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Présentation de la technique de coupes de précision de tissus permettant I'étude
d’infections et co-infections sur des tissus complexes cultivés ex vivo.
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Résume. Cet article présente une technique permettant d’obtenir et de cultiver in vitro des coupes (slices) de tissus
biologiques. Des coupes réalisées sur du tissu pulmonaire dans le but d’étudier la réponse immunitaire aux
infections respiratoires virales porcines sont plus particuliérement présentées. La technique des tranches
tissulaires rapportée ici peut également étre utilisée pour étudier le métabolisme et la réponse de différents types
d'organes a d'autres agents pathogenes ou a des composés toxiques (1, 2, 3, 4, 5, 6). L’étude des interactions
héte-pathogénes sur des lignées cellulaires ne prend pas en compte la complexité du tissu pulmonaire et la
diversité de ses composants cellulaires. Lors d’études d'infections ou co-infections pulmonaires, il est important
d’avoir un certain nombre de « replicates » afin de pouvoir effectuer une analyse statistique des résultats. Les
techniques de cultures de coupes de précision sont une alternative a I'expérimentation animale et s'inscrivent dans
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le respect de larégle des 3R : « réduire » (le nombre d’animaux utilisés), « raffiner » (les conditions expérimentales)
et « remplacer » lorsque c'est possible par des techniques in vitro ou ex vivo. Nous avons acquis un appareil
« Tissue slicer » permettant d’obtenir des coupes de précision de tissu (PCLS) qui, mises en culture, prennent en
compte I'architecture du tissu et permettent I'étude in situ des interactions cellulaires au niveau du tissu pulmonaire.
Ces coupes (slices) conservent en partie les capacités moléculaires et I'hétérogénéité fonctionnelle du tissu
permettant |'évaluation de la réponse immunitaire dans un cadre qui se rapproche des conditions in vivo avec une
viabilité d’une & deux semaines, permettant I'étude d'infections et de co-infections (7, 8).

Mots-Clés : 3R, culture cellulaire, infection, PCLS, poumon, porc

Abstract. In this paper, we describe a technique that allows getting slices of biological tissues followed by their in
vitro culture and infection. Some slices made on pulmonary tissues are presented in order to study the immunologic
response to viral respiratory diseases of pigs. This technique of tissue slices’ culture can also be used to study the
tissue metabolism or its response to toxic in various organs (1, 2, 3, 4, 5, 6). The lung tissue is complex and infection
studies using cell lines do not take into account the tissue architecture and the diversity of its cell component. When
studying lung infection or co-infection, it is important to perform a number of replicates, according to the measured
traits, for the statistical analysis of results. This technique can be an alternative to in vivo experiments. It conforms
to the 3R standards: « reducing » the number of animals, « refining» the experimental protocol, and replacing when
possible animal experiments through ex vivo methods. We got a « Tissue slicer » device that allows getting
“Precision Cut Lung Slices” (PCLS) representative of the tissue multicellular complexity and that allows studying
extracellular interactions in the pulmonary tissue. In these slices the tissue architecture and cell interactions are
partially preserved as well as their molecular capacities and functional heterogeneity thus allowing the follow up of
the immunological response with a tissue viability of one or two weeks, which allows studying infections and co-
infections (7, 8).

Keywords: 3R, lung tissue culture, infection, PCLS, Lung, Porcine
Matériel et méthodes

Equipement : Tissue slicer (Modéle MD4000-01, TSE systems, Munford, Alabama, Etat-Unis) (Krumdiek)

Réactifs

Afin de permettre la solidification de 'organe a faible température, nous utilisons un agarose low melting (Sigma,
A9045). L'agarose, une fois liquéfié & des températures supérieures a 65°C, reste fluide lorsqu'’il est conservé a
37°C, et se gélifie uniquement lorsque la température descend en-dessous de 25°C. Le milieu RPMI 1640 2x
(500 mL, Eurobio/Biowest, P0870) permet d'apporter les nutriments nécessaires aux cellules de I'organe. Ce milieu
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est supplémenté avec 2 % antibiotiques et antimycotiques (Eurobio, Liquide CABPSAQ0-0U) soit Pénicilline
200 Ul/mL-Streptomycine 200 ug/mL-Amphotéricine B 0,5 pg/mL, Enrofloxacine 20ug/mL (Baytril) et Clotrimazole
2ng/mL (Aurizon) afin de limiter le développement de la flore commensale ou de bactéries contaminant le
prélévement.

Préparation du prélévement

Un lobe pulmonaire, au choix, est prélevé le plus tot possible aprés I'abattage et la saignée de l'animal (<15
minutes). Un mélange volume a volume d’agarose et de RPMI 2x est injecté doucement dans les voies respiratoires
par la bronche a l'aide d’'une seringue reliée a une canule. Il est important d’injecter doucement tout en massant le
poumon afin de bien répartir le mélange, de minimiser la pression de gonflage et ainsi d'éviter des Iésions
pulmonaires. Le volume du mélange (2 litres pour un lobe pulmonaire porcin- porc de 125 kg) est & adapter en
fonction de la taille du lobe. Le lobe est suffisamment rempli lorsque le mélange suinte légérement du lobe qui doit
étre bien tendu et dur. Le mélange agarose/milieu de culture se solidifie & des températures inférieures a 25°C, il
est donc important que tout le processus (abattage, extraction du poumon, injection du milieu) soit rapide (une
demi-heure environ) pour qu'il ait lieu avant le refroidissement de 'organe. Il ne faut pas que le mélange soit trop
chaud afin de ne pas détériorer les cellules. Le mélange agarose (37-40°C) milieu (25°C) est donc réalisé juste
avant d'étre injecté dans le lobe pulmonaire. Une fois le lobe pulmonaire rempli de milieu, la bronche est clampée
afin d’éviter au mélange milieu/agarose de ressortir (Figure 01). L’'organe est ainsi placé dans un sac plastique, lui-
méme posé dans de la glace afin d’amorcer une solidification rapide de I'agarose. L'agarose solidifié maintient
I'état gonflé du lobe pulmonaire et empéche I'affaissement des voies respiratoires et des alvéoles lors du tranchage.
La réalisation des coupes doit étre effectuée sous trois heures afin de garantir une viabilité tissulaire suffisante.

Figure 01 : Position des clamps sur le poumon

Réalisation des « Precision cut lung slices » (PCLS)

L'organe ainsi solidifié est coupé transversalement en tranches d’environ 1,5 cm (Schema02 : A). De petits
morceaux cylindriques (« carottes »), chacun contenant une bronchiole afin d’avoir des coupes homogenes, sont
préparés a l'aide d’'un emporte-piéce (Schema02 : B). Le « Tissue slicer » est rempli avec 800 mL de RPMI 1x
supplémenté d’antibiotiques et d’antimycotiques. Un cylindre de tissu est introduit dans I'appareil & I'endroit ou la
lame viendra couper les tranches (schema02 : C). La vitesse de coupe (60 coupes par minute) ainsi que I'épaisseur
des coupes désirées (100 a 500 um) sont sélectionnées. Les coupes sont réalisées de maniére automatique par
I'appareil et ressortent dans le tube de récupération (schema02 : D). Le milieu ainsi que les tranches sont ensuite
récupérés dans un bécher stérile de 1L en relachant la pince de serrage (vidéo Tissue Slicing:
https://www.alspi.com/videos-ARD.htm). Nous pouvons assez aisément obtenir 300 coupes a partir d'un lobe
pulmonaire.
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A: coupe de tranches  B: cylindres de poumons C: production des coupes D: récupération des coupes

Schéma 02 : processus de production de coupes de précision.

Un premier tri est effectué en sélectionnant les tranches entiéres présentant une lumiére bronchique (schéma 03).
Les coupes sont placées dans de grandes boites de Pétri (076060SD- Dustcher) contenant du milieu RPMI 1X
avec 1% d'antibiotiques, antimycotiques et 5% SVF (50/boites). Les boites de Pétri sont placées dans un
incubateur a 37°C, 5 % CO2. Au bout d'une heure, les PCLS sont transférées dans une nouvelle boite de Pétri
contenant du nouveau milieu pré-incubé a 37°C / 5 % CO2. Cette opération de lavage des tranches s’effectue
quatre fois afin de permettre au mélange agarose/milieu de fondre et d’étre éliminé de la coupe de tissu.

Test de viabilités

Au bout de 24 heures, une observation microscopique (x200 & x400) du mouvement des cils des cellules
épithéliales valide la viabilité des PCLS de poumon (schéma 03).

Bronchiole

Schéma 03 : Observation des coupes de précision. A:coupe de précision
a I'eeil nu, B: lumiére d’une bronchiole (x200)

La viabilité des cellules des coupes de précision est évaluée par un test de bronchoconstriction suite a I'addition
de méthacholine (chlorure d'acétyl-R-méthylcholine, Sigma-Aldrich). La méthacholine est ajoutée aux coupes et
des images sont prises 5 min apreés le traitement. Conformément a I'étude de Martin et al., des concentrations de
10102 10-3 mol/L ont été testées et nous avons retenu la concentration 104, Les tranches témoins sont traitées
avec des volumes équivalents de RPMI pur pour éliminer la possibilité que I'ajout du milieu soit un stimulus suffisant
pour provoquer une bronchoconstriction des bronchioles. La méthacholine agit comme agoniste non sélectif des
récepteurs muscariniques pour stimuler le systéme nerveux parasympatique. L'observation de phénomenes de
bronchoconstriction par microscopie optique (Olympus CKX31, Tokyo, Japon) permet de suivre la viabilité des
coupes au cours du temps (schéma 04- schéma 05). Il peut étre constaté qu'a partir du 11éme jour, la viabilité des
tranches est réduite. Une variation tres faible dans le diameétre des bronchioles est notée. La viabilité des PCLS
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peut étre maintenue jusqu’a 8 a 10 jours apres la mise en culture pour les PCLS de porc (8) avec une perte
d’activités ciliaires plus ou moins marquée.

La viabilité peut également étre étudiée en mesurant sur une fraction de la culture, l'activité mitochondriale par
['utilisation du test de bromure de 3-(4,5-dimethyl thiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (test MTT) (7), bien que nous
ne I'ayons pas effectué.

Schéma 04 : A : Bronchiole vaso constriction
B : Bronchiole vaso dilatation

Schéma 05 : Suivi de la bronchoconstriction
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Conclusions

Dans nos études, une digestion des PCLS par un mélange d’enzymes (Collagenase, Dispase, DNAse) nous a
permis d’évaluer a environ 5.10* le nombre de cellules par PCLS. Des analyses en cytométrie en flux sont en cours
afin de déterminer plus précisément les populations cellulaires présentes dans les PCLS.

Dans nos études d'infections et co-infections virales, les PCLS sont placées aprés lavage dans des plaques
24 puits (1 PCLS/puits), puis infectées par les virus de l'influenza et du syndrome dysgénésique et respiratoire
porcin (SDRP) (10° TCID/PCLS/virus). Le virus Influenza a été détecté dans les cellules épithéliales (exprimant I'a-
tubuline), le virus SDRP dans les macrophages alvéolaires (exprimant les molécules du CMH-Il) par des
marquages en immunofluorescence (microscopie confocale). Sur d’autres PCLS des extractions d’ARN ont été
réalisées ; nous avons obtenu de 250 a 500 ng d’ARN par PCLS (extraction Trizol + kit RNeasy micro plus
(Qiagen)). La réponse immunitaire a été étudiée par recherche des cytokines d’intérét en RT-PCR quantitative. La
présence de virus a également pu étre détectée par RT-PCRq (8). Nous avons ainsi pu mettre en évidence que le
virus SDRP interfére trés significativement avec le virus influenza en PCLS. En effet nous avons pu montrer que la
co-infecton du virus SDRP avec le virus influenza pourrait avoir un impact sur la capacité de réplication du virus
influenza avec les PCLS, résultats similaires & nos observations sur une lignée cellulaire épithéliale porcine.
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