Méthodologie en culture cellulaire

II. La culture cellulajye
Ces dernigres décennies. des découvertes fondamentales relatives a la biolo
eucaryotes ont pu étre réalisées grace aux techniques de culture cellulaire. La cultu

devenue un des outils majeurs utilisés aujourd'hui dans les sciences de la vie.

IL.T Que signifie culture de cellules et de tissus? o

Culture de tissus est le terme général englobant le prélevement de cellules, tissus ou ¢
d'un animal ou d'une plante et leur placement ultérieur dans un environnement ar;rﬁcwl conc
4 leur croissance. Cet environnement est généralement constitu¢ de récipients de cultures approp
en verre ou en plastique contenant un milieu liquide ou semi-solide qui apporte utrimen

essentiels a la survie et a la croissance.

Fig 4 : milieux de cultures cellulaires.

La culture d'organes entiers ou de fragments d'organes intacts dans l'intention d'étudier leur

fonctionnement ou leur développement prolongés est appelée Culture d'organe. Lorsque les cellules
sont retirées des fragments d'organe avant, ou pendant la culture, interrompant ainsi leurs relations
normales avec les cellules voisines, on appelle cela Culture de cellules. On appelle culture
cellulaire, le maintien en dehors de I'organisme, des cellules non organisées en tissu mais capable

de se diviser in vitro et d'exprimer des métabolismes et des fonctions spécifiques. ;

.

En biologie, la culture cellulaire désigne un ensemble de_techniques utilisées pour faire
, . g Qo =
des cellules en dehors de leur organisme (ex vive) ou de leur milieu dongxnej dans

d'expérimentation scientifique ou de fécondation in vitro.
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On appelle culture d'organe, le maintien en dehors de l'organisme, d'organes ayant conservé

leur structure et leur fonction (coeur perfusé).

La culture in virro ou culture de tissus se définit comme l'ensemble des techniques qui
v . A sa N R . ,/
permettent de faire croitre en milieu artificiel des cellules specmhse&/par exemple des cellules

animales comme la peau humaine ou des cellules végétales, ce qui représente une grande variété de
tissus.

A\do B&&:&

La culture des cellules animales en dehors de I'organisme permet I’observation des cellules
vivantes dans des conditions favorables. De plus, une culture cellulaire représente un systéme
experimental beaucoup plus simple quun animal entier et elle fournit un systéme qui peut étre
etudi¢ dans des conditions soigneusement controlées.

Q\daﬂkua(;

Donc Id culture cellulaire posseéde de nombreux avantages : Elle fournit une source continue et
homogene de cellules utilisables aussi bien en biochimie, que dans le domaine médical et dans celui

de la santé. Les cellules en culture, a l'inverse des cellules in vivo peuvent étre manipulées tres o~

facilement. Les cultures cellulaires peuvent étre congelées pour une utilisation ultérieure sans que

cela affecte leur potentiel multiplicatif (tout en gardant leur potentiel de division) ou leur patrimoine

geénétique. L'utilisation des cultures cellulaires, en limitant celle des animaux de laboratoire, permet

de minimiser le colt des expérimentations, et de limiter en nombre le sacrifice des animaux de

laboratoire.
3 VWS saleen . -

I1.2 A quoi servent les cultures de cellules?

N

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

un réle majeur sont brievement décrits ci-dessous:

a) Systémes de modéles -
Les cultures cellulaires fournissent de bons systémes de modéles pour étudier :
1) la biologie et la biochimie cellulaires de base,
2) les interactions entre les cellules et les agents induisant des maladies,
3) les effets des médicaments sur les cellules,
4) le processus et le déclenchement du vieillissement et

5) les études nutritionnelles.

b) 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, cosmeétiques et produits chimiques sur Ia
7
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survie et la croissance d'une grande variété de types de cellules. Les cultures de cellules dérivées

foie et des reins sont particulierement importantes.

¢) Recherche sur le cancer »

Les cellules normales ot les cellules cancéreuses pouvant toutes deux étre cultivées, les
différences de base entre elles peuvent étre étudices de prés. De plus, il est possible, en utilisant des
produits chimiques, virus ¢t rayonnements, de convertir les cellules cultivées normales en cellules
cancereuses. Ceci permet ains; d'¢tudier les mécanismes conduisant a ce changement.

Les cellules cancereuses cultivées servent ¢galement de systéme de test pour déterminer les
medicaments et méthodes adaptées pour détruire sélectivement certains types de cancers,

d) Virologie -
Une des utilisations les plus précoces et les plus importantes des cultures cellulaires a été la
réplication de virus dans les cultures cellulaires (@ 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

deéveloppent et infectent les organismes.

¢) La cellule comme usine de production |,

importants, trois domaines se sont mdntrés plus intéressants. Le premier est lasproduction a grande

echelle de virus pour une utilisation en production de vaccins, Ceci comprend les vaccins contre la

polio, la rage, la varicelle. I'hépatite B et Ja rougeole. Le deuxiéme est |a production & grande

echelle de cellules geénétiquement modifiées pour produire des

protéines présentant une valeur

médicale ou commerciale. Ceci inclut les anticorps monoclonaux,

l'insuline, les hormones, etc. [ e
troisiéme est l'utilisation de cellules en remplace

ment de tissus et d'organes, La peau artificielle

utilisée pour le traitement de brilures et d'ulcéres est Je premier produit disponible dans le
commerce.

une large variété de pathologies.
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f) Thérapie génique

La capacit¢ de modifier génétiquement des cellules a également cong
thérapie génique. Les cellules peuvent étre prélevées sur un patient souffrant d ‘
un géne fonctionnel, et le gene manquant(ou endommagé)peut alors étre remplacé. Les ¢
cultivées un moment puis réimplantées dans le patient. Une approche alternative con
gene manquant dans un vecteur viral puis "d'infecter" le patient par le virus en espé

manquant sera exprimé dans les cellules du patient.

g) Découverte de médicaments

L'importance des tests basés sur des cellules a considérablement augmegé d
pharmaceutique, pas seulement pour les tests de cytotoxicité, mais également pour le =x._ »
debit (HTS) de composés pouvant présenter une utilité potentielle comme méd%l;ﬂw. Alo ,,
ces tests de culture cellulaire ¢taient réalisés dans des plaques de 96 puits, mais les plaques ¢

et 1536 puits sont maintenant de plus en plus utilisées.

I1.3 Les systémes cellulaires : g
3.1 Comment obtenir des cultures cellulaires? ﬁ\ ¢
a) Culture primaire

Lorsque les cellules sont prélevées chirurgicalement d'un organisme et placées dans un 8
environnement de culture approprié, elles se fixent, se divisent et proliférent. C'est ce qu'on appelle E
une Culture primaire. II existe deux méthodes de base pour faire cela. Dans la premiére, pour s =%
cultures d'explants, de petits morceaux de tissus sont fixés sur un récipient de culture en verre ou en
plastique traité et baignés dans du milieu de culture. Aprés quelques jours, des cellules g‘ndividuelle&;
se déplacent de l'eiplant de tissus vers la surface du récipient de culture@u le suw,mb-ﬂlg?j
commencent a se diviser ef proliférer. Dans la deuxiéme, méthode la plus généraleme u\til:sée, ce

%iﬂpﬁﬁe ypsine

ou la collagénase, a des fragments de tissus pour dissoudre le ciment maintenant les cell

processus est accéléré en ajoutant des enzymes de digestion (protéolytiques), telles que

ensembles. Ceci crée une suspension de cellules individuelles qui sont placées dans des récipi
de culture contenant un milieu de culture pour les laisser pousser et se diviser. Cette

appelée Dissociation enzymatique.

Scanne avec CamScanner



M*-Mgubstrat)avec des enzymes. Ces enzymes sont similaires a celles utilis.és's'pour obte

Methodologie en culture cellulaire

Les cellules des tissus sont dispersées par hydrolyse enzymatique de; protéir
matrice extra cellulaire. La multiplication des cellules s’arréte quand un élément
est épuisé. Quand elles sont cultivées sur support, leur croissance s’arréte par ink

(c.a.d. quand elles forment un tapis confluent de mono couche cellulaire).

b) Culture secondaire

Lorsque les cellules dans le récipient de culture primaire ont pouss¢ et couvert tbu@«
culture disponible, elles doivent étre repiquées pour leur donner de la place
croissance continue. Cela se fait généralement en les retirant aussi délicat rent
primaire et sont utilisées pour rompre les liaisons protéiques liant les cellules at s
lignées cellulaires peuvent étre récoltées en grattant délicatement les cellules du foﬁd"‘_r ,§

de culture. Une fois libérées, les cellules en suspension peuvent étre divisées et pfa@é%

nouveaux récipients de culture.

Ce sont les cellules de la culture primaire qui sont utilisées pour ensemencer d’autres cul
ainsi de suite : ce sont donc les cultires secondaires. Ces cellules ainsi obtenues cons

caractéristiques du tissu d’origine mais leur nombre de divisions est limité comme

I’organisme.
Origine de ~
cellule
Cu-lt-ﬁr_é'p-}i-r;naire CultuF_g second
Fig 6 : Culture cellulaire. ‘:;.‘ .
3.2 Lignées cellulaires (2 définitions) i

- Ensemble des cellules (normales ou cancéreuses), dérivant d'une méme cellule mere et prés%
T

des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles identiques. " L

- Ensemble des cellules a divers stades de différentiation qui donnent naissance a un type cellulaire

donné. .

Scanne avec CamScanner
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L3 Qulest-ce qu'une cellule souche ?
e Une ¢ S, S :
cellule souche est une cellule quicscente (en repos ¢’est-a-dire qu’elles ne se multiplient

Pas) qui a la capacité. si né . e
| la capacité, si nécessaire de se diviser indéfiniment, souvent tout au long de la vie de

I"organis
sSmMe ¢ . alla ¢ )
B ¢ auquel elle appartient, assurant le renouvellement des cellules d'un individu. La
division d WP :
ine cellule souche produit une nouvelle cellule souche cellule de «réserve et une cellule

'

sengagean 5 ORI IS o gy ;

= gageant dans un processus de différenciation qui la conduira a remplir une fonction précise.

acces 1 des “anndi
dans des conditions appropriées et en présence des signaux corrgets, elles peuvent se

transformer ¢
mer et donner naissance A diverses cellules spécialisées (ex : cellule de muscle, de foie,

neurone, ete

1c.) au ¢ s d' Sk aar e At o X N
) au cours d'un processus appelé «différenciation cellulairey.
= )

créer des organes a partir de ce ¢ souches.
“_'.

s questions demeurent ct, a ce jour, trés peu de pathologies peuvent

Nmnnmma dg nombre
Ctre traitées par Lles'faPProches fondées sur ces cellules. La rareté ou l'inaccessibilité des cellules
souches adultes, I'absence de marqueurs permettant de les identifier physiquement et de les purifier
ainsi que notre connaissance extrémement limitée des mécanismes fondamentaux qui président a
leur autorenouvélement sont autant de raisons qui limitent leur utilisation dans des approches

cliniques,

a) les différents types de cellules souches
Toutes les ecllules souches ne sont pas équivalentes, on distingue alors quatre catégories de

cellules souches en fonction de la diversité des types cellulaires auxquels elles peuvent donner

Fi
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natwance, done elles sont classées selon leurs capacités de différenciation. Cependant les
chercheurs en matiere de thérapie cellulaire ne focalisent leur centre d’intérét que sur les cellules

souches pluripotentes et multipotentes,

I Cellules souches totipotentes  (toti=tout, potentes=puissantes) : elles sont les seules a
permettre le développement d'un organisme entier donc elles peuvent engendrer tous les types de
cellulos d'un organisme, Les vraies cellules souche totipotentes sont I’ceuf fécondé d’un embryon

de mammitere (aussi appelé un zygote) et les cellules filles issues des premiéres divisions aprés la

lecondation

conservé 'aptitude & donner pratiquement tods d acité a se multiplier
activement, alli¢e & leur potentiel élevé [ s types cellulaires, fournit un

outil puissant de production de cellf hes s U édifférenciées. Ces derniéres sont

inaptes & une régénération endogene. du développement ultérieur, les Cellules

yrogressivement se restreindre pour donner

plusicurs tissus, clles sont ngmmées égdlement cellules souches adulte. Ces cellules engendrent a

lctll',r'r)‘l'll',"'l_cs 200 types (chez I’hgmme) de cellules matures différenciées constitutives des différents

tissus.

7Y

4 Cellules suuc%;%nwj;i%’fentcs: ne peuvent se différencier qu’en un seul type cellulaire qui

constitue un seul type'de tissu. Donc elles n'engendrent que des cellules différenciées d'un seul type

tissulaire et conservent certaines capacités d'autorenouvélement et de prolifération.

b) Les niches d’hébergement des cellules souches : Les cellules souches existent en petits
nombres dans un microenvironnement spécialisé désignés par le terme de niche (de cellules souches
en ¢tat quiescente). C’est un endroit spécifique d’un tissu qui peut héberger des cellules souches.

La niche se compose de cellules somatiques différenciées, de matrice extracellulaire et de cellules

dérivées de cellules souches, Les niches fournissent les facteurs protéiques qui assurent les

4.2
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interactions entre cellules et avec la matrice extracellulaire. Ces facteurs permettent de controler

I’autorenouvélement des cellules souches, leur prolifération et différentiation.

Dégradation
du tissu

Cellule souche

Cellule épithéliale
Activation de
C°§3:::c‘m§:°s cellules souches
(ot | iisgie
) s \—kd s
Héparahon
du tissu
Fig 8 : Cycle de cellules souches alternant quiescence ¢pendance s voies de
signalisation de Hedgehog et Wnt, dans des 51tuatlons phy31 0g ales et en réponse a une

Parce qu’elles représentent une réser¥e “cellulai i “illimi par leur propriété
d’autorenouvélement et possedent la capagité ifférenci s les lignages cellulaires in
vitro, les cellules souches embryon | nt un outil de choix pour le
développement de nouvelles approc ondées sur le remplacement cellulaire

3)

Maintenues en culture, les ce ent les cellules souches
embryonnaires pluripotefifes anistie,. elles’donnent naissance aux cellules multipotentes
qui incluent : les cellules} ouche§iépidermiques, a I'origine de la peau et des poils, les cellules
souches hématopoiétiques Osseuse a l'origine de toutes les lignées cellulaires

sanwumes les cellules soucjs neurales de la zone sous-ventriculaire du cerveau, les cellules
souches. gastro -intestinales, loca,!&ées dans les cryptes du petit intestin, les cellules souches du foie
et les wl]ulqs J,s_ouches mesegchymateuses résidentes de la moelle osseuse qui forment les os, les

cellules stromale.s et les adlpocytcs

SIS\
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CEut fé y
u\;\;@ Les cellules souches

|

Celiules souches — Les cellules souches
PEy——— totipotentes ﬁ
otipoten:

— Les cellules souches
Blastocyte contenant

des cellulles souches, pluripotentes
pluripotentes

Cellules souches
embryonnaires
pluripotentes en cullure l

-

Ly - Tes cellule_s sou_ches
muiltipotentes (cerveau) y unfpdtenfes 3

cellules souches neurales

cellules souches épidermiques
multipotentes (poils/peau)

Cellules souches hématopiétiques
- multipotentes

cellules souches gastro-
(cellules circulantes du sang)

intestinales multipotentes
{intestin) !

G Sasdhac du Rz

Les cellules souches fonobjet d’étude du développement de l'embryon et du feetus. Elles

o

peuyent siengager dans un noi‘ﬁpre“illimité de division symétriques (sans se différencier), comme

\ B i :
les cellules cancéreuses, prqpng; pour laquelle elles sont utilisées pour 1’étude du cancer. Le

“v

di%;encie}gpn de ces cellules souches pourrait constituer une réserve illimitée de

controle de la
= )'FF LN 4 f 4 L , ~
tissus pour tester Fefficacité de médicaments ou les effets de substances toxiques. Grace aux

cellules souches, ot fespérc produire et greffer des cellules neuves pour remplacer des cellules

endommagées ou mortes de l'organisme.

14



Méthodologie en culture cellulaire Dr. LAOUFIH

es souches embryonnaires

Schéma théorique de traitement par cellul

& | - R
L. w-@

spermatozoides ovule ovule fécondé
cellules fgfpipotentes celiules pluripotentes
e cellules musculaires

ellule

-

sanguines

)

1)

Patient

\ e cellules hépatiques :
transplantation 1 différentiation
cellules diq‘ol"tlvas : *

cellules nerveuses

cultures cellulaires

.

Accident vasculaire cérébral
Lésions cérébrales

Troubles d'apprentissages"
Maladie d'Alzheimer
Maladie de Parkinson

Cécité

Surdité

Problémes de dentition

Cicatrisation
infarctus du myocarde

Greffe de
moelle osseuse
Dystrophie musculaire

Lésion de la

colonne vertébrale Diabate

Fig 11 : Quelques maladies possiblement guérissables grace a la recherche sur les cellules souches
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I La prolitération cellulaire : Courbe de croissance en culture

Est une courbe tri phasique On distingue 3 périodes : phase de latence ou d'adaptation ; phase
exponentielle | phase stationnaire,

I La phase de Iatence (d'adaptation au milieu) ou « lag phase » : caractérisée par une faible

' \ ' 9
croissance cellulaire, La cellule reconstitue son squelette, s'attache au substrat, s’étale. 11 y a des
synthéses d'ADN et de protéines,

milieu de culture est riche en nutriments,

3 La phase de plateau (stationnaire), ou « plateau ph

La confluence cellulaire intervient vers la
stationnaire (0-10% de croissance), lorsqu

ralentissement de la croissance cellulai

es entrent en contact I'une avec ’autre soit
disponible sur le support (substrat). Les

Les cellules épithélia

atteinte, Certaines cellules

tinuent & croitre
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¥hase Lag : période d'adaptation 2u
milleu. La celule reconstitue son
squelelts, sg'atlache au substral,
séizle Ny e des synthéses dADN el
Ge proléines.

_Fbase Log : phase decrolssance expo-
nentielle (90 & JOO% de croissance).

Pbase plateau : 12 confluence Inter-
vieni vers 12 {in deJa phase Log el la
cullure devient ensuile slationnaire
(0-10% de croisszance). Les cellules
perdent leur mobilils, s'orientent les
unes par rapport 2ux autres (Inhibl-
tion dz conlact),
lescellulesépithéliales el endothélia-
les non translorinées cessent de c10i-
Lre dés Ja confluence alizinte. Certal-
nes cellules d’embryons de peav, les
[ibroblasies, expriment des inhibi-
tions de contact mais continuent 3
croitre en g'organisant en couches
soperposées. Les cellules transfor-
mées zileignent des plaleaux élevés.
Fyanl perdu leur dépendance vis-3 vis
d’un support, elles peuvent souvent
elre cultivées en suspension.

Fig 12 : Cycle de croissance d’une lj

0

Cellylesimi de miliey

10°_

) Iz s X B é—ri A R
1 L Plateau
BT N L1 p-
e (évolution d’une culture de cellules

)

Crossance
celdaue
o . !
decemdest | i : 2
i 1 &
.‘ : 1 ,r"
% ! ek
i 1
e =
1 i \
LT F
- §:-§ ' ‘l
3 -. ' > ' ‘
5 1
10 J g — :H 1 l
§ ' 1 |
sl% E : ‘I
H - | i
f : =
6 i
L : "“;
7

0

4 6 8 0 12

Fig 13 : Phase déclin au cours d’évolution d’une culture de cellules. u L 446 0 )
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V1. La transformation cellulaire : I’immortalisation et la transformation tumorale

AN Tey s VN (L wn Q»&g:w
i

. Ia différenciation
L

My ’ / la mort cellulaire
la prolifération \Lgs s tienob
des madeles ckemalfs pour feude

s B

A . métabolisme
SR (nutriments, médicaments, etc...)
migration, mouvement Qoxicité )
—& e .

la transfgrmation

"transform" on'".

?@@
/.FE‘(‘ ‘.‘-,

processus pathoi

intentionnelle

morphologie et sa crmssancc

Les cellules transformées (lignées transformées ou immortelles) poussent généralement plus vite
et plus facilement (la vitesse de multiplication ne diminue pas, ce qui permet un nombre de
repiquage indéfini). Ces cellules transformées peuvent souvent présenter des chromosomes
supplémentaires ou anormaux et peuvent fréquemment €tre cultivées en suspension puisqu’elles
perdent leur besoin d'ancrage (n'adhérent plus au support). Les cellules possédant le nombre normal

de chromosomes sont appelées cellules diploides; celles qui possédent un nombre de chromosomes

18
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diftérents de la norme sont appelées aneuploides. Si les cellules forment des tumeurs lorsqu'elles

sont injectées a des animaux, elles sont considérées comme €tant néoplasiquement transformées.

On peut distinguer 2 états principaux dans la transformation : I’état prénéoplasique auquel les
cellules présentent des altérations dans leur morphologie et dans le contrdle de leur prolifération, et

un état néoplasique ou les cellules acquiérent en plus la capacité & former des tumeurs ou des
leucémies in vivo.

V1.2 L’immortalisation et la transformation tumorale

- L'immortalisation est une des modifications associées a la transformation
- Immortalisation est la capacité a proliférer indéfiniment.

- Croissance jusqu’a une densité cellulaire anormalement élevég
- Faible dépendance vis-a-vis des facteurs de croissance.
- Faible dépendance vis-a-vis de I’ancrage (capacité a survi

- Capacité a induire des tumeurs aprés injection Mes animaux

Lésions acquises de — [ CELLULE NORMALE]
I’ADN dues a des agents
environnementaux Réparation 3
— chimiques correcte de FADN
~— radiation
e v | Lésion de FADN |
¥
Echec de la réparation | , Mutations constitutionnelles
de FADN (héréditaires) dans :
¥ — génes de réparation de 'ADN
Mutations dans le génome|«— -?:nea pﬁiﬁ‘mram &
des cellules somatiques cellulaire et I'apoptose
Inactivation
. Activation de de génes sup-
Fa proto-oncogénes presseurs
de tumeurs

—

iErégulaﬁon de la prolifération cellulaire | Diminution de Fapoptose

—

Expansion clonal
[ Angiogenese |-£ﬂ°n =

Echappement a S

l'immunosuppression :
Progression tumorale l
Tumeur maligne  |—»| m" e

Fig 15 : la transformation tumorale
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Fransformation maligne et progression tumorale

Le cancer est lie & la prolifération anarchique et incontrdlée des cellules résultant d'une
perturbation de I"homeostasie tissulaire. Cette dernidre est définie comme un ¢quilibre fragile entre
la proliferation cellulaire, la différenciation ou la spécialisation irréversible des cellules,
U¢limination par sénescence ou par apoptose.

La transtormation néoplasique résulte d'une perturbation de ce fragile équilibre. Done un
neoplasme est la conséquence d'altérations successives du génome des cellules tumorales, qui

perturbent de fagon permanente I'homéostasie tissulaire, Plusicurs facteurs,gont a 'origine de cette

4

N - 2 Ny . A A SN »s 3 3 S ¥ N N ) ‘: V
transtormation cancéreuse : le vieillissement, les facteurs extérieurs (v nnements, produits 1
chimiques), les anomalies génétiques constitutionnelles.

Dans la cellule cancéreuse, il y a rupture permanent il s signaux
mtracellulaires (activation de voies stimulatrices par activ i trices : I
«oncoprotéines », suppression de voies inhibitric inacti anormale de protéines
inhibitrices « protéines oncosuppressives »),

La coexistence de plusicurs événemer Scessal ation cancéreuse.

multi-Ctapes.
Un oncogéne est un géne altéré, ' i liqué dans la transformation
d’une cellule normale en cellule tur

Cellule souche
nématopoldtique

s

Figurels  Les cellules souches hématopolétiques normales sublssent des muta- z .|
tions qui donnent nalssance aux cellules souches leucémiques. 1
Ces derniéres s'engagent alors dans un processus de différenclation, puis s'amétent
pour s'accumuler & un stade intermédiaire. De telles cellules sont habituellement con~
sidérées comme des cellules leucémiques actives, bbhghmmdld‘
lules souches leucémiques,
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V. Le milieu de culture et les conditions de culture
Ladé‘mm‘mdﬁ‘m;\uhm&m;\wm&mﬂm‘ﬂwﬂedesemdiﬁomde

cultures cellulaires suppose une bonne connaissance des conditions qui prévalent (prédominent)
dans le milien inténicur.

1. But d’un milien de culture

Le milicu de cultmre a pour but de reprodurre [e plus fidélement posgible les conditions de

l'environnement cellulaire in viva permetant amst aux cellules a la fois Ivre mais aussi de se

multiplier tout en conservant leurs fonctions cellulaires principales.

2. Types de milicu de culture ¢t keur compesition

Selon les milieux cellulaires de base et I"cbjecuf dg

les
Composants ne seront pas les mémes Néanmoms il & essentiels qui seront .
retrouvés dans la plus grande majorité des milie pour la survie
des cellules. Si Iz base du milien se constin (tableau 2),
I’apport de protéines, de facteurs de addition

routine, restreignent (délimitent)
bCSOiDSPOUaDiH‘C_l)C NOMDTCESE

eovironnement de Iz cellule et ses réels
pas pour ¢liminer le SVF du milieu de e
jPux de culture définis. Outre le mélange de

transport des acides = 2
Des facteurs d’attachement, fibronectine, collagene, etc., qui sont prépondérants pour 'adhésion
des cellules au flacon de culture.

3. Composition d’un milieu de culture pour cellules de Mammiferes
Les cellules animales sont aérobies strictes, I'apport d"oxygine est donc indispensable. Le

glucose constitue la principale source de carbone ot d'énergie apportée aux cellules. Les acid
aminés sont les principaux pourvoyewrs (fourmisseurs) dazote, ot somt impliqués pliqués dans la

-
ol

Scanne avec CamScanner
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biosynthése des protéines et des nucléotides chez les mammiféres. Leur concentration varie de 0,1 &
0,2mM ; Les vitamines sont des molécules organiques requises en faible quantité, elles n’excédent
pas IuM, qui ne peuvent pas étre synthétisées et doivent donc entrer dans la composition du milieu
de culture. Les deux antibiotiques, pénicilline et streptomycine, empéchent la croissance
d’éventuelles bactéries contaminantes. Les cultures se font dans des flacons en verre ou en plastique

permettant I"attachement des cellules. Les flacons sont placés a 37 °C (les cellules doivent étre
placées & la température qui correspond a celle de 1’organisme) dans une atmosphére contenant

généralement 5 % de CO,.

Tableau 2 : Composition d'un milieu de culture pour cellules de}@jmi
e N

Acides aminés Vitamines | Selsinorganiques | Alltl‘e“omtié@g% L
Arginine Biotine Ca(NO,), Glucose
asparagine Choline KCL HEPES
Acide aspartique Pantothénate MgS0, Rouge de phénol
Cystine Acide Folique Nacl Pénicilline
Acide glutamique | Nicotinamide NaHCO, Streptomycine
Glutamine Pyridoxal Na,HPO,

Glycine Riboflavine
Histidine Vitamine B,,
Hydroxyproline Thiamine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Méthionine <
Phénylalanine
Proline
Sérine

4 | Thréonine
Tryptophane
Tyrosine
Valine

4. Conditions de culture

a) Conditions du milieu de culture
Le maintien d'un environnement physiologique suppose la détermination d'une température

dincubation correcte, d'une concentration équilibrée d'ions inorganiques essentiels, d'un pH et d'une
osmolarité adaptés, l'usage d'un systéme tampon adéquat, le maintien d'un potentiel redox

acceptable, ct I'é¢tablissement de pressions particlles d'oxygéne et de gaz carbonique a des valeurs

acceptables et dépourvues de toxicité.
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Fourniture de nutriments essentiels

Il est essentiel de mettre a la disposition des cellules tous les nutriments exigés pour les

biosynthéses et les diataxies (ou biosynthéses macromoléculaires), le métabolisme énergétique, la

catalyse biochimique (vitamines et oligoéléments appropriés).

Eléments minéraux
En fonction de leur nature, les ions inorganiques peuvent intervenir dans le maintien du pH et
I"osmolarité du milieu, le transfert de molécules a travers les membranes, et comme cofacteurs

enzymatiques. Ces ions sont notamment le calcium, le magnésium, le p te, le potassium et le

sodium. Les ions métalliques (Fer, Magnésium, Cuivre, Zinc...) sontfa [ 'état de traces par

le milieu de culture, car ils sont essentiels a la croissance celldlaire, ici site actif de

5

vont stimuler spécifiquement les grands anabollsm

sans étre associés a une molécule p%neuse dont le rér est de rendre disponible ou assimilable les

¢léments qu'elle transporte.

Maintien d'un équilib

Les aliments, facteurs hormones, ions doivent se trouver en concentrations

Surface de Lture et mise}diéposition de facteurs d'adhérence

Puisque l'adhéf e est % condition nécessaire pour la multiplication des cellules adhérentes, il

faut leurs offrir une ’surf‘ﬁce de culture nécessaire a leur multiplication. Pour adhérer a leur support

de multiplication, les ceIlules ont besoin de molécules d'adhérence qui vont "conditionner” celui-ci.
(C'est une exigence absolue pour les cellules qui ne produisent pas de facteurs d'adhérence ou n'en

produisent pas en quantités adéquates. C'est une exigence relative pour celles qui le peuvent.

Procédures de culture et de subculture
Lors des cultures primaire (dissociation) et secondaire (processus de dispersion), les cellules
subissent des dommages ou des traumatismes. Il faut donc utiliser des procédures douces qui

minimisent ceux-ci ou apporter dans I'environnement des cellules des facteurs dont la seule fonction
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consiste d’une part a neutraliser les agents utilisés pour assurer la dispersion ou la dissociation
cellulaires, et d’autre part a aider les cellules 4 surmonter les traumatismes de dissociation ou de

dispersion. Le tableau 3 résume quelques éléments essentiels et leurs roles.

~ Eléments Types Roles
Source d'énergie glucose Principale source d'énergie in vitro elle
. glutamine alimente la néoglucogénése
' Gln, Leu, Thr, Lys, Trp, Phe, Indispensables car ils ne peuvent pas
Acides aminés Val, Met, lieu, Tyr, Cys, Arg, | étre synthétisés in vitro
o His
Na', K", Ca™", Mg™", CI Maintien de Li@Smolarité du milieu
I ésion (Ca™)
Sels minér:
¥ RN Cu, Zn, Co, Fe
Facteurs de épidermiques, fibroblastiques,
croissance nerveux, etc.
Vé e
Vitamines voir tableau2 - Precu
: pyrmidi
ion des cellules au support
Facteurs d'adhésion ks
Transport des AG
Protéines de transpor Transport du fer

Conditions physico-chimig

Temgﬁi‘gture " :
La tcmpc’?aiurc du milicu de cul@% doit étre régulée de fagon précise. La température optimale de
) Q#Ei 7 £ - . -

imales est de 37°C, mais la croissance reste satisfaisante pour des

croissance des; ¢

températures cor qg,tre 36,5°C et 38°C. En dega, la croissance est ralentie. A des

températures trop éle\fées. ou trop faibles, les cellules générent des protéines de choc thermique

(heat shock proteins) dont le role est d’adapter la cellule 3 cette élévation ou diminution de

température.

pH

La majorité des cellules survive dans un intervalle de pH compris entre 6,8 et 7.6, donc clles

doivent étre placées au pH qui correspond a celle de ’organisme dont elles sont issues. Les cellules

males tolérent de faibles variations de pH, et par conséquent le pH du milieu de culture, doit ére

ani

U
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ant d'ou l'utilisation de systémes tampon dans les milieux de culture. Ce dernier est
généralement tamponné p

maintenu const

ar du bicarbonate de sodium, on utilise parfois un autre tampon I'HEPES

qui est un tampon organique utilisé pour aider & conserver le PH du milieu dans une plage comprise

entre 7,0 et 7,4 suivant le type de cellules cultivées. Toutes modifications du pH extracellulaire

entrainent un blocage métabolique. La régulation du pH est essentielle car un pH inférieur a 7 peut

provoquer une mort cellulaire importante. Pour suivre les variations de pH du milieu, on ajoute dans

le milieu un indicateur de pH, le rouge de phénol.

jaune rouge ,rouge violet
6.8 :

Oxygéne dissous

b) Conditions du matériel et du lléll de travail ‘?'

La culture cellulaire nécessite des condxtlons de’ sténhte absolues, donc toutes les procédures

nécessaires a la culture cellulaire necesmtent un travall en milieu stérile, ¢’est-a-dire d’un milieu

exempt de tout micro- orgamsme vivant' empcchant toute contamination microbienne qui provoque
la lyse des cellules. Cesf poﬁrq il

réduits. De plus, on ut1l:s de hi 'les ¢quipées de systéme de filtration d'air et ermet
p "’; p Y p

d'obtenintine zone de mampu“l*a'tlon stenle(Mampulatlon sous la hotte).

=

Fig 17 : Hottes spéciales utilisée pour la culture cellulaire
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En Outre, tous matériel utilisé doit étre stérilisé. Pour ce faire de nombreux traitements existent
pour stériliser le matériel utile au travail (Exp : les étuves d'incubation doivent étre décontaminées
régulicrement). Parmi ces traitements figure la pré-désinfection, le nettoyage, la désinfection,

I’antisepsie et la stérilisation.

Pré-désinfection
Opération au résultat momentané permettant d’éliminer, de tuer ou d’inhiber les micro-
organismes indésirables, en fonction des objectifs fixés. La pré-désinfection est le premier

traitement a effectuer sur le matériel et les objets souillés (contaminés) le but de diminuer la

population de microorganismes et de faciliter le nettoyage ultérieur. écontamination »

est improprement utilisé et doit étre réservé a des opérationsg¥isant a dimi un risque de

contamination radioactive ou chimique.

Nettoyage
état de propreté des
surfaces ou des objets, contrdlable a 1’ceil nu. et chimique
Désinfection
r les micro-organismes et/ ou
d’inactiver les virus indésirables milieux inertes contaminés (sols, surfaces,

instruments, air, eau...), en fonction deés Le résultat de cette opération est limité aux

micro-organismes et/ow. vi ¢ 'opération. Elle nécessite un nettoyage
1€ ou plusieurs catégories de micro-organismes :

ampignons (fongicide).

Stérilisation :i'

Mise en ceuvre d’un ensemble de méthodes et de moyens visant a éliminer tous les
microorganismes vivants de quelque nature que ce soit, portés par un objet parfaitement nettoyé
(probabilité qu’il reste un micro-organisme viable). Elle s’applique a des objets dont le
conditionnement est tel qu’il maintient I’état stérile. Le tableau 4 résume les différentes étapes

nécessaires a la chaine de stérilisation.
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Antisepsie

Opération au résultat momentané permettant au niveau des tissus vivants, dans la limite de leur

tolérance, d¢éliminer ou de tuer les microorganismes et/ou d’inactiver les virus, en fonction des
objectifs fixés.

Tableau 4 : Les différentes ctapes nécessaires a la chaine de stérilisation

Etapes Objectifs Exemples de modalités d’exécution
Pré Protection du personnel
= Facilité du nett
désinfection T .
Protection de |’environnement de travail
Nettoyage Elimination des salissures et des

souillures

Elimination momentanée des micro-
Désinfection | organismes présents en les tuant ou en
les inactivant

T TIRe btenir un état stéri i puisse étre .
Skt Obteni un Ctat stérile qui puisse étre
conservé

L’eau de Javel

ou champignons. En fonction de la

e action différente : bactéricide,

L’éthanol %‘;

L’éthanol détruit essergrelf ment les bactéries. 1l ‘peut étre utilisé pour décontaminer des surfaces

%0 % pour une efficacité optimale (ne jamais utiliser

ou du matériel. L’ ethanol dont et{j

‘i=

da ethano'l absolu).

VL Systémes de culture cellul

De nom‘bréhses lignées cellilaires, surtout celles dérivées de tissus normaux, sont considérées

comme adherentes, < est—a— ire qu'elles poussent uniquement lorsqu'elles adhérent a un substrat leur
convenant. Certames 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 (eﬂ-crmmspmsiod.De plus, certaines

cellules normales, comme celles trouvées dans le sang, ne se fixent pas normalement aux substrats

et poussent toujours en suspension (Deux types de cellules dans l'organisme : les cellules des tissus

solides et les cellules circulantes ou libres).
Deux systémes de base de culture cellulaire sont utilisés pour cultiver des cellules. Ils sont

essentiellement basés sur l'aptitude des cellules & pousser attachées sur un substrat de verre ou de
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plastique traité (systémes de culture mono-couche) ou a flotter librement dans le milieu de culture

(systémes de culture en suspension).

L. Les cultures mono-couches (Culture sur support) caractérisée par ’adhésion des cellules sur
la paroi au fond du flacon ou de la boite de culture. Les cultures mono-couches sont généralement
cultivées dans des boites, flacons T, flacons roulants ou plaques multipuits traités pour la culture de

cellules, le choix se fais en fonction du nombre de cellules nécessaires, de la nature de

I'environnement de culture, du coit et des préférences personnelles.

2. Les cultures en suspension ot les cellules flottent dans le milieu et pfoliférent en suspension.

3

Les flacons de culture et les boiteg de culture“sor

Lcsvﬂaicpq_g Spinner et les flaco
faire pouslgé_‘_‘tﬁgif:s cellules noh ad

Fig 18 : Les deux systémes de culture cellulaire




