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LES CELLULES SOUCHES
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Souce : https://fondationho.ca/introduction-aux-cellules-souches/



LES CELLULES SOUCHES
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LES CELLULES SOUCHES

Les cellules souches multipotentes foetales

Feet :
i) Cellules somatiques

Cellule§ JErmnENSs) cellules "génitales"
pluripotentes

[ Encadrement J Loi de bioéthique de 2003 m
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LES CELLULES SOUCHES

Les cellules souches multipotentes adultes
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https://www.larousse.fr/encyclopedie/medical/cellule_souche/11835



LES CELLULES SOUCHES

Les cellules souches embryonnaires CSE

( Encadrement J

Loi de bioéthique de 2003

Blastocysie Cellules souches Corpf
embryonnaires embryoides
HORe
Cellules

différenciées

https://www.researchgate.net/figure/Origine-des-cellules-souches-embryonnaires-et-diff-erenciation-cellulaire_fig3_279354984



LES CELLULES SOUCHES

Les cellules souches pluripotentes embryonnaires par clonage

Le corps cellulaire somatique avec genes souhaités

@ ., . Noyau fusionné avec |'ovocyte énucléé
(X9 @
@ O@O —> @@ —> La culture
CHC

(e de tissus
CHOS

Ovocyte
Noyau enlevé

—a———

m Loi de bioéthique de 2003 m

https://fr.wikipedia.org/wiki/Clonage_thérapeutique



LES CELLULES SOUCHES

Transgénese par rétrovirus

Les cellules souches pluripotentes induites CSPI
OCT4
KLF4
SOX2
. 4§
p — @
Cellules somatiques Cellules iPS
DIFFERENCIEES INDIFFERENCIEES
< PLURIPOTENTES

APPLICATIONS IN VIVO

> Thérapie cellulaire /

\ -

\ //

> Thérapie génique

Shinya ;?{Qf -. OOQ @E] ‘

Yamanaka W « \_ Neurones Hépatocytes Cellules hématopoiétiques Autres )
Correction de I'anomalie l
Prix Nobel i

APPLICATIONS IN VITRO
2012 | APPLICATIONS IN VITRO

» Etudes fondamentales
> Modélisation de maladies

> Recherche pharmacologique Antony_Debré et a|.’ 2013
< Toxicologie



LES CELLULES SOUCHES

Intéréts

Recherche Thérapie cellulaire Médecine régenérative
fondamentale * maladie génétique

e Toxicologie
e Modele pathologie



LES CELLULES SOUCHES

Limites

Technique Utilisation Rétrovirus Reégénération limitee

e Cellule capable de e Mutation ?
proliférer seulement
utilisable



LES ORGANOIDES

DEFINITION

e Structure 3D

* Etabli a partir de cellules souches : s’auto-renouvellent et s’auto-organisent

* Reproduitin vitro les différents types cellulaires et les aspects architecturaux & fonctionnels des
tissus natifs

Lumiere ,
-
’ X
- VIUOSlte Schéma & micrographie au microscope a fluorescence d’un organoide de colon humain
¢ N obtenu a partir de cellules souches intestinales Lgr5+ (en vert)
Crypte Barre déchelle = 50 um

(Source : adapté de Sato T. et al 2009)



LES ORGANOIDES
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| Intestin gréle
' : ) Migration o ({71
hy Q8o
N
57
il
: Enteroendocrine—&=| £
S . cell ;:5 \_‘wj
-~ a Absorptive —> 3 -
( \ \ Cryptes enterocyte (&) &
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Du colon a U’épithélium colique
Proliferating TA~
cell

(Source : Figure adaptée de Dutton et al., 2019)
LGRS stem cell

Micrographie en microscopie électronique a balayage et
représentation schématique associée de ’épithélium

colique
(Source : adapté de Nick BekeelRARMERISHERBIMEE@HERUTRII Biology, 15, 19-33 (2014))



LES ORGANOIDES

Destin des CSl dicté par la NICHE
Voie de signalisation Wnt

Niche cell activée dans les CSI
Stem cell Progeny cell
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ECM—
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Figure : Les divisons symétriques et asymétriques des CSI/

(Source : Spradling et al, nature 2001)



LES ORGANOIDES

Les Fibroblastes de la niche : contréle paracrine des CSI

Colonocyte Goi)Tet Paneth Entero-
cell -like cell endocrine
cell

=
i 6

Mesenchymal  Intestinal  Progenitor
cell stem cell cell

1; y

Differentiation
compartment

Facteurs de niche sécrétés par les fibroblastes :

W Wnt ligand

* Ligands Wnt
* Noggin = antagoniste des ligands BMP
* EGF

enitors
artment

‘ Frizzled receptor

compart

Notch ligand

BMP

“ Notch receptor
®

=/ BMP receptor

Crypt
compartment

Les gradients d’action des facteurs de niche dans la
crypte
(Adapté de Martini, Krug et al. 2017)



LES ORGANOIDES

@
Elaboration d’organoide colique humain a partir de CSI 2 € .
‘i‘{"ﬁ’ -7 A2 _d
Growth medium = ISC niche ke’ O P %0
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Colonocyte
®  Enteroendocrine
Dead cell

B0 cell
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, . ; . Paneth like cell
(Source : adapté de https://www.biorxiv.org/ et adapté de https://www.semanticscholar.org)



https://www.biorxiv.org/

LES ORGANOIDES

Croissance des organoides de c6lon humain dans le Matrigel™
Imagerie au microscope Organoide cystique Organoide columnaire (+24h)
inversé des organoides de oo
célon humain :

Lumen

n

s . . o
Caractérisation des cellules < 2
épithéliales d’un organoide au : =
. T Q
microscope confocal : 3 IS
E T
T S
- phalloidine (marqueur de < [
: > a
l’actine) oy =
- anticorps anti EpCAM ;
w

- marqueur nucléaire Drag5 (Source : Audrey Ferrand)



LES ORGANOIDES

Applications médicales : modélisation de pathologies pour le criblage de médicaments

Time (min)

Test de fonctionnalité des canaux
CFTR utilisant la forskoline (active le
CFTR)

Criblage de médicaments

Médecine personnalisée

10

e
F508del -3

Organoides d’intestin observés au microscope confocal provenant de : WT : individu en bonne santé ; F508del :
patient atteint de mucoviscidose Calcéine pour visualiser les cellules vivantes
(Source : Cell Stem Cell 19, October 6, 2016)



PROPOSITION SEQUENCE : 1

Du laboratoire de recherche au laboratoire STL

Placer les éleves dans une situation authentique
= MISSION CONFIEE PAR UNE CHERCHEUSE
PROJET ORGANOIDES

Organoides = outils => Responsabiliser, permettre de
conscientiser Uintéréet d’acquéerir les compétences du *«
programme de biotechnologies et biochimie biologie -



PROPOSITION SEQUENCE : 1

Séance 1 : Engagement dans le projet
Cours Biochimie Biologie : classe entiere, 2h

Préparer la conférence du Dr Audrey Ferrand

C1 )

Présenter les organoides d’intestin et le projet de
collaboration => mission

\

2 Séance 2 : Caractérisation du projet
Conférence : classe entiere, 2h

\ C6 /

>

Séance 3 : Réalisation de la MISSION
AT Biotechnologies : 72 groupe, 4h

Maitriser les compétences pour réussir la mission de
collaboration avec la chercheuse

¢ C1aC6 y

(Séance 4 : Réflexion sur les compétences du
projet AT Biotechnologies: 2 groupe, 1h

Prendre conscience de la nécessité de maitriser les
compeétences

. C5C6 :

Séance 5 : Finalisation du projet

Visite IRSD : classe entiere, 4h

Observer les organoides et faire communiquer les éleves
sur les cellules souches

C5C6
.

Séance 6 : Cloture du projet
AT Biotechnologie : 72 groupe, 2h

Bilan de la réalisation du projet (analyse réflexive) et
questionnement éthique

A C3




PROPOSITION SEQUENCE : 1

Séance 3 : Réalisation de la MISSION

OBJECTIF ? Maitriser les compétences pour réussir la mission de collaboration avec la
chercheuse

Les grandes étapes du protocole de création d’organoides utilisé a '|RSD INSERM consistent a :

1 2 .
Human large \ B4
intestine [ ]] |(
Crypt l = stem cell
Biopsy W7 isolation
S— i - \ — CELL COUNT
L ' o 0f
L 4 . .- -
. » ¢ L .
.o s :?)’ : > i
.‘ %; ."”1"
\‘@’.- ¥,
~ «™Lgr5 CBC

Crypt isolation

Matrigel matrix

Development of

Epithelial |z

organoids

organoids

VA

Ferrand



PROPOSITION SEQUENCE : 1

Séance 3 : Réalisation de la MISSION
Etapes 1 a4 : dissection, lavage colon, découpage

Etape 5 : introduction | Etape 6 : vortexer Etape 8: Etape 9: Etape 10 : Etape 11 :
du fragment de colon | 30 4 60 min centrifuger éliminer Rajouter 1a 3 Numeérer en
dans le Tp (5 min, 1000 rpm) surnageant mL Tp PBS hématimeétre de
dissociation Etape 7 : Malassez
enlever T
colon ., X .
%::_ |::>' ‘ - I T /,T |
n jection de échantillc
. Suspension S
Tube a
centrifuger de Etape 12:
50 mL centrifuger
contenant (5 min, T000 rpm)
Vip . [
dissociation=5 Etape 13: Etape 14 :
mL — annoter et
eliminer congeler -18°C
surnageant




PROPOSITION SEQUENCE : 1

Séance 3 : Réalisation de la MISSION

NOM ELEVE |

| | C3:réaliser |

| | B B |Savnirfaire |F'résentatin| ‘ _CE ‘

{pour calculer la

cellules. mL™".

concentration en cellules
dans la suspension « S »
CN(cellules épithéliales; Susp S) en
Exploitation |cellules.mL™".

Q6. Ecrire EG, EU et EVN

1- Jecns EG en respectant les conventions de couleurs de
metrologie. Jecns 'EU en verfiant les unites et [EVN en vérfiant les

concentration en cellules valeurs
dans la suspension « S »

Cehicellules épithéliales; Susp 5) €T EVM - Je présente le resultat en écriture scientifique. Je reprends |a

Z-Je décompose le " volume de comptage” en utilisant le volume d'une
unité de comptage et le nombre dunites de comptage comptees

FM écriture scientifique, chiffres significatifs et expression du résultat

valeurs

2-Je décompose le " volume de comptage” en utilisant le volume dune
unité de comptage et le nombre d'unités de comptage comptées

EWM - Je présente le résultat en écriture scientifigue. Je reprends |la
FM écriture scientifigue, chiffres significatifs et expression du résultat

des
résultats

Q7. Exprimer le résultat final

1- Je calcule U = 10% de |la valeur de Cricellules;susp S) en
cellules.mL-1, la puissance de 10 est imposée par le résultat de la
concentration en cellules dans la suspension

2- Jécris le résultat de U avec 1 chiffre avant et aprés la virgule et a la
méme puissance gue le résultat de la concentration en cellules dans
la suspension. Je respecte la convention de couleur pour le
mesurande




PROPOSITION SEQUENCE : 1

Séance 3 : Réalisation de la MISSION

Exemple de Fiche de Transmission
Fiche de transmission d'un échantillon biologique a 'NSERM

~

Nature de I'echantillon

Noms des manipulateurs qui ont

préparé I'échantillon

Date de la préparation de I'échantillon

Protocole de preparation de I'échantillon

MNombres de cellules dans le culot

\ Conservation de 'échantillon

[

e




PROPOSITION SEQUENCE : 1

Séance 4 : réflexion sur les competences nécessaires au prOJet (_)RGANO_IDES
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ks prévention des
S raciltatc
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PROPOSITION SEQUENCE : 1

Séance 5 : finalisation du projet ORGANOIDES / UNISTEM day

- Observer organoides

- Découvrir laboratoire de
recherche

- Echanger acteurs de la
recherche

- Travailler
’argumentation Source : IRSD

Séance 6 : cloture du projet ORGANOIDES

- Bilan sur le projet et les compétences : analyse réflexive
- Questionnement bioéthique : expérimentation animale



PROPOSITION SEQUENCE : 1

Réalisation de la MISSION

/ Points positifs PROJET ORGANOIDES \
* Engagement des éleves

* Conscientisation des compeétences

* Multidisciplinarité

* Ouverture bioéthique

/ Poursuite du travail \

* Appropriation des criteres de
réussite

e Utilisation fichier bilan des

\°Retou rs positifs des eleves /

\com pétences

J




PROPOSITION SEQUENCE : 2

PUBLIC . , . .
CONCERNE kEtudlants de seconde année STS ABM dans un lycée avec la filiere STL
( )
CONTEXTE Transmission d’informations inter services
. J
( )
THEME Communication scientifique
. J
4 Compétence 5.1.1: Sélectionner et référencer les différents documents se rapportant a un A
sujet donné
Compétence 5.1.4 : Présenter un compte-rendu synthétique pour une recherche d’information
Compétence 5.3.7 : S’exprimer de fagon claire et rigoureuse
\ _J
SAVOIRS -Thérapie cellulaire
ASSOCIES -Cellules souches, différenciation, multiplication et maturation




PROPOSITION SEQUENCE : 2

PRE-REQUIS - Thérapie cellulaire
-Cellules souches, différenciation, multiplication et maturation

STRATEGIE [

PEDAGOGIQUE Pédagogie par projet ]

PROJET




PROPOSITION SEQUENCE : 2

OUTILS [ Poster scientifique ] / \
PEDAGOGIQUES Jeu

- Séance1:
ORGANISATION L SAeen d
- Séance3:
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L B A A BB B ) A )

f ¥ /
¢ [ ’ [ GEEssipEsE s TR | EassT st R e e e e e et |
: PROJET ’ PROJET ; | i '
’ ) / 4 1 : PARCOURS t PARCOURS ‘
’ Srani § ot / ¢ Y i " i 3
! Thérapie contre g Thérapie contre A ‘ PARCOURS Y PARCOURS Embdche 7 Embiche /
‘ la maladie d’Alzhei / la maladie de Croh / / i gt ion ! i '
¥ d maladie zneimer # d maladie ae cronn /] ’ Action Y Action | C t 1 ’
i 7 / : ¥ ! oncurren 1 {
¢ [ / : :: ' " !
i s / ’ Cytokines /9 Signal d’activat fa Y /
: : : E CYTOKINES EE @ < AJ‘: - S y | '
/ # / ’ : S ‘0 \ : AN /" !
: / / 5 = 1 * 29 3¢ i '
’ e ¥ = i ’ ’
: : : : . ! : S O gole = ! :
i Organoide de Cerveau Y Organoide d’Intestin / ’ _— - Y d ¥ y ¢
g g g g 5 > | Probléme : 4 Probléme /
’ L J - i g g | = prend votre financement qui §# = contamination des cellules  }
! Besoins : ¢ Besoins : / / Compétence : !/ Compétence : | repart dans la pioche /% = votre cellule initiatrice repart |
5 ) S L ek S ¢ : 1
: - financement ; - financement : ; = ;nedlatelIJr chl:mqlue ge= medlateu'r chlmlque: E: dans la pioche /
- g = favorise la multiplication gd = i i i
! - matériel 4 - matériel ¢ ‘ . P g fevorise Forientatioy H /
i e y ST e . ; cellulaire 77 lignée cellulaire ! " ‘
; - cellule initiatrice 7 - cellule initiatrice ¢ / 4 . 5 R
! - cytokine { - cytokine 4 g 4 25 '
oo P ctivati #_ci P ~tivati ! Coriarsor s s 0 0 B 0,0
! - signal d’activation % - signal d’activation Y
’ ’ /
’ B . | /. _ ) ,
: : : : :’ '( :/IIIIIIIIll”l’l’lll’lll: :
’ ’
’ ’ ’ £ ’ ’ [ ]
5 PARCOURS g PARCOURS / PARCOURS ¢ P; PARCOURS 2 PARCOURS | PARCOURS g PARCOURS .
[ Cellule initiatrice g Cellule initiatrice 4 Cellule initiatrice 5 Cell Laboratoire ’ Laboratoire ‘ Laboratoire 2 Laboratoire é
v ’ ’ s |4 ¢ ’ ¢ ]
[ ’ ’ ’ H [ v
[ ¢ ’ ] 2 ’ 5 g :
! CELLULE SOUCHE HEPATIQUE CELLULE SOUCHE / ENTEROCYTE : CE e ‘ Géne d'intérét : e 1 / Financement |
z ; i - ’ ’
‘ b o ‘ KERATINOCYTAIRE ‘ ' Q : -~ P ‘ N ‘ TNGA : - !
Rt ) e H : f y
: N / Rt : £ : : 5 G : o :
¥ ¢ & o avN’ y ¥ v = ’ : ‘ /
; @ ’ e -0 / & j y o ¢ / . - ‘ : ZiS ‘
v ’ ¢/ ) / - / v ’ ’ e /
¥ . ’ A ¢ ’ ’ ’ ¢ g
! - n ’ :C & diffé 6 g Besoirf Compétence : g ; Compétence : ; 2
! ' . / Comebtenca s multisotente :-om? 'ence_. ifférenciée % Compéten¢ = outil de biologie moléculaire ; Compétence : ! = outils de biologie cellulaire | Compétence : A
| Compétance s muitipotente. | _ mitotique = capable de se i MRS RIS pett e /= mitotique | = permet de d'insérer le g&ne 7 _ jormot de transformer des ¢ Nécessaire & la manipulation | = permet de faire fonctionner  /
/ = mitotique = capable de se g i 4 multiplier {multiplier ¢ d'intérét pour créer des cellules . . § des cellules souches ? le laboratoire '
¥ multiplier j multiplier = spécialisée en cellule de lintestin /_. . ! ipc ¢ cellules différenciées en g ¢ /
| Bty o ¢ =indifférenciée = capabledese  /__, . Sia bt e i indifféreng ¢ cellules multipotentes ips ; g g
! = indifférenciée = capable de se I b ¢ => besoin de vecteur et de géne o ! ’ / g :
| ™ : ‘ ; différencier en cellules de lapeau  / ;. s devenir IPS nedodiy ' ‘ ‘ ’
! différencier en cellules du foie g § d Intcret pour devenir SCYTOKINE § ’ ' ’ !
4 / i 1 S T T R T T T —— S A e AN S e e O e e e s
| ’ )

K
TS TSI TSI TTTT ST TTETTT TSI TS TTEEEETGGEGEEEGGEH oo v v e e e s a



PROPOSITION SEQUENCE : 2

e B
[ ] Objectifs — Réviser
k - Réaliser un document de communication )
a R
Méthodologie

Remise en mémoire
des connaissances
Apprentissage des

Recherche = regles

scientifique
Poster scientifique

Interaction avec
TSTL Choix du theme

Jeu Méthode poster

Questionnaire




PROPOSITION SEQUENCE : 2

Objectif — Finaliser le document scientifique

Méthodologie — Travail en équipe
- Questionnaire a prévoir

CRISPR une révolution pour la biologie

corriger une mutation responsable
INTRODUCTION de maladie héréditaire.

Cette nouvelle méthode désignée sous le nom CRISPR, utilise
une nucléase appelée Cas9 pour couper I'ADN et permettre la

rendre non fonetionnels un
CRISPR permet de <—» géne/élément non codant.

réécriture du matériel génétique 5
Elle peut étre utilisée en biotechnologie, pour la recherche évaluer les conséquences
biomédicale ainsi que pour des applications thérapeutiques phénotypiques des mutations.

UNE INVENTION REVOLUTIONNAIRE ...

Les ciseaux CRISPR:

Le systéme CRISPR utilise un ARN guide (ARNg) Lt s,

20

La partie Casge

Dans la nature, ce systéme est présent chez les bactéries qui
I'utilisent pour dégrader des séquences étrangéres dADN
provenant de plasmides ou de virus. Y

cmsen

Les ciseaux moléculaires CRISPR-Cas9 permettent alors de o
supprimer un géne ou bien de le remplacer par un géne

imil t d'un autre individ

similaire provenant d'un autre individu. g

Cette invention présente de nombreux avantages : :
« une seule protéine (Cass) est nécessaire P
+ de nouveaux ARN guides sont trés faciles 4 produire
+ le systéme CRISPR permet de cliver un ADN méthylé.

DES APPLICATIONS QUI SE SONT MONTREES EFFICACES _ USION
ey e chenns
o de -
-

b
P

Ce travail a ouvert la voie des
applications de correction in
vivo pour de nombreux génes
responsables de maladies

Cependant, la modification
récente d'embryons humains avec
le systéme CRISPR/Cas9 a montré
que l'utilisation de cette
technologie peut aussi soulever
des controverses.

[ Les chercheurs ont rétabli la

' production de dystrophine chez

; - | les chiens & I'aide de la technique
CRISPR-Cas9

- |
- J Avant traitement  Aorés traitement

Un groupe de chercheurs a
dilleurs plaidé en faveur d'une
utilisation prudente de cette
technologie chez I'homme.

fut’
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[ ] (Objectifs - S’exprimer a Uoral A
- Interagir avec ses pairs

Méthodologie — Présentation des posters répartis dans la salle
—Jeu
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- Poster: \

Compétences : - Sélectionner et référencer les différents documents
- Présenter un compte-rendu synthétique pour une recherche d’information
-Présentation orale
Compétence: -s’exprimer de maniere claire et rigoureuse

1 GRILLE D’EVALUATION : STS
[\ smex | PRESENTATION DUN POSTER SCIENTIFIQUE ABM
INDICATEURS | A [ m

DEMARCHE DE PROJET

Choix pertinent des documents

Informations recueillies conformes aux résultats attendus

NOTE /4
CONTENU DU POSTER

( \ Pertinence de I'argumentation

Qualité de I'argumentation

POINTS DE - Organisation temporelle e —

Qualité de I'argumentation

VIGILANCE - Coordination
- Consolidation

Présentation sous forme adéquate des informations

Connaissance de F'outil informatique

Qualité des documents préparés

Sources, légendes

>
POINTS - Démarche de projet s
POSITIFS - Culture scientifique

- Interaction
- Transposition du projet
\ - Entrainement pour une épreuve

LN
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