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Observation du cytosquelette dans
des cellules animales en culture



TP: rappels sur les 3 types de réseaux
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Structure du monomere d’actine G et du filament d’actine
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Rappel: Structure microtubules
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Ancrage des microtubules au MTOC

 Les microtubules sont liés, via leur extrémité moins, a un
centre organisateur, le centrosome (= 2 centrioles
perpendiculaires + matériel péricentriolaire) -> contient
des gamma-TuRC stables
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Cellules animales utilisées

(= Cellules 3T3 = Fibroblastes de souris)

Cellules motiles et capables de se diviser
résident dans les tissus conjonctifs non spécialisés.

Produisent la plupart des constituants de la matrice
extracellulaire (MEC) dont elles assurent le
renouvellement.

Peuvent former des contacts avec les cellules
voisines, mais ces derniers sont peu stables.

Interagissent avec certains constituants de la MEC via
les intégrines.
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Forces de traction exercées par la cellule sur la matrice extracellulaire
Li B and Wang JHC Sensors (2010) 10: 9948-9962.
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Figure 1. Pour pouvoir se déplacer au sein du tissu conjonctif, les fibroblastes exercent sur
la MEC des forces de traction. La génération de ces forces est rendue possible par le fait que
les intégrines, peuvent se lier de maniere simultanée a certains composants de la MEC et aux
filaments d’actine. Les tensions meécaniques produites dans la cellule par le cytosquelette
d’actine sont transmises a la MEC via les intégrines.



Migration des cellules mésenchymateuses

La migration cellulaire nécessite la formation de structures spécifiques a base de
filaments d’actine :

- Filopode : protrusion membranaire tres fine qui contient des filaments
d’actine disposés en faisceaux paralleles et qui permet a la cellule de sonder
sont environnement (rigidité, signal, ...).

- Lamellipode : protrusion membranaire large et plate qui contient des
filaments d’actine formant un réseau branché et qui propulse la cellule vers
I"avant.

- Fibres de stress : faisceaux d’actine anti-paralleles et contractiles permettant
d’exercer une traction sur la MEC et la contraction du corps cellulaire.



Migration des cellules mésenchymateuses
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Organisation des filaments d’actine dans les fibroblastes en migration
ou en division.
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Organisation des Microtubules
dans des fibroblastes en
Interphase ou en division

interphase
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Déeroulement du TP, principe des manipulations

Séance 1. Traitement nocodazole ou cytochalasine D
~ixation

Réduction des fonctions aldehydes
Perméabilisation

Marquage

Observations

« Redaction du compte-rendu »

Séance 2: Traitement des images et montage



objectifs des différentes étapes qui précedent le marquage

Fixation (avec la solution de PFA a 4% dans du PBS)

Cette étape consiste a figer les cellules dans un état particulier, en préservant leur forme, leur
organisation et l'intégrité de leurs constituants.

Le paraformaldéhyde (PFA) est un agent de réticulation qui réagit principalement avec les
fonctions amines des protéines. En réticulant les protéines, le PFA les rend insolubles et il
stabilise les édifices tridimensionnels qu’elles forment.

Quenching (avec une solution de NH4CI)
Cette étape a pour but de réduire les fonctions aldéhydes du PFA encore libres.

Elle permet 1) d’éviter que les résidus de fixateur endommagent les « marqueurs » utilisés pour
la visualisation des éléments du cytosquelette et 2) de limiter I'auto-fluorescence du fixateur.

Perméabilisation (avec une solution contenant un détergent, le Triton X100)

La membrane plasmique forme une barriére sélective trés efficace, méme lorsque les cellules
sont mortes. Pour que les marqueurs utilisés puissent entrer dans les cellules, il faut donc la
rendre permeable en utilisant un détergent.

Saturation (avec une solution contenant de I’albumine)
Cette étape permet de saturer les sites auxquels les marqueurs utilisés pour la visualisation des
MF et des MT pourraient se lier de maniére non spécifique.



Mise en évidence des microtubules:
Immunofluorescence directe
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Mise en évidence des microfilaments:
a l'aide de la phalloidine marquée avec de la rhodamine
(Fluorescence directe)
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Mise en évidence des noyaux des cellules a l'aide du DAPI
(Fluorescence directe)
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Observations des cellules a I'aide d’'un microscope a
épifluorescence

La microscopie photonique (ou optique) utilise la lumiére et des lentilles de verre
pour obtenir une image agrandie d'un objet.

Grossissement maximal : x1000.
Résolution maximale : 200 nm.

Détection :

 Lumiere blanche transmise.
* Fluorescence émise par I'échantillon.

Résolution = distance minimale séparant deux points contigus pergcus comme distincts.



Systeme d’acquisition d'image EVOS

Microscope: inversé
Détecteur: caméra CCD
lllumination: LED

Visualisation des images
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Molecule fluorescente : Rappel

Molécule capable d’absorber de I'énergie lumineuse (lumiére excitation) -> passage a un état
excité instable

Retour a I'état fondamental s'accompagne d’une perte d’énergie et d’émission d'énergie
lumineuse (lumiére émission)

— énergie emission (e2) < énergie excitation (e1) donc A, < A,
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Observation fluorescence
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Cytochalasine D

[

Origine : fongique /&O

Se lie a I'extrémité (+) des microfilaments et
empéche les processus de polymeérisation et
de dépolymeérisation au niveau de cette
extremite.

Favorise la fragmentation des
microfilaments.

Favorise la formation de diméres d’actine G
et stimule I'activité ATPasique des sous-
unités constituant les dimeéres .



Organisation des filaments d’actine




Nocodazole

S H
» Origine : synthése N O
« Liaison a une arginine de la \ / /> N

tubuline B

« Séquestre les hétérodiméres N
de tubulines solubles.

5-[2-thiénylcarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yle de methyle



Mocodazole Untreated

Mocodazole Treated

Microtubules + DA

Organisation des MT dans
une cellule en interphase



https://www.youtube.com/watch?v=TB6H8RoyPhO0
https://www.youtube.com/watch?v=N97cgUqV0Cg



