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culture de cellules animales a partir
d'embryon de caille
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le protocole présenté ici expliqgue comment mettre en place une culture de cellules
d’embryons de caille, a partir d’ceufs.

1. introduction

le protocole présenté ici explique comment mettre en place une culture de cellules
d’embryons de caille, a partir d’ceufs.

1.1. but méthodologique

travailler dans des conditions strictes d’asepsie.

1.2. résultats attendus

e pas de contamination.
 multiplication des cellules de I’explant.
*» migration de cellules.

o différenciation de cellules.

2. matériel

par groupe de 4 éleves :

ccufs de caille (commande a : société « la caille de chanteloup », le petit vélobert,
35180 corps-nuds).

» 1 loupe binoculaire (nettoyée a I’alcool)

» 2 champs stériles

e 2 paires de petits ciseaux stériles

e 2 petits récipients stériles (pour recevoir I'’ceuf)
s 1 petite cuillere stérile (cuillere a moka)

e 1 pince stérile

e 1 boite de pétri paraffinée, a fond noir stérile

« 6 épingles entomologiques stériles

e 2 microscalpels stériles

o 2 pipettes pasteur
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» 1 tube a centrifuger
e 4 pipettes de 1 ml stériles
e 1 pipette de 2 ml stérile

» 1 flacon de culture contenant quelques ml de tyrode (milieu physiologique, sels
inorganiques et d-glucose) stérile

e 1 tube a centrifuger contenant 1 ml de trypsine edta

e 1 tube de 10 ml de milieu de culture (milieu de leibovitz avec sérum a 10 %). milieu
de leibovitz = milieu de culture constitué de sels inorganiques, galactose, 18 acides
aminés, 8 vitamines : ce milieu s’utilise additionné juste avant emploi de sérum de
veau et d’antibiotiques.

e une centrifugeuse

2 petits incubateurs jeulin a 37 °c

3. protocole expérimental

3.1. 1" semaine : présentation du protocole et du
matériel

explications (environ 45 min). présentation et explications terminées, les éleves se
partagent la réalisation du protocole. un des 4 éleves veillera a sa bonne exécution. il
serait impossible de donner en une seule séance de tp toutes les explications et de
réaliser le protocole, d’autant qu’il n'est pas certain que le premier oceuf ouvert soit

embryonné.

3.2. 2 semaine : réalisation du protocole

ccufs a I’étuve a 37 °c depuis 4 jours, coupelle d’eau dans I’étuve.

1. les éleves déposent leurs vétements au fond de la salle, se lavent les mains au
savon puis a I’alcool, se placent devant les paillasses qui ont été javellisées et a
coté des becs bunsen éclairés depuis 40 minutes. aucun courant d’air, fenétres
fermées.

2. passer I’ccuf a I’alcool a I’aide d’un coton.

découper une fenétre au sommet de la coquille a I’aide des ciseaux.
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. verser le contenu de I'ceuf dans un récipient stérile contenant du tyrode stérile.
5. repérer I’'embryon et découper I'aire extra-embryonnaire a I’'aide de ciseaux.

6. transférer I’embryon dans un petit récipient stérile rempli de tyrode a I’aide de la
petite cuilléere, éliminer le jaune résiduel en agitant.

7. transférer I’'embryon dans la boite de pétri paraffinée a fond noir, remplie de
milieu de tyrode.

8. épingler I’aire extra-embryonnaire en inclinant les épingles.
9. observer I’'embryon a la loupe binoculaire.
10. dégager I’'embryon de ses enveloppes a I’aide des microscalpels.

11. prélever trés doucement I’embryon a I’aide d’une pipette pasteur et I'installer dans

un tube a centrifuger contenant 1 ml de trypsine edta additionnée de 1 %
d’antibiotiques.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

4,

placer le tube contenant I’embryon a I’'étuve a 37 °c, de 10 a 15 minutes selon la
taille de I’'embryon.

a I’aide d’une pipette pasteur, aspirer et rejeter plusieurs fois I’embryon qui se
désagrege alors ; bien mélanger.

centrifuger le tube 10 secondes a 1200 tours/minute.
jeter le surnageant.
ajouter 1 ml de milieu de culture pour faire une suspension cellulaire.

introduire stérilement dans le flacon de culture cellulaire 1 ml ou un peu plus de
suspension cellulaire.

placer le flacon bien horizontalement dans I’étuve a 37 °c.

dans le fond de I’étuve sont placées 1 coupelle d’eau et 2 petites bougies
précédemment allumées. on admet que lorsqu’elles s’éteignent, I’étuve contient
suffisamment de co, pour la culture cellulaire (conseil donné par un laboratoire de
recherches).

tous les 2 jours le professeur rajoute de I’eau dans la coupelle, rallume les 2
bougies (placer pendant la combustion les flacons dans une autre étuve), élimine
une partie du milieu de culture et le remplace par du milieu neuf a 37 °c.

résultats au bout de 7 jours

au-dela les cultures s’abiment. aucune pollution, dans aucun flacon. présence dans les

flacons de :

e cellules sphériques ;

o cellules allongées (forme de navette) ;

s tres beaux fibroblastes ;

» superbes neurones.

5.

remarques

e aucune réticence de la part des éleves.

« séances qui ne sont pas de tout repos pour le professeur !

s treés grande satisfaction au vu des résultats.

o résultats assurés si I’on suit toutes les rubriques et tous les conseils.

o« élément variable constaté : durée de I'incubation nécessaire a I’étuve, de 3 a 5 jours.

6.

illustrations

figure 1 : vue en microscopie a contraste de phase de cultures de cellules de caille
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