optimales de culture : température, CO:, humidité

La surveillance de paramétres tels que la température, 1’humidité et le dioxyde de carbone
(CO) est d’une importance capitale dans le domaine de la culture cellulaire. Cette pratique est
bien plus qu’une simple mesure de routine ; elle constitue un pilier fondamental pour assurer

des conditions optimales de croissance et de développement des cellules en laboratoire.

4.4.1.1a température

La température constitue I’'un des parametres les plus critiques dans tout environnement de
culture cellulaire. Son maintien constant est impératif pour assurer la viabilité cellulaire
optimale ainsi que le bon déroulement des processus métaboliques essentiels. En effet, les
cellules sont sensibles aux variations de température et toute fluctuation peut entrainer des

conséquences néfastes sur leur physiologie et leur fonctionnement.

Maintenir une température constante est essentiel pour garantir des conditions stables et
reproductibles favorables a la croissance cellulaire. Les cellules sont souvent cultivées a des
températures spécifiques qui correspondent a leur environnement physiologique naturel. Des
écarts par rapport a cette plage de température optimale peuvent entrainer un stress cellulaire,

compromettant ainsi la survie et la fonction des cellules.

La température joue un rble déterminant dans la régulation des processus biologiques
fondamentaux au sein des cellules, y compris la synthese des protéines, la division cellulaire
et le métabolisme énergétique. Des variations de température peuvent perturber ces processus,
entrainant une altération de la viabilité cellulaire, une diminution de la croissance et une

altération de la fonction cellulaire.
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4.4.2.L’humidite,

L’humidité constitue un autre parameétre critique a surveiller dans les environnements de
culture cellulaire, jouant un role essentiel dans la qualité de I’air des incubateurs et les

conditions de croissance des cellules.

Quelle est la relation entre ’humidité et la qualité de ’air dans les incubateurs ?

L’humidité relative de 1’air dans les incubateurs influence directement la qualité de
I’environnement de culture. Un niveau d’humidité adéquat est nécessaire pour maintenir la
stabilité des conditions de culture, en évitant notamment le desséchement des milieux de
culture et des cellules elles-mémes. De plus, une humidité appropriée peut contribuer a
prévenir la contamination microbiologique en maintenant un environnement inhospitalier

pour les agents pathogénes.

L’humidité joue un role crucial dans la régulation de la prolifération cellulaire et de la
morphologie. Des niveaux d’humidité inappropriés peuvent perturber [’homéostasie
cellulaire, entrainant une diminution de la viabilité cellulaire, une altération de la croissance et
une modification de la morphologie des cellules. Une humidité optimale favorise également la
stabilité du pH dans les milieux de culture, contribuant ainsi a maintenir des conditions

favorables a la croissance cellulaire.

4.4.3. Le dioxyde de carbone (CO-)

Le dioxyde de carbone (CO2) est un élément essentiel dans la culture cellulaire, jouant un role

fondamental dans divers aspects de la physiologie cellulaire et des processus de culture.

Le CO2 est impliqué dans de nombreuses réactions cellulaires, notamment la photosynthése
chez les organismes autotrophes et la respiration cellulaire, qui produit du CO2 comme sous-
produit chez les organismes hétérotrophes. Dans les cultures cellulaires, le CO: est utilisé
comme source de carbone pour la synthese de biomolécules telles que les glucides, les lipides

et les acides amineés, indispensables a la croissance et a la survie des cellules.
Quel est 'impact sur la régulation du pH et la croissance cellulaire ?

Le CO: joue un rdle crucial dans le maintien du pH optimal du milieu de culture. En se
dissolvant dans le milieu, le CO: forme de 1’acide carbonique, qui agit comme un tampon
pour maintenir le pH du milieu de culture dans une plage appropriée pour la croissance
cellulaire. Un équilibre adéquat du CO: dans le milieu est donc essentiel pour assurer des

conditions de pH stables, favorisant ainsi la croissance et la viabilité des cellules en culture.
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Le controle précis du CO: est particulierement crucial dans des domaines tels que la
production d’anticorps, ou des cultures cellulaires de haute densité sont nécessaires pour
obtenir des rendements élevés en protéines recombinantes. De méme, en ingénierie tissulaire,
la fourniture adéquate de CO: est essentielle pour maintenir des conditions de culture

optimales et favoriser la différenciation et la maturation des tissus en développement.
4.5.5. Passages cellulaires, congélation et décongélation

4.5.1 Passages cellulaires

Les passages cellulaires, aussi appelés sous-cultures, sontla procédure par laquelle des
cellules provenant d'une culture existante sont divisées et transférées dans de nouveaux
milieux de culture pour en démarrer de nouvelles. Cette étape est essentielle pour maintenir la
santé et le bon fonctionnement des cultures cellulaires en fournissant aux cellules des
nutriments frais et de I'espace, permettant ainsi leur expansion et prolongeant leur durée de

vie.
Pourquoi effectuer des passages cellulaires ?

4.5.1.1Expansion cellulaire : Pour obtenir un plus grand nombre de cellules a partir d'une

culture initiale.

4.5.1 .2.Maintien de la santé cellulaire : Pour éviter que les cellules ne souffrent d'inhibition
de contact (réduction de la prolifération due a la surpopulation) et d'épuisement des

nutriments, qui peuvent entrainer une dégradation de la culture.

4.5.1 .3.Production de lignées cellulaires : Pour continuer a utiliser des cellules spécifiques

pour la recherche et d'autres applications.

4.5.2 Cryoconservation

Les cellules sont cryoconservés afin d’éviter toutes pertes par contamination, de minimiser le
changement génétique dans des lignées cellulaires continues, et d'éviter le vieillissement et la
transformation dans des lignées cellulaires finies. Avant de la cryoconservation, les cellules
doivent étre caractérisées et veérifiées pour la contamination. Il ya plusieurs milieux communs
utilisés pour congeler les cellules. Il est possible de les traiter avec des agents cryoprotecteurs
adaptés, comme le diméthylsulfoxyde (DMSO) ou le glycérol, de les congeler délicatement
puis de les stocker a des températures cryogéniques (en dessous de —130°C) jusqu'a ce qu'on

en ait besoin.
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Pour un milieu contenant du sérum, les constituants peuvent étre les suivants :

X/

¢+ Milieu complet contenant 10% de glyceérol.

X/

% Milieu complet contenant 10% de DMSO (diméthylsulfoxyde).

*

% Milieu conditionné de cellules de 50% avec 50% de milieu frais avec 10% de glycérol
ou 10% de DMSO

X/

Les milieux de cryoconservation consistent généralement d'un milieu de base, cryoprotecteur,
et une source de protéines. Le cryprotecteur et les protéines protegent les cellules du stress du
processus de la congélation-décongélation. Un milieu exempt de sérum a généralement peu ou
pas de protéine ; mais on peut encore l'utiliser comme une base pour un milieu de

cryoconservation.

4.5.3 Déconggélation

Alors que le refroidissement des cellules doit étre progressif, c’est 1’inverse pour Ia
décongélation des cellules. La decongélation rapide réduit la formation de cristaux de glace
qui endommagent I’intérieur des cellules lorsqu’elles se réhydratent. Placez votre récipient
dans de I’eau chaude et remuez-le doucement jusqu’a ce qu’il soit complétement décongelé.
Pour la plupart des cultures cellulaires, une décongélation pendant 60 a 90 secondes a 37 °C

permet d’obtenir les meilleurs résultats.

Retirez les agents cryoprotecteurs des cellules aussi rapidement et délicatement que possible
afin d’éviter tout dommage résultant d’une exposition prolongée a ces agents. La méthode de
retrait des agents cryoprotecteurs dépend du type d’agent et du type de cellule. Les cellules
sensibles aux agents cryoprotecteurs nécessitent une centrifugation légere pour retirer 1’agent.
Si le cryoprotecteur est du glycérol, les cellules peuvent étre endommagées par 1’ajout
soudain d’un grand volume de médium frais a la suspension cellulaire décongelée. Au lieu de
cela, faites passer les cellules conservées au glycérol par plusieurs dilutions par étapes pour
donner aux cellules le temps de s’ajuster. Utilisez des volumes égaux de milieux chauds

toutes les 10 minutes.
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Chapitre 5
Culture des cellules animales

Les cellules cultivées sont généralement decrites daprés leur morphologie (forme et
apparence) ou leurs caractéristiques fonctionnelles. Il existe trois morphologies de base :
-Type épithélial : ces cellules sont attachées a un substrat et apparaissent plates et de forme
polygonale.

-Type lymphoblaste : ces cellules ne se fixent pas normalement a un substrat mais restent en
suspension avec une forme sphérique.

-Type fibroblaste : ces cellules sont attachées a un substrat et apparaissent allongées et

bipolaires.

Les conditions de culture jouent un réle important dans la détermination de la forme et que de
nombreuses cultures de cellules sont capables de présenter plusieurs morphologies.

A l'aide de techniques de fusion cellulaire, il est également possible d'obtenir des cellules
hybrides en fusionnant des cellules provenant de deux parents différents. Elles peuvent

présenter des caracteristiques de I'un des parents ou des deux parents.

Les caractéristiques des cellules cultivées sont le résultat de leur origine et de leur faculté
d'adaptation aux conditions de culture. Des marqueurs biochimiques peuvent étre utilisés pour
déterminer si les cellules sont toujours porteuses des fonctions spécialisées qui sont les leurs
in vivo. Des marqueurs morphologiques ou ultra-structuraux peuvent également étre
examinés. Ces caractéristiques sont fréguemment perdues ou modifiées en conségquence du

placement des cellules dans un environnement artificiel.

Certaines lignées cellulaires finissent par arréter de se diviser et montrer des signes de
vieillissement. Ces lignées sont appelées finies. D'autres lignées cellulaires sont, ou
deviennent, immortelles ; elles peuvent continuer a se diviser indéfiniment et sont appelées
lignées cellulaires continues.

Lorsqu'une lignée cellulaire finie "normale™ devient immortelle, elle a subi un changement
fondamental irréversible ou “transformation”. Ceci peut se produire spontanément ou peut
étre provoqué en utilisant intentionnellement des produits, des rayonnements ou des virus. Les
cellules transformées poussent généralement plus vite et plus facilement, peuvent souvent
présenter des chromosomes supplémentaires ou anormaux et peuvent fréquemment étre

cultivées en suspension. Les cellules posseédant le nombre normal de chromosomes sont
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appelées cellules diploides ; celles qui possédent un nombre de chromosomes différents de la
norme sont appelées
aneuploides. Si les cellules forment des tumeurs lorsqu'elles sont injectées a des animaux,

elles sont considérées comme étant néoplasiquement transformées.

Au sein d'un organisme vivant, il existe deux types de cellules : les cellules libres ou
circulantes et celles qui vivent en cohésion les unes avec les autres et constituent un tissu.

-Les cellules circulantes sont obtenues par prélevement suivi de centrifugation.

-Les cellules organisées en tissu doivent étre isolées soit par des méthodes de dissection, soit

par des méthodes enzymatiques (action d'enzymes protéolytiques).

5.1. Types de lignées cellulaires

Les lignées cellulaires sont issues du développement de cultures primaires qui au fur et a
mesure du temps et des repiquages, perdent leur hétérogénéité pour permettre 1’émergence
d’un type cellulaire. Il est important de souligner que le terme sensu stricto de lignee
cellulaire est attribué a la culture des lors que la culture primaire subie son premier repiquage.
Elles sont le plus souvent constituées de cellules tumorales ou de cellules "transformées"
(immortalisées), chimiquement ou via un virus oncogene, et possedent la caractéristique de
pouvoir se diviser de fagon illimitée.

On distingue les lignées cellulaires finies qui présentent une dégénérescence des cellules au
bout d’un certain nombre de repiquages, et des lignées continues a durée de vie illimitée.
Malgré leur composition homogéne, ces lignées cellulaires doivent conserver les propriétés
morphologiques, phénotypiques et génotypiques de la tumeur originelle, et ainsi pouvoir
représenter une source renouvelable de matériel cellulaire pour les différentes études, malgré
les mitoses successives subies par ces cellules.

Classiqguement on a trois grands types majeurs de lignées cellulaire : les lignées primaires, les
cellules "immortalisées" et les cellules tumorales. Cependant aucun outil n'est parfait, il y a

toujours des avantages et des inconvénients.

5.1.1. Cultures primaires
Lorsque les cellules sont prélevées chirurgicalement d'un organisme et placées dans un
environnement de culture approprié, elles se fixent, se divisent et proliférent. C'est ce qu'on

appelle une culture primaire. Il existe deux méthodes de base pour faire cela.
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5.1.1. 1.Méthode par dissection
Cette méthode est la plus ancienne. Elle a permis aux précurseurs de la culture de tissu

d'obtenir les premiéres cellules in vitro (Figure 6).

Fragment d'organe

ou de tissu Aprés quelques jours

Milieu de culture adapté

Figure 6. Culture d’un explant.

5.1.1. 2.Dissociation enzymatique

Dans la deuxieme (Figure 7), methode la plus généralement utilisée, ce processus est accéléré
en ajoutant des enzymes de digestion (protéolytiques), telles que la trypsine ou la collagénase,
a des fragments de tissus pour dissoudre le ciment maintenant les cellules ensembles. Ceci
crée une suspension de cellules individuelles qui sont placées dans des récipients de culture

contenant un milieu de culture pour les laisser pousser et se diviser.

Action mécanique (broyer, émincer)
Action d'enzymes protéohtigques .
(trypsine, collagénase) Mise en culture
Suspension cellulaire

Figure 7. Dissociation mécanique et enzymatique.

Avantages

-Proche de la "réalité" de la vie d'une cellule.

-Les lignées primaires présentent un grand avantage puisque c'est ce qui est le plus proche de
la réalité. C'est pour ca que malgré que ce soit pénible d'en obtenir, on va essayer d'avoir
acces a ce type de cellule.
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Inconvénients

- Matériel en faible quantité.
- Mélange de différents types cellulaires.

- Ces cellules ne peuvent étre maintenues en culture au mieux que pendant quelques

générations.

-Evidemment le gros souci c'est qu'on est sur du prélevement de tissu donc on va avoir plein
de types cellulaires qui sont mélangés et il va falloir séparer tout ca : tri cellulaire (figure 1).
On a du matériel en trés faible quantité donc il faut absolument avoir planifier le travail et tout

avoir en miniaturisation pour surtout ne pas perdre de matériel et optimiser le matériel.
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Figure 8. Principe de la cytométrie en flux et du tri cellulaire.

Quand on travaille sur la peau, par exemple, cela va étre relativement facile de différencier les

mélanocytes et les keratinocytes. Les keratinocytes se multiplient énormément donc a partir

51



Techniques de culture cellulaire et modéles d’expérimentation animale M1 BA

du moment ou on met de la peau sur une boite de culture, ce sont les keratinocytes qui se
développent et le reste finit par étre dilué, perdu... On a donc simplement autant de
keratinocytes que I'on veut. Pour les mélanocytes on se sert de leur propriété intrinseque. Ils
sont tres résistants a lI'apoptose car ce sont des cellules qui produisent de la mélanine et qui
forment la derniére couche de la peau qui est irradiée... Donc on met un peu d'agent toxique

qui induit I'apoptose a faible dose, tout va mourir et ne restera en vie que les mélanocytes.

Pour le sang, il y a aussi des choses trés simples, on fait un prélevement de sang qu'on fait
passer sur un ficoll qui va tout simplement séparer le plasma, les globules rouges, et le buffy
coat qui contient un mélange de tous les lymphocytes blancs (lymphocytes T, lymphocytes B,
monocyte/macrophage, neutrophiles). On peut les récupérer tout simplement en prélevant ces
phases. Mais évidemment dans le buffy coat, on ne peut pas faire de séparation, pour toutes
ces cellules il faudra automatiquement passer par du tri cellulaire. Les
monocytes/macrophages sont assez simples a récupérer car les monocytes sont les seules
cellules adhérentes du buffy coat donc les seules cellules qui adhérent a la boite sont les

monocytes.

5.1.2. Cellules immortalisées

Ces lignées ne sont évidemment pas des toutes immortelles mais on prolonge un petit peu leur
vie, c'est tout ce qu'on est capable de faire. Cela n'existe que pour deux types de cellules :
lymphocytes B (figure 2) et fibroblastes (figure 3). Dans ces cellules-la, on va les infecter
avec des virus pour les lymphocytes B, on les infecte avec le virus Epstein Barr Virus (EBV)
et pour les fibroblastes on les infecte avec le virus Simian Virus (SV40) exclusivement.
L’EBV posséde un récepteur sur les lymphocytes B et ne peut infecter que les lymphocytes B

et c'est la méme chose pour SV40 qui n'a son récepteur que sur les fibroblastes.
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Figure 9. Immortalisation des cellules B avec le virus d'Epstein-Barr.

(1) Isolement des cellules mononucléées du sang périphériqgue (PBMC) par gradient de
densité. (2) Ajout du surnageant de culture B95-8 contenant le virus EBV. (3) Les virus EBV
infectent specifiquement les cellules B par le biais du récepteur CR2 / CD21. (4) Une fois a
I'intérieur, 'EBV transforme les lymphocytes B en lignées cellulaires B-lymphoblastoides (B-
LCL), tandis que le reste des PBMC non infectées meurent (5). (6) Lorsqu'ils sont transformés
/ immortalisés, les B-LCL proliférent et se développent

o8 e
32’6“; = oS
. - &5
% s s e

Virus attachment.

/ Virion transport to nuclei.

Stable immortalization transform

Pour l'instant on ne sait immortaliser ces lignées la car on dispose de ces deux virus mais ils

sont tellement tropiques et ils ont une telle spécificité tissulaire qu'on ne sait faire marcher ca
que sur ces deux lignées.
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Les virus vont introduire des génes qui vont permettre a la cellule de se diviser un petit peu
plus et surtout de résister a l'apoptose.

Le principe c'est que ces cellules ne sont évidemment pas immortelles mais simplement elles
vont résister un tout petit peu mieux a la mort cellulaire et elles vont proliférer un tout petit
peu plus rapidement que les autres cellules de culture primaires.

Du coup, on augmente le nombre de génération de ces cellules d'un facteur 3-4 ce qui est un
gros avantage. Les cellules "immortalisées" ne sont pas immortelles, mais leur nombre de
doublements est augmenté par rapport a une culture primaire : Fibroblaste primaire : 10-12
générations. Fibroblaste humain immortalisé : 30-40 générations.

Avantages

- On dispose de plus de matériel.

- Ces cellules sont peu différentes d’une culture primaire.
On a evidemment un petit peu plus de matériel cellulaire et c'est relativement peu différent

qu'une culture primaire (par rapport aux lignées tumorales).

Inconvénients

-Seuls deux types cellulaires sont disponibles sous cette forme.

-On introduit des genes a effet prolifératif et anti-apoptotique, modifiant donc ces activités
cellulaires.

-On ne sait faire ca réellement bien que sur deux types cellulaires, les lymphocytes B et les

fibroblastes, ¢a qui limite le nombre d'analyses.

5.1.3. Cellules tumorales

Les cellules tumorales sont des cellules anormales qui se multiplient de maniere incontrolée
pour former une tumeur. Elles résultent de mutations génétiques et peuvent étre malignes
(cancereuses) ou bénignes (non cancéreuses). Les cellules cancéreuses se distinguent des
cellules normales par leur métabolisme altéré, leur capacité a échapper au systéeme

immunitaire et a se propager dans le corps via des métastases.

Avantages
-Ces cellule-la permettent d'accéder quasiment a tout puisqu'il existe des cancers de quasiment

tous les types de cellules (Table 1).
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-De plus les cellules vont se diviser de maniere extrémement rapide avec trés peu dapoptose
et souvent les cellules réexpriment la télomérase ce qui va faire qu'elles ne sont plus sensibles
a la sénescence, soit elles entrent en sénescence mais elles ne le sentent pas, soit elles limitent

la sénescence. Du coup c'est des cellules qu'on peut garder X temps en culture.
Inconvénients

-Les cellules tumorales ont souvent acquit beaucoup de mutations et sont donc extrémement
trompeuses sur le phénotype observé. Il faut donc toujours garder en téte que ce sont des
cellules tumorales et du coup ce sont des lignées qui vont continuer a accumuler des
mutations et il est évident qu'elles ne vont pas se comporter de maniére normale.

-Cependant on utilise quand méme ces lignées car une lignée tumorale se divise en 24h, une
lignée immortalisée en 2-3 jours et une lignée primaire qui marche bien, qui est jeune, c'est

une semaine puis toutes les 2 a 3 semaines.

Tableaul.Exemples des lignées cellulaires tumorales humaines.

Histotype CellLine Species
Adrenal NCI-H295R Human
Bladder SW780 Human
Brain BT142 Human
D54-
Luc

LN-827(pMMP-LucNeo)
U-251-Luc-mCh-
PuroU-87 MG-Luc

Cervical He Human
La
KB
Colon COLO2 Human
05DLD-
1HCT-
116HT-
29
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https://www.mibioresearch.com/complete-cell-line-list/sw-780/
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SW-
480S
W-
620
Epidermoid A-431 Human
Epithelial HEKn Human
Erythroleukemia HEL Human
Esophageal OE33 Human
Fibroblast Hs895. Human
T
NHDF
TE353.
Sk TE
354.T
Gastric GIST- Human
TINCI
N87S
NU-5
Head and Neck CAL 27 Human
[squamousell FaDu
carcinoma]
Leukemia [Acute HL-60 Human
Promyelocytic]
Liver Hep3B2.1-7 Human
HepG2
Lung[Adenosquamous] NCI-H596 Human
Lung [Anaplastic Calu-6 Human
Carcinoma]
Lung[Bronchioalveolar] | NCI-H322M Human
Lung[SCLC] DMS114 Human
NCI-
H446
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SHP-77

Lymphoma[B-Cell] DB Human
DB/

M2
GRANTA-519

Mammary/Breast BT- Human
20

HCC

70M

CF-7
MDA-MB-231

5.1.4. Méthodes de culture

Deux systemes de base de culture cellulaire sont utilisés pour cultiver des cellules. Ils sont
essentiellement basés sur I'aptitude des cellules a pousser attachées sur un substrat de verre ou
de plastique traité (systemes de culture monocouche) ou a flotter librement dans le milieu de

culture (systemes de culture en suspension).

5.1.4.1. Culture stationnaire ou monocouche

Ce type de culture (Figure 10) est basé sur l'affinité des cellules pour un support. Celui-ci
peut-étre du verre ou du plastique. Il peut étre recouvert ou non de collagéne, de gélatine ou
encore d'éléments de la matrice extra cellulaire comme la fibronectine, la laminine ou une
combinaison de ces composants.

Les cellules peuvent aussi former une monocouche sur des billes ou micro-porteurs. Ces
derniers peuvent étre aussi recouverts d'un substrat. Plusieurs systéemes de maintien des
cellules existent :

-Les systéemes clos : flacons placés dans des étuves bactériologiques et dont le milieu n'est pas
changé.

-Les systemes semi-clos : les boites de Pétri ou flacons placés dans des étuves speciales dont
I'atmosphére est contrélée par l'arrivée permanente d'un mélange gazeux composé de 95%
dair et de 5% de CO2, 37°C.
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-Les systemes ouverts ou systemes de perfusion : les chambres de Rosé, de Pomerat ou autre,
utilisées surtout pour des études nécessitant une observation longue au microscope, par

exemple : la micro-cinématographie.

PP o B 51 By P Pl S
g S B
R PR R SR

Figure 10. Culture de cellules sur support. Adhésion des cellules sur la paroi au fond du

flacon ou de la boite de culture.

v dans des récipients de culture stationnaires comme les flacons T et les bouteilles dans
lesquels, bien qu'elles ne soient pas maintenues en agitation, les cellules sont incapables de se

fixer fermement au substrat.

Figure 11. Culture de cellule en suspension (lymphocytes, moelle osseuse, ...). Les cellules

flottent dans le milieu et proliferent en suspension.

De nombreuses lignées cellulaires, surtout celles dérivées de tissus normaux, sont considérées
comme adhérentes, c'est-a-dire qu'elles poussent uniquement lorsqu'elles adhérent a un
substrat leur convenant.

Certaines lignées cellulaires qui ne sont plus considérées comme normales (fréquemment
désignées par cellules transformées) sont souvent capables de croitre soit fixées a un substrat
soit en flottant librement en suspension ; elles sont en suspension. De plus, certaines cellules
normales, comme celles trouvées dans le sang, ne se fixent pas normalement aux substrats et

poussent toujours en suspension.
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5.3 Techniques d’ensemencement, de comptage et de viabilité cellulaire
La viabilité cellulaire peut étre déefinie comme le nombre de cellules vivantes dans une
population cellulaire. Les tests de viabilité cellulaire ont pour objectif de mesurer des

activités liées au maintien cellulaire et a la survie.

Typiquement, on suit des biomarqueurs métaboliques comme I’ATP ou I’activité enzymatique
par des tests d’inclusion de colorant par les cellules vivantes. Un certain nombre d’entre eux
déterminent le nombre de cellules vivantes grace a la métabolisation de substrat colorés par
les cellules métaboliquement active ou bien grace a I’accumulation de colorants vitaux. Ces
activités métaboliques ou’ ’accumulation de colorant étant spécifiques des cellules vivantes,
elles sont considérées comme étant directement proportionnelles au nombre de cellules
viables.

-Reéalise en plaque multi-puits, ce qui permet des mesures rapides a grande échelle.

-Repose sur I'utilisation de colorants ou de fluorochrome ; la viabilité cellulaire est évaluée
par une mesure de I’absorbance en comparant du culture témoins a des culture dont les

conditions de culture sont différentes.

5.3.1. Mesures des atteintes métaboliques

Il existe une série de tests colorimétriques dont le principe repose sur la réduction de réactifs
colorés, des sels de tetrazolium, par déshydrogénases des cellules viables. Trois sels sont
couramment utilisés : MTT (figure 1), XTT, WST-1 ; test représentatif de I’activité
mitochondriale car ils sont réduits en grande partie par la chaine respiratoire.

La résazurine de couleur bleu-non fluorescent (soluble, stable, non toxique) devient rose —

fluorescent pour des mesures en contenu.

Le taux d’ATP peut également étre analysé¢ et donc une indication sur les capacités
énergétiques de la cellule : les cellules non viables perdent non seulement la capacité de
synthétiser I’ATP mais contiennent également des ATPases endogénes qui dégradent
rapidement I’ATP existant. La luciférine plus la luciférase dont I’activité ATP dépendante va

générer un signal de luminescence
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¥ Principe : une indication sur P’activité mitochondriale

Succino-déshydrogénase

Succinate » Fumarate
FAD FADH,
Formazan | U MTT
(bleu) (Jaune)

Figure 12. Testau MTT

5.3.2. Test d’accumulation du rouge neutre

Le rouge neutre est un colorant vital faiblement cationique qui diffuse facilement au travers la
membrane plasmique, puis qui s’accumule dans les lysosomes ou’ il se lie aux cites
anioniques de la matrice lysosomale. La séquestration du rouge neutre dans les lysosomes ne

se maintient pas dans les cellules non viables (Figure 13).

Passive entry

Figure 13. Principe du test d’accumulation du rouge neutre.

L’¢évaluation du taux d’incorporation du rouge neutre par les cellules viables se fait apres
fixation des cellules au formaldéhyde puis extraction du rouge neutre avec un mélange

d’acide acétique-éthanol et quantification par spectroscopie.

La limite de ces tests de viabilité cellulaire est qu’ils ne permettent pas de différencier les
cellules proliférantes des cellules quiescentes. Aussi pour une interprétation correcte de ces
tests, il est préférable de les réaliser sur une durée assez courte ou bien sur des cellules qui ne

sont plus en phase exponentielle de croissance.
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5.4.Tests d’activité biologique : cytotoxicité, apoptose, prolifération

5.4.1.Cytotoxicité

La cytotoxicité est la capacit¢é d’une substance, d’un médicament ou d’une cellule
immunitaire a détruire les cellules vivantes. Elle joue deux roles essentiels : le traitement du
cancer et la défense contre les cellules anormales. Les tests de cytotoxicité détectent la perte

d’intégrité membranaire associe a la mort cellulaire.

5.4.1.1. Test de : bleu de trypan

Deux molécules sont frequemment utilisées pour identifier les cellules mortes : bleu de trypan
(microscopie optique en visible) et iodure de propidium (microscope optique a fluorescence).
Le bleu de trypan (Figure 14) est utilisé couramment en culture cellulaire pour évaluer la
viabilité cellulaire.

-Ce colorant est activement expulsé des cellules vivantes alors qu’il diffuse dans les cellules
mortes qui prennent alors une coloration bleue identifiable au microscope.

-La détermination du taux de mortalité se fait par comptage cellulaire en cellule de Malassez.
-Peu rapide, la fiabilité peut varier selon le manipulateur.

En effet, si une prolifération se poursuit chez le témoin, une diminution du biomarqueur
métabolique dans les cultures traites pourrait étre interprétée comme une baisse de viabilite

alors qu’elle peut étre liée a un effet cytostatique.

Richaccasllintain Cellule de Malassez
Cellularité normale: 150-300000 cellule/ml

__—Cellule vivante

Vitalité cellulaire . ‘@,, gl
, o 06 %o,
Bleu de Trypan
R A, Cellul rt
vitalité cellulaire normale : + 86% Q ) ) o eliuie more

Figure 14. Test du bleu de trypan.
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5.4.1.2.Test de lodure de propidium

Iodure de propidium est un fluorochrome non perméant qui ne diffuse qu’au travers des
membranes plasmiques perméabilisées des cellules mortes ou’ il s’intercale de maniére non
specifique toutes les 4a5 paires de base de I’ADN. Seules les cellules mortes présentent donc
une fluorescence rouge de leur noyau détectable soit par microscopie de fluorescence soit par
cytométrie en flux pour une analyse quantitative sur un nombre important de cellule. Pour le
dénombrement, une étape de trypsination avec soin afin de ne pas altérer les membranes (faux

positifs).

5.4.1.3.Test de la lactate déshydrogénase (LDH).

En cas d’altérations de I’intégrit¢ membranaire, des enzymes intracellulaires sont libérées
dans le milieu extracellulaire ou’ la détection de leur activité signe une cytotoxicité. Le test le
plus connu est le test de la lactate déshydrogénase (LDH) : enzyme cytosolique stable qui
catalyse la conversion du lactate en pyruvate avec production concomitante de NADH
(Figure 15).

=
i \
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\ . \ OH
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Figure 15 : Test de la lactate déshydrogénase (LDH).

5.4.2 .Apoptose

Il existe plusieurs méthodes permettant de détecter I’apoptose (mort cellulaire programmée).
Parmi les plus couramment utilisées le test a I’ Annexine V, qui permet d’évaluer I’inversion
de la membrane plasmique. En effet, dans les cellules normales, la phosphatidylsérine est
localisée sur la face interne de la membrane, tandis que dans les cellules apoptotiques, elle est
exposée a la surface externe. D’autres approches reposent sur I’analyse de D’activité
enzymatique, notamment celle des caspases (Caspase), des protéases clés impliquées dans le

processus apoptotique.
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Parmi les tests additionnels, on retrouve la mesure de la libération du cytochrome c a partir
des mitochondries ainsi que le test TUNEL, qui permet de détecter la fragmentation de

I’ADN, un marqueur caractéristique de I’apoptose.

5.4.2.1. Méthodes couramment employées :

Test a I’Annexine V : Cette méthode permet de détecter précocement I’inversion de la
membrane plasmique au cours du processus apoptotique. L’exposition de la
phosphatidylsérine a la surface externe de la cellule constitue un indicateur précoce de la mort

cellulaire programmeée.

Tests des caspases : Les caspases sont des enzymes protéolytiques activées de maniere
séquentielle durant 1’apoptose. La mesure de ’activité des caspases-3 et -7 est couramment

utilisée comme marqueur biochimique de la mort cellulaire programmeée.

Test TUNEL : Ce test repose sur la détection des fragments d’ADN résultant de la
dégradation du matériel génétique dans les cellules en cours d’apoptose, constituant ainsi un

outil sensible pour I’identification de la fragmentation nucléaire.
5.4.3. Proliferation

Dans la mesure du possible, il est préférable de réaliser les tests de viabilité cellulaire sur des
cellules non cyclantes afin de s’assurer que 1’effet observé est bien lie a la mort cellulaire et
non a une atteinte de la prolifération cellulaire. Sinon, il convient d’évaluer en paralléle la
prolifération cellulaire qui est définie par la mesure des cellules se divisent dans une

population.

5.4.3.1.Dénombrement des cellules

La méthode la plus simple pour évaluer la croissance est de réaliser un dénombrement
(Figure 16). Comptage sur un hémocytomeétre quadrille : manuelle, peu rapide et
moyennement fiable puisqu’il dépend de I’opérateur. Compteurs automatiques : microscope a

fluorescence et une détection par caméra.
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Cellometer® Auto1000 de Nexcelom Lame de Malassez ¢

Figure 16. Dénombrement des cellules manuel par lame de Malassez (a droite) et automatisé

par un compteur automatique (a gouche).

5.4.3.2. Quantification des acides nucléiques

Le Cyquant GR est un indicateur fluorescent du contenu en acide nucléique qui permet une
quantification rapide aisée du nombre de cellule. Il présente 1’avantage se liant aux acides
nucléiques de présenter une plus grande stabilité. 1l est appliqué sur des cellules qui ont été
congelées pour les perméabilisées en présence du tampon de lyse afin de faciliter I’accés du

colorant a I’acide nucléique (Fgure 17).

Figure 17. Quantification des acides nucléiques le Cyquant GR. Le colorant CyQUANT®
GR a été incubé avec du lysat cellulaire et a présenté une forte fluorescence verte lorsqu’il est

lié a des acides nucléiques cellulaires.
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Bien que le contenu en acide nucléique par cellule change au cours de temps, le contenu net
dans une culture asynchrone reste constant. Les conditions exponentielles conduisent a un

arrét des cellules en des points spécifiques du cycle

5.4.3.3. Incorporation d’un précurseur de ’ADN
Le parametre le plus important pour analyser la prolifération est la mesure de la synthese
d’ADN comme marques spécifique de la réplication.

Des précurseurs marqué de I’ADN sont utilis¢ tel que 3Hthymidine, bromo-

désoxyridine(BrdU), ethynyldésoxyridine (EdU).

Lors de la synthése d’ADN, ces précurseurs sont incorporés a la place de la thymidine.
L’incorporation est détectée par la mesure de la radioactivité (une grande sensibilité).
Inconvénient : la manipulation de radio-éléments. C’est la raison pour laquelle BrdU et EAU
sont utilisés en préférence.

BrdU : la détection nécessite 1’utilisation d’anticorps anti-BrdU et donc une étape préalable
de dénaturation de I’ADN pour permettre a I’anticorps d’interagir avec le BrdU.

EdU : la détection est basée sur la chimie clic c.a.d. une réaction de covalence catalysée par le
cuivre : azide, fluorochrome et alkalyne et la moitieethyny de EdU =>cytométrie en flux.

Que soit le précurseur choisi, si I’étude est réalisée sur des cellules non synchronisé et qui
sont donc dans les différentes phases de cycle => déterminer la durée et le moment

d’application.

5.5.Transfection et manipulation génétique des cellules

La transfection est l'introduction de matériel génétique (comme I'ADN ou I'ARN) dans des
cellules eucaryotes, souvent a l'aide de méthodes chimiques, physiques ou biologiques. Le but
est de modifier la cellule pour exprimer un géne d'intérét, étudier des processus cellulaires ou
pour des applications de thérapie génique. Les méthodes physiques incluent I'électroporation

ou la microinjection, tandis que la lipofection est une méthode chimique courante.

5.5 .1. Etapes de la transfection

5.5.1.1 .Preparation du matériel génétique : Le géne d'intérét est généralement inséré dans

un vecteur, comme un plasmide d'ADN, avant d'étre introduit dans la cellule.
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5.5.1.2.Complexation : Le materiel génétique est complexé avec un réactif de transfection

(par exemple, des lipides cationiques en lipofection).

5.5.1.3. Entrée dans la cellule : La cellule absorbe le complexe par des méthodes comme

I'endocytose (lipofection), I'électroporation ou la microinjection.

5.5.1.3.Libération et expression : Le materiel génétique est libéré dans le cytoplasme et, s'il
s'agit d'ADN, doit ensuite entrer dans le noyau pour étre transcrit en ARN messager, puis

traduit en protéine.

5.5.2.Types de transfection

5.5.2.1.Transfection transitoire : Le matériel génétique est exprimé pendant une courte

période et n'est pas intégré au génome de la cellule.

5.5.2.2.Transfection stable : Le matériel génétique est intégré dans le génome de la cellule,

ce qui permet une expression a long terme.

5.5.3.Méthodes de transfection

5.5.3.1.Lipofection : Le matériel génétique est complexé avec des lipides cationiques,

formant des liposomes qui sont ensuite absorbeés par la cellule.

5.5.3.2.Electroporation : Une bréve impulsion électrique est appliquée aux cellules pour

dépolariser la membrane et créer des pores temporaires.

5.5.3.3. Précipitation au phosphate de calcium : L'ADN est précipité avec du phosphate de

calcium, formant des particules qui adherent a la membrane et sont absorbées par la cellule.

5.5.3.4.Microinjection : Un tube capillaire trés fin est utilisé pour injecter directement le

matériel génétique dans le noyau de la cellule.

5.5.3.5.Bactériophage : Utilise un virus pour transporter le matériel génétique dans la

cellule.

5.6. Applications de la culture cellulaire animale

La culture cellulaire est devenue un des outils majeurs utilisés en biologie cellulaire et
moléculaire. Certains des domaines importants dans lesquels la culture cellulaire joue

actuellement un réle majeur sont brievement décrits ci-dessous.
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5.6.1. Systémes de modeéles
Les cultures cellulaires fournissent de bons systéemes de modeles pour étudier :

v" Labiologie et la biochimie cellulaires de base.
Les interactions entre les cellules et les agents induisant des maladies.
Les effets des médicaments sur les cellules.

Le processus et le déclenchement du vieillissement.

< N X X

Les études nutritionnelles.

5.6.2. Tests de toxicité

Les cellules en culture sont largement utilisées seules ou en conjonction avec des tests sur les
animaux pour étudier les effets de nouveaux médicaments, cosmétiques et produits chimiques
sur la survie et la croissance d'une grande variété de types de cellules. Les cultures de cellules

dérivées du foie et des reins sont particulierement importantes.

5.6.3. Recherche sur le cancer

Les cellules normales et les cellules cancéreuses pouvant toutes deux étre cultivées, les
différences de base entre elles peuvent étre étudiées de prés. De plus, il est possible, en
utilisant des produits chimiques, virus et rayonnements, de convertir les cellules cultivées
normales en cellules cancéreuses. Ceci permet ainsi d'étudier les mécanismes conduisant a ce
changement.

Les cellules cancéreuses cultivées servent également de systeme de test pour déterminer les

médicaments et méthodes adaptées pour détruire sélectivement certains types de cancers.

5.6.4. Virologie

Une des utilisations les plus précoces et les plus importantes des cultures cellulaires a été la
réplication de virus dans les cultures cellulaires (a la place des animaux) pour les utiliser dans
la production de vaccins. Les cultures cellulaires sont également largement utilisées en
détection clinique et isolement de virus, ainsi qu'en recherche fondamentale pour étudier

comment ils se développent et infectent les organismes.
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6.6.5. La cellule comme usine de production

Alors que les cellules cultivées peuvent étre utilisées pour produire de nombreux produits
importants, trois domaines se sont montrés plus intéressants. Le premier est la production a
grande échelle de virus pour une utilisation en production de vaccins.

Ceci comprend les vaccins contre la rage, la varicelle, I'hépatite B et la rougeole. Le deuxieme
est la production a grande échelle de cellules génétiquement modifiées pour produire des
protéines présentant une valeur médicale ou commerciale. Ceci inclut les anticorps
monoclonaux, l'insuline, les hormones, etc. Le troisieme est l'utilisation de cellules en
remplacement de tissus et d'organes. La peau artificielle utilisée pour le traitement de brilures
et d'ulcéres est le premier produit disponible dans le commerce. Toutefois, des tests sont en
cours sur des organes artificiels comme le pancréas, le foie et les reins. Une réserve
potentielle de cellules et tissus de remplacement peut ressortir de travaux en cours réalisés
avec des cellules souches adultes et embryonnaires. Ce sont des cellules qui ont le potentiel de
se différencier en plusieurs types cellulaires différents. Apprendre a controler le
développement de ces cellules représente un espoir pour de nouvelles approches de

traitements pour une large variété de pathologies.

5.6.6. Génie génétique
La capacité de transfecter ou de reprogrammer les cellules en culture par du nouveau matériel
génétique (ADN et génes) a fourni un outil précieux aux biologistes moléculaires désireux

d'étudier les effets cellulaires de I'expression de ces génes (nouvelles protéines).

Ces techniques peuvent également étre utilisées pour produire ces nouvelles protéines en
grande quantité dans les cellules en culture pour les étudier. Les cellules d'insectes sont
largement utilisées comme usines cellulaires miniatures pour exprimer des quantités
substantielles de protéines qu'elles fabriquent apres avoir été infectées par des baculovirus

génétiquement modifiés.
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Chapitre 6 : Culture vegétale

De trés nombreux ouvrages ont traité de la culture in vitro au cours de la deuxiéme moitié de
ce siecle décrivant toutes les méthodes déployées aussi bien dans le domaine animal que
végétal. C’est une méthode de culture des plantes en condition aseptiques en utilisant des
milieux de culture assez complexes (hormones, sucres, vitamines, acides aminés. La
multiplication végeétative par culture in vitro (aussi appelé micropropagation) est donc une
technique visant a régénérer une plante entiere a partir de cellules ou de tissus végétaux en

milieu nutritif, en utilisant des techniques modernes de culture cellulaires.
6.1. Principes de base de la culture in vitro végétale

6.1.1.La multiplication

La croissance des plantes se fait en plusieurs étapes qui permettent le développement d'une
graine en une plante capable de se reproduire. Pour cela, il faut d'abord une prolifération
cellulaire par mitose qui se réalise au niveau de tissus spécialisés : les méristemes (= zone de

prolifération cellulaire). Ils sont situés :

—  meristémes primaires: apex des racines, extrémité des tiges, bourgeons apicaux,

— méristémes secondaires: dans les tissus plus anciens responsables de I'épaississement
des tissus. Une fois la croissance réalisée, il y a différenciation de cellules qui serviront les
unes a la circulation des seves (phloéme, xyléme), les autres a la photosynthése (feuilles), a
la nutrition (racines). C'est donc un phénomene complexe qui dépend de facteurs externes et

internes.

6.1.2.Les substances de croissance (Les phytohormones)

Le développement végétal est régulé par des facteurs de croissance qui, par leur action a
distance du lieu de production sont appelés PHYTOHORMONES. Ces substances peuvent

agir en synergie ou en antagonisme.

Les hormones végétales ou phytohormones sont impliquées a tous les stades de la vie d'une
plante depuis la pollinisation provoquant la fécondation et le développement de I'embryon
zygotique, tout au long du développement de celui-ci en plante adulte jusqu'au contréle de la

floraison, de la fructification et de la sénescence. Les mémes phytohormones ne font pas que

69



Techniques de culture cellulaire et modéles d’expérimentation animale M1 BA

diriger les processus de croissance et de développement: elles sont pour cela obligatoirement
impliquées dans des mécanismes spécifiques de division, d'élongation et de différenciation
cellulaire, mais aussi nécessairement dans les métabolismes primaire et secondaire.

Les phytohormones sont d'une importance capitale dans le contréle des cultures in vitro de
cellules, tissus, organes ou plantes entiéres, c'est-a-dire dans I'orientation qu'on veut leur
donner : maintien en vie, croissance, initiation d'une organogenése spécifique (production
d'organes tels que pousses feuillées, racines, embryons somatiques*), multiplication
d'organes ou de plantules, etc... Elles sont également largement utilisées pour le contréle de

la production de métabolites secondaires d'intéréts divers.

6.1.3.La totipotence cellulaire

Une cellule est dite totipotente quand elle a la capacité de se différencier en n'importe quelle
cellule spécialisée et de se structurer en formant un organisme pluricellulaire. En effet, les
cellules végétales, prélevées sur un organe quelcongue d'une plante, possedent la capacité de
régénérer un individu complet identique a la plante mére. C'est la totipotence des cellules
végetales. Elle repose sur I'aptitude a la dédifférenciation : les cellules peuvent redevenir des
cellules simples, non spécialisées et se différencier ensuite pour donner a nouveau les
différents types de cellules spécialisées. Grace a la totipotence, I’arbre et d'autres plantes,

mis en milieu stérile, sont techniqguement immortels.

La totipotence débute par la formation de cals : amas de cellules indifférenciées qui permet
de régénérer un individu entier génétiqguement identique a la plante mére. Pour cela, il faut

que les explants soient placés dans des conditions appropriées.

La culture in vitro ou culture de tissus se définit comme I'ensemble des techniques qui
permettent de faire croitre en milieu artificiel (en éprouvette) des cellules spécialisés, ce qui

représente une grande variéte de tissus.

Par opposition a la culture en terre ou dans des substrats imbibés de solution nutritive, la
culture in vitro se fait en laboratoire a I’abri de toute contamination cryptogamique, dans des
récipients qui peuvent étre tant des tubes a essai que des bocaux a conserve. Ces récipients
sont placés dans un endroit ou l'intensité de la lumiére, la durée de Il'illumination, la

température et I'nygromeétrie sont constamment contrélées.

Afin de mieux comprendre la culture in vitro des tissus végétaux, il faut posséder quelques
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notions sur la reproduction des végétaux. La reproduction chez les végétaux peut se faire de
2 maniéres : - la multiplication sexuée, a l'aide d'échanges génétiques : gametes males X
gametes femelles = graine - la multiplication asexuée comme par bouturage ou un seul petit
fragment de tige ou de feuille peut redonner apres developpement, une plante entiere. C'est
précisément ce type de multiplication végétative qui est mis en pratique dans la culture in
vitro de maniére accéléré a l'abri de toutes contaminations par des bactéries ou par des

champignons.

La culture in vitro végétale est possible parce que les cellules végétales présentent la
potentialité de reproduire des individus complets identiques a la plante sur laquelle les
cellules ont été prélevées. Cette propriété a été baptisée «totipotence cellulaire». La cellule
animale présente aussi cette capacité mais a un degré moindre. Toutes les cellules d'un
méme organisme renferment dans leur noyau exactement les mémes chromosomes,
I’information génétique pour reconstruire I’organisme entier. Ce message héréditaire
représente toutes les potentialités de l'individu. Cependant, a un moment donné de la vie
embryonnaire, un choix va se faire, dans un groupe de cellules données, destine a former un
organe ayant une forme et une fonction précise. Une grande partie du message héréditaire va
étre mise en sommeil, dans un autre groupe, destiné a une autre fonction, c'est une autre

partie du message qui sera occultee.

Le développement a partir d'une cellule simple va se faire par de nombreuses divisions
cellulaires (mitose) et par le blocage ou le déblocage de certains génes, les cellules
orienteront leur développement vers une voie particuliere qui formera soit un tissu, soit un

organe ou autres éléments nécessaires a la future plante.

6.2 . Explants utilisés : méristemes, feuilles, tiges, racines

L’explant est une petite partie ou fragment du plante-mere, qui est mis en culture dans

I’éprouvette. L'état sanitaire de cette plante conditionne la nature de 1'explant.

- Si le plant-mere est malade, virosée, alors il faudra prélever un explant constitué de

cellules méristématiques. Ce type d'explant est appelé indifférencier.

- Si le plant-mére est en santé, alors d'autres types d'explant pourront étre prélevés, c’est

explants sont appelés différenciés.
Cependant, il est important de noter que d'autres facteurs vont conditionner les réactions de
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I'explant, I'age ou le stade physiologique du plant-mere, la structure, la taille et
I'emplacement de I'explant lui-méme. En effet, des explants différents prélevés sur une

méme plante donnent des résultats différents sur un milieu identique.

L’explant peut étre prélevé sur n'importe quelle partie du plant-mére a condition de
renfermer des tissus vivants et de tenir compte de 1’état du plant. Il y a plusieurs sortes

d'explants :

-Les explants indifférenciés sont prélevés a I’apex de tige, de racine, de bourgeons, de
neeuds,

-Les explants différenciés sont prélevés sur la tige, la feuille, la racine. Ces explants sont des
structures constituées de cellules trés spécialisées qui devront se déspécialiser avant de

pouvoir régénérer la plante entiere.

6.3. Le milieu de culture

Le milieu de culture est important pour la croissance. Il est le plus souvent une solution
aqueuse rendue semi-solide ou moyen de gélose (agar). Remplacant le sol et suppléant la
plante, il doit contenir différents éléments. Trés généralement il est composé d’une base
comprenant des sucres (énergie), des élements minéraux divers, des régulateurs de

croissance, des vitamines, des composés organiques (acides aminés, polypeptides, ...).

La concentration de ces composés peut varier d'une espéce a l'autre, mais ces variations
n‘ont qu'une incidence faible sur les réactions des cellules. Les facteurs essentiels sont les
régulateurs de croissance qui stimuleront la multiplication cellulaire et orienteront la

morphogenése.

Dans le milieu de culture, on retrouve des substances qui sont : - soit endogénes, ¢’est-a-dire

qu’elles sont produits par la plante ;

-soit exogenes, c’est-a-dire des substances de synthese ou artificiel mais dont I'effet est
similaire.

Dans 70% des cultures, le milieu Murashige et Skoog (MS) est utilisé comme milieu de base
pour tout type de culture in vitro. Ce milieu est essentiellement conseillé pour le
déclenchement de I'organogenese, en particulier pour la néoformation de bourgeons, il s'est
révélé nettement supérieur a d'autres milieux. Le milieu de Murashige et Skoog est caractérisé

principalement par une trés forte teneur en sels minéraux, en particulier en potassium et par

72



Techniques de culture cellulaire et modéles d’expérimentation animale

M1 BA

une concentration élevée en azote (sous forme de nitrate et d'ammonium) dont 1/3 apporté

sous forme réduite (ions NH4 +). Le rapport nitrate/ammonium, dans ce milieu est tres

favorable a I'induction de I'embryogenese somatique .

Tableau 2 : Milieu MS (Murashige et Skoog) 1962

Constituant

Solution mére (mg

Volume a ajouter

Concentration

par litre) (ml par litre) finale (mg par litre)
Macro-éléments 50 ml
20X
NH2NOs 33000 1 650
KNO3 38 000 1900
CaCl,-2 H20 8 800 440
MgSO4-7 H20 7 400 370
KH2PO4 3400 170
Micro-éléments 10 ml
100X
MnSQO;- H20 2230 22.3
ZnS04-7 H,0 860 8.6
H3BOs 620 6.2
Kl 83 0.83
Na>MoO;4 -2 H,O 25 0.25
CuS0O4 -5 H.0 2.5 0.025
CoCI2 -6 H20 2.5 0.025
Fer 100 X 10 ml
Na,EDTA 3730 37.3
FeSO4-7 H20 2780 27.8
Acides aminée et 10 mi
vitamines 10 X
Glycine 20 mg pour 100 L 2.0
Ac. Nicotinique 5 mg pour 100 L 0.5
Pyridoxine — HCI 5 mg pour 100 L 0.5
Thiamine — HCI 1 mg pour 100 L 0.1
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Sucres
Myo-inositol 100
Sucrose 30 000
Agar 10 000

6.4 Techniques de micropropagation, organogenese, embryogenése somatique
6.4 .1.Micropropagation

Les plantes se multiplient par multiplication végétative, ce dernier est indispensable quand on
veut conserver les caractéres d’une variété donnée. La micropropagation in vitro apporte un
progrés considérable par rapport aux méthodes traditionnelles avec un taux de multiplication
de 100 a 1000 fois plus elevé. La micropropagation consiste en uneprolifération des
bourgeons axillaires préexistants sur I’explant mére. Ceci offre une bonne garantie de
conformité génétique et une bonne stabilité des caractéres au cours de repiquages
successifs. Cette technique permet la multiplication végetative deplusieurs plantes
alimentaires, médicinales, horticoles, agroforesteries .Elle a pour objectif de produire en
grande quantité des cultivars d'intérét horticole, sylvicole,ou agronomique qui viennent d'étre

créés ou découverts ou qui ont toujours un intérét.

6 .4.1.10rganogéneése

L'organogenése consiste a la néoformation d'organes, souvent ce terme est utilisé pour décrire
la formation de bourgeons mais il s'applique également a des racines. Elle est la base
fondamentale de la multiplication végétative qui s'appuie sur la formation de nouveaux
méristemes et peut étre réalisee

soit par :

-La voie directe, qui conduit a la morphogeneése directe de tiges (caulogénése) ou deracines
(rhizogenése) donnant ainsi naissance a des plantules viables, qui peuvent étreacclimatées
progressivement au milieu naturel.

-La voie indirecte, qui passe d'abord par une callogénese (la néoformation d’une cal,

tissu cellulaire indifférencié) et dont 1'organogenese, suite a des repiquages, apparait

plus tardivement.
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Organogenese . X
Plante — Explant — s> Caulogénése + —» Rhizogenése —® Plante régénérée
donneuse primaire phylogenése entiére et fertile

—® (Callogénése

Organogeénése indirect

Figurel8 : Schéma de la régénération d’une plante

6.4.1.2. Culture de méristeme

Culture de méristeme Cette méthode consiste a prélever le ceceur d'un bourgeon ou
I'extrémité d'une racine ou se trouve le méristéeme, zone de cellules qui se divisent
activement pour assurer la croissance de la plante. Cette région est toujours dépourvue de
virus, de bactéries ou de champignons, méme chez les plantes contaminées. Cette méthode
permet donc de créer des plants sains et a assuré le sauvetage de variétés entiéres des
especes tels que le Pélargonium, le dahlia, le chrysantheme, la pomme de terre, lI'artichaut, le
fraisier, framboisier. Contrairement aux techniques bouturages, marcottage,... car cette voie

favorise la transmission des virus a la descendance disparition.

Méristémes
apicaux des
pousses

(a I'intérieur
des
bourgeons)

Meristéme de tige

Méristémes
latéraux

Vo N .

Méristemes ™
APICAUX
des racines

Figure 19 : Méristéme de tige et de racine.
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6.4.1.3. Microbouturage

Le micro bouturage est la technique la plus répandue pour produire en un minimum de
temps un maximum de plantes. L’explant sera repiqué sur un milieu permettant son
développement en nouvelle plante qui se sera enracinée. Cette technique passe cependant
par plusieurs étapes qui doivent étre réalisées de maniére la plus stérile possible
Le microbouturage est un mode de multiplication conforme qui accélére le
fonctionnementnormal des bourgeons formés sur une plante . La prolifération des
méristemes préexistants peut étre réalisée en utilisant trois types d'explants: méristeme,
apex ou nceuds (unique ou multiple). Ils sont cultivées pour régénérer des pousses
multiples sans passer par une phase cal. Denombreuses espéces ont été régénérées via le

microbouturage.

§

fragmentation_ rapiqusge S

blocs de
terreay

— @

Figure 20 : Schématisation du microbouturage .

Principales étapes de microbouturage

» L’établissement de la culture aseptique.
» La multiplication : on cherche le maximum d’unités de propagation dans un

minimum de temps.
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» Le changement de milieu de la plante : apport de nouvel elément indispensable au
développement de la plante fille

» L’enracinement : c’est I’étape la plus délicate. On chéche a différencier des initiaux
racinaires et provoquer leur développement.

» L’acclimatation en serre (10 a 60 jours) : on maintien une humidité tres élevée au

début, qu’on baisse progressivement jusqu’a atteindre 1’ humidité ambiante

Stade 1 : Conditionnement des plants méres

Dans la description de cette technique on passe souvent sous silence le stade 1 qui contribue
pourtant pour beaucoup au succes des stades suivants. Ce stade 1 référe au conditionnement
du plant mere. En effet, le plant mére devrait étre dépourvu de carences minérales et en
pleine turgescence donc sans stress hydrique important. Au mieux et dans presque tous les
cas, le plant devrait étre en croissance active, donc mis en culture en dehors de sa période de
dormance. Ceci limite dans le calendrier de production, les dates preférables de mises en
culture pour le stade d’initiation. Mais, une fois in vitro, ces plants pourront étre multipliés a
I’année longue. Aussi les plants mére choisis le seront en fonction de leur état sanitaire. Des
plants infestés d’insectes peuvent apporter des probléemes de taille a toute une chambre de

culture.

Stade 2 : Etablissement d’une culture aseptique

La littérature fournie souvent les premiéres informations essentielles au départ d’une
culture. Ontrouve dans les livres ou revues spécialisés le détail des formulations (recettes)
de milieux nutritifs convenant a de trés nombreuses espéces végétales. Généralement les
auteurs précisent aussi le protocole de désinfection de surface des explants ainsi qu’une
description de I’explant mis en culture. Ce stade est de premiére importance puisqu’il
comporte de nombreux facteurs critiques : Le choix du plant mere; Le choix du fragment
végétal a mettre en culture; Une stérilisation de surface adéquate garantissant la survie
de I’explant tout en assurant 1’asepsie; - La découpe de I’explant et sa position sur la
gélose; Le choix du milieu de culture qu’il est parfois nécessaire d’ajuster légérement par
la suite suivant la réponse de I’explant; - La qualité du travail en asepsie de la
technicienne ou du technicien. Dans plus de 50 % des cas, les premiers essais de mise en
culture sont tres satisfaisants et demandent tres peu ou pas d’ajustements. Pour certains

autres cas, la difficulté réside dans la désinfection des végétaux, pour d’autres dans
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I’ajustement de 1’équilibre hormonal. Mais selon tous les auteurs, théoriquement tous les
végeétaux quels que soient leur espéece ou leur cultivar, peuvent étre cultivés in vitro. Les
explants les plus aptes a entreprendre une multiplication sont généralement riches en

bourgeonsou en zones méristématiques potentielles. I1s varient selon les especes :

Les feuilles (ex. Ficus, Saintpaulia, Bégonia...), les tiges (asperge, colza...);

Les bourgeons (fraisier, vigne, lilas,...);

Inflorescences (chou-fleur, gerbera, hosta, poireau ...).

La multiplication a partir de la croissance de bourgeons axillaires offre les meilleures
chances de conserver les caractéristiques de 1’espéce ou de la variété. En effet, cette
technique ne fait qu’accélérer le fonctionnement normal des méristemes de bourgeons déja
présents sur la plante. Par contre, on diminue les chances d’une stabilit¢ génétique en
provoquant I’apparition de bourgeons nouveaux (la plupart du temps a partir d’un cal, en des

endroits inhabituels tels les feuilles, les tiges, les racines).

Stade 3 : La multiplication des tiges

Cette étape s’effectue au repiquage des plantules obtenues au stade précédent. On veut ici
accroitre le nombre de plants d’un facteur de 4 a 5 a chaque cycle chez les ligneux, et d’'un
facteur de 4 a 12 chez les herbacées. Le milieu nutritif utilisé est souvent identique a celui
du premier, bien qu’une différence parfois mineure s’observe dans la balance hormonale
(équilibre auxine-cytokinine). Au stade de la multiplication, les cytokinines sont
généralement présentes en plus grande concentration dans le milieu que les auxines. Ceci
s’explique d’un point de vue physiologique par le fait que les cytokinines s’opposent a la
dominance apicale donc stimulent la croissance de nouvelles tiges. Encore une fois, la
littérature fournie généralement les informations nécessaires nous permettant de fixer notre
choix sur une formulation appropriée. La vitesse de croissance des plantes in vitro se
module & celle in situ. Si I’espéce mise en culture est a croissance lente, on peut s’attendre a

observer une croissance lente dans les tubes.

Stade 4 : La rhizogénése (enracinement)

Cette étape se caractérise par la naissance de racines sur les tiges feuillées obtenues au stade
de la multiplication. Il arrive parfois que des espéces présentent un systéme racinaire plus ou

moins développé au stade de la multiplication. Dans ce cas, il serait avantageux de faire des
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essais pour le passage immédiat en acclimatation. On économise ainsi temps et argent s’il
nous est possible de passer outre cette étape (ex. Bégonia, Saintpaulia, fougere). Toutefois,
si ce stade s’avére nécessaire, le milicu de culture varie quelque peu des milieux précédents.
Les sels minéraux et les vitamines demeurent genéralement les mémes. Mais dans le cas du
rosier par exemple, on suggere de diminuer la concentration des sels minéraux de moitié. La
différence majeure se situe principalement au niveau de 1’équilibre hormonal qui se fera
cette fois en faveur des auxines. Des tiges tres feuillées et bien pourvues de bourgeons
s’enracineront assez facilement dans un milieu dépourvu de régulateurs de croissance. Les
jeunes feuilles et les bourgeons sont des sites naturels de production d’auxine et a I’image
des boutures traditionnelles, ces jeunes plantules sauront s’enraciner d’elles-mémes. Par
contre, certaines espéces exigent 1’apport d’auxines afin de stimuler I’initiation de leurs

racines. Cette auxine est souvent fourni sous forme d’AlA.

Stade 5 : L’acclimatation
Il s’agit de la derniére étape qui consiste a adapter progressivement les microplantules aux
conditions qui prévalent dans la serre ou a I’extérieur. Aprés avoir éliminé la gélose de la
base des plants, ils sont transférés dans un substrat horticole. Les parties aériennes sont
ensuite recouvertes de maniére a les maintenir dans un environnement qui avoisine les 100
% d’humidité relative. Les stomates de ces jeunes feuilles cultivées in vitro demeurent
constamment ouverts et laissent donc s’échapper 1’eau de transpiration de maniére continue.
Les risques de dessechement sont trés élevés. Aussi doit-on attendre la croissance de
nouvelles feuilles fonctionnelles avant d’enlever progressivement la pellicule de

recouvrement.

6.4.1.4. Embryogénése somatique

L’embryogenése somatique est une forme de multiplication végétative permettant d’obtenir
des plantules génétiqguement identique a la plante mere. Dans une graine, on trouve la future
plante sous forme d’embryon (embryon zygotiques) qui résulte de la reproduction sexuée.
Cette technique consiste alors a provoquer I’apparition d’embryons a partir des tissus
végetaux mis en culture in vitro qui provoquent de nombreuses divisions cellulaires. Cette
embryogenése somatique génére alors des embryons dans ces divisions cellulaires ou dans les
cals, ¢’est-a-dire un amas de cellules indifférenciées (qui ont été dédifférenciées sur I’explant

de la plante mere avec le phénomeéne de totipotence végétale. Sous certaines conditions, les
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cultures cellulaires s’organisent ensuite en nombreux petits massifs a structure bipolaire
nommés embryons somatiques (avec un méristéme de tige et un meéristeme de racine).
Comme les embryons zygotiques (présents dans les graines), les embryons somatiques,
obtenus & partir de cellules non sexuées (sans fécondation), se développent en un nombre
illimit¢ de plantes génétiquement identiques. C’est actuellement la technique la plus
performante pour la multiplication végétative des coniferes.
Cependant, d'autres types d’embryons peuvent également se développer a partir de cellules
du sporophyte ou du gamétophyte, embryons qui ne sont pas le produit d'une fusion
gameétique et qui sont appelés « embryons somatiques». Parfois, chez certaines espéces, ils
résultent d'une embryogenese somatique naturelle qualifiée d’apomixie. Dans certains cas en
effet, les anthérozoides, 1’oosphere, voire d'autres cellules gamétophytiques peuvent
engendrer des embryons parthénogénétiques. Dans d'autres cas, certaines cellules
saprophytiques localisées au niveau des tissus intra-ovulaire, en particulier le nucelle,
fournissent naturellement des embryons apoméiotiques appelés aussi I’embryons nucellaires.
Ce type d'embryogenese est tres developpé dans la famille des Rutacées, spécialement chez
les Citrus.Toutefois, cette appellation est
essentiellement appliquée, selon certains auteurs comme

aux embryons obtenus a partir de culture de tissus in-vitro du sporophyte.

4.4.2.2. Types d’embryogénese somatique

Il y’a deux types de I’embryogenése somatique :
Embryogenese somatique directe : dans ce processus, les embryons somatiques se
développent directement a partir des explants initiaux mis en culture sans qu’il y ait

formation de cal. Ce processus est cependant rarement observé.

Embryogenese somatique indirecte : c’est un processus beaucoup plus fréquent et
au cours duquel la formation d’embryons nécessite une callogénése, caractérisée par une

activité cellulaire élevée. Dans ce modeéle, la formation d’embryons se fait a partir de cal.
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6.2.3. Principales étapes de ’embryogénése somatique

-Initiation des cultures embryogénies par culture de D’explant initial sur un milieu
contenant des régulateurs de croissance surtout ’auxine avec souvent des cytokinines.
-Prolifération des cultures embryogénése sur milieu solide contenant une composition
en régulateurs de croissance similaire a celle de 1’étape précédente. Pour La
propagation a grande échelle, il est souvent préférable d’établir des suspensions
cellulaires

-Prématuration des embryons somatiques sur milieu généralement dépourvu de
régulateurs de croissance ce qui inhibe la prolifération cellulaire mais stimule la
formation des embryons et le début du développement.
-Maturation des embryons somatiques par culture sur un milieu contenant de MS.

-Développement de plants sur milieu dépourvu de régulateurs de croissance.

0,7 mm
Zygote 2 cellules globulaire cordiforme cotylédonaire mature
| | | | | |
05 1 3 - 5 10 JAP
Formation du patron de I'embryon Croissance et maturation Phase de dormance
avec établissement des axes de I'embryon de I'embryon

apico-basal et radial

Figure21l: représentation schématique des principales phases du développement d’embryon

somatique .
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