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COURS N°2 : METHODES DETUDE DE LA CELLULE
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nuses en auvre dans I'étude des cellules. Ces lechnigues n'ont pas cessé

introduction

Plusieurs méthodes et technigues sont

de se développer avec la progression de la science dans différentes disciplines, telles que

la physique, la
biophysique, la biochimie, 1a biologic moléculaire, ...

Les observations et fes mesures peuvent étre effectuées a différents niveaux d’orgamsation structurale - celui de

fa cellule entiére, celui des organites celiulaires entiers, celui des membranes biclagiques et autre édifices
mullimoléculaires et enfin celui des molécules elles-mémes.

Pour chacun de ces niveaux d’organisation, nous limiterons la description des techniques les plus fréguemment

utilssées dans le monde biologique. Parmi les méthodes d'éiude les plus utilisées, nous citerans:
*> Méthodes MICrosCopiques;
» Techniques de centrifugation;
# Techniques auto radiographiques;
> . Techniques histochimiques et cytochimiques;

B TH

> Cultures cellufaires. E3x

1/- La microscopie : technigues d’observation des constituants cellutaires r ;'1‘5

A -l

Lz cellule est une irés petite eniité, donc elle ne peut pas £tre vue 4 I'wil nu. Ioi apparait fa nécessité de 2 §‘§

; <

faire appel 4 des instruments tels les microscopes qui pemnettent sa visuzlisation. - - - - - - ST ‘%_D <
. . . " P I

1.1/~ Principe : les systémes optiques dévient au travers d>une lentille iransparente ou magnétique un g‘ ¢ 7
-‘\ -

flux ondulatoire de particules non chargées (photons) ou chargées électriquement {&lectrons) pour 4 T

former ]’imagc agrandie A’B’ d’un objet AB. La microscopie est fondée en général sur d'un coté la

e —rt ey 1

[ source d‘cncrgle et d'an autre cHié sur le systéme de lentilles. -
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1.2/- Agrandissement ;

Le MG permet de distinguer enire deux points séparés de 0,2 pm (0, 2x10° meire}
Le ME peut distinguer entre deux points séparés de 2 nanoméires (2X10 métres).,

1.3/-

Faculté de médecine

G = dirension dc Fimage / dimension de Pobjet
Microscape optigue (MO) : Gy ~ 2000 A / ﬂamm J"tnv
Microscope éIEctmniqw: {MET) : Gy ~

100 000 4 150 000
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Préparatton des coupes : en microscopie, ta préparation des coupes (échdfitiflans) savéie wée. ™™

1ére année de médecine
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imporiante afin de réafiser une bonne observation, fe tableau 1 donne en géneral [es produits et les

étapes aboutissant 4 la préparation d'unc excellente coupe.

& {:_ £_ “ qbleay 1: Les différentes étapes pour une préparation destinée 3 &tre observée au MO ou au ME _
L.-:'._:: 3_"11: Etape Microscope optique Microscope électronique
£3:E . (MO) (ME)
55 s >hFixation: évite la dégradation X o~ {eh
< 572 o} rapide des échantillons lors de la | -IF roid, alcool F -Glutaraldéhyde, acide
s <'zo—alipréparation, et assure une honne Chork d f. | osmique, ...
- . L’ N 1- Ihde facilow .
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e wComerver ef Evily £ 5 3. a q ‘
-3 =5, Déshydratation; il s'agit
LT | denlever l'eau de I'échantillon | -Alcool de titre croissant. | -Idem
2 isans lyser Ta cellule. Pour cela| . Lo condibiow oe cofte !
- 5= & | on ttempe cette derniére dans de _g)[_ v e ra.i)] dive
L« | Falcool. '

Enrobage: augmente 1z nigidité
de Péchantilion pour éviter sa
déformation et donc faciliter sz
coupe

Paraffine. four r&?.i,:r une
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-Res:nc synthiétigue
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Coupe: couper I'échantillon en

nécessaire pour ramener de l'esu’
4 l'échantillon.

trés fines tranches faciles & | -Microtome 3 lame mefallique. | -ultta  microtome  (fame de
observer. veree o de diamant) 5 g
Etalement: sur des supports ﬁ?" 100 Cr#?i'ﬁélﬂ v de Gy Q p o
spéciaux. . -Lame de w:rre bt Fme | -Grillemétallique  meke G-
Déparaifinage: étape propre an

MO, consiste & enlever la -Toluéne f

parafline

Réhvydratation: vu que I >§
plupart  des  colorants  sont | -Alcools de titre décroissants,
hydrophiles, cette étape cst | f

Laloration ;

Ubserver des couleurs naturefles,
Utilzser des colorants vitaux:
rouge neutre {vacuole)
Coforation aprés fixation : bleu
de méihyiéne, vert Janus, .

Sels de métaux lourds : plomb, |

Tungsténe, _.
Couleurs uuscrvées Hoir ¢l
hlancafl._w“ L [

1 LR

RN RN )

Fr

F\ Y lil"nm'i R S 1. ., Tec s“ﬂ*‘-’i‘-’"— {:IEj‘ C@UF?I

LQPG\/&? 2 _-thE'-:me:'ug c}ﬂ_ Iejﬁp a‘vl{i_f\ k_ﬂjk_;_il’}

coelpre

- 0%~

el ple

l‘a.’,:* a1
s P b

ewl‘ ejr Q;_ :,5_&11
paf‘LwnnEJg

cﬁpﬁ



Lumrd L« -"»‘frl THEE st b R T ) U / Lurd. g'rg':\;‘ N qu:{}\_n . i ;\n Grh oy __:_tl___,__.
erist Lrn S.Gfr e Litsh, Y ':‘-
ﬂ Unwersnte de Patna Faculté de médedine lére année gg medecmer""i’?’b m :
‘-‘ e -'-PT'I-“C\ Qi pﬂl}fﬂfﬂfﬁtlm: R .
. I :}i!.‘ Différents types de microscapes IM icotro P e . .
A. Microscope polarisant : ¢est un micros hotonique ordinaire dans leavel 1a lami
Foa ( pep qua-?opﬂ 17 q eq éte ne parvient
i L‘\-i FafG, pas & I'wil de obeervateut {¢’est ’extinction) mais Jorsque les pa:hcules 0 les mﬂlecule sont
hir erf'-'-“’\-lﬁfu.ﬂqm“i,”,:m ca quipetmel Lsecvakisn dune:

sqlro elfes a missen brilantes sur le fund sn 1 Microsco est surtc-ut ulifise en
il-b ja,a?ﬁs{ vié ppﬁ L" pe
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‘museulaires, fuscau mltm:que <chlorapfastes, grain d°amidon, .. ~ J Foie de
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C. Microscope i fluorescence : il permet de voir les molécules qui émettent des photons de jonguzor ,.;1‘
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" 1ntracelluiaive peat étre suivi par le mlcrﬂﬁﬂﬂﬁﬂi tluorescent et pernet aingi d°étudier les aclivités

¢ ebudier ta refakiem
dynamigues auxquetles elle participe. p_“i"” 2¢ m»ac,,mh) :} Ex: REG +f POy G -

D Mlcrﬂ cope £lectronique i haut voltage : quelquies ME utilisent des dlfférenfgd-: potentiel de i*ordre
i’.c..; Y u'hfqrﬁr Ars mupes Erés Eporsge, et
du muga voli. De tels microscopes peimetient d*€tudier des coupes épaisses, et par conséquent
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2/- 1.a centrifugation : Technique de séparation des constituants celiulaires

Des particules en suspension on certaines grosses molécules en solution peuvent étre séparées en fonction de leur
caracténstique de sédimentation dans un champ gravitationnel. Ce processus est accsléré par centrifugation.

2.1/- Principe : lorsque des particules en suspension dans un liquide sont soumises 4 un champ gravitationnel,
elles sédimentent avec une vitesse Y ; cette technique consisie donc & séparer les constituants cellulaires en
forction de leur taille et de leur densité en s'appuyant sur 1a force centrifuge.

UJn tissu est broyé mécaniquement dans une solution de saccharose de fagon 4 dooné un homogénat_puis
centrifugé. Denx fractions sout obtenues:

F - i‘-] I » Fraction solide ou culot : contient les molécules les plus lourdes, ceite fraction se
5. timky :

1, i < trouve au fond du tube;
o @ : ‘:_. . \n

Lk e fe, ¥ Fraction liquide ou surnageant : contient les molécules les plus 1égres, elle se trouve

2L

'
e =l

a la surface du iube.
Remarque : la vitesse de sédimentation des particules dans un champ gravitationnel donné permet de détnir,
pour chaque type de particule, un eccfficient de sédimentation § (unité Svedberg) qui est proportionnc] 2 sa

tatle,
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& 2-2/- Les différents types de cenfrifugation ef leurs uttlisations )
j - A. Centrifugation différentielle ou zouaie : Elle permet de séparer los particufes (organite,
':': macromolécule, ...) en forction de tear faille par une succession de centrifupations 4 des femps el deg
‘E_L accflérafions croixsants. les €léments les plus pros et leg plus denscs sédinentent plus rapidement que
%!L:_E les autres structures. N doterasat{anTyinc]
AT s
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i 5¢?“§-: s R 1) fragment de tissu ﬁi i’> lo trusre Bo ¢ <
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' Fig.1: Protocole de fractionnernent cellulaire par centeifugation différentietle
I: basse vitesse; 2: vitesse moyenne; 3: vilesse dovie; 4: vitesse dlevie d.duréz longuc.
Utilisation : ces centrifugations permeticnt la séparation grossiére d’une catégorie dorganites, N L
. u;"]"rq T ;"»':;ryr . :ji‘.?ﬁf
E. Centrifugation & I’équilibre en gradient de densité o isg Pyenique: les frattions obtenues parla | SN
centrifugation zonale ne sont Pas parfaitement pures. Pour améliorer leg résultats, il convient de s ¢ ~
soumeltre ces fractions & une centrifugation iso pycnique, c'est-d-dire une centrifugation 4 1*équilibre e : g
gradient de densité, Une solution de saccharose ou de 2liredt5] est préparée de telle sorte que la <
concentration |z plus élevée se trouve au fond et la moins élevée en haut dy tube 4 centrifuger, La -
fraction 4 étudier est placée dans ce tube qui est soumis 3 une centrifugation plos élevée (40 000 tours/ P
min) pendant plusieurs heures Chaque élément contenu dans [e tube flotte alors 4 sa position A 0
d’cquilibre. Cette position d’équilibre cortespond & une zone du tube ot 12 densité du liquide est épale ' Tk
celle de I'élément concemé : 11 se forme dans [e tube autant de bandes que de ! R
particules ’
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%45 Hécupération des particules séparées par ceatrif) ugation : dans ic cas des centrifugations i iBseE do

scutmeniation ouen pradient de densité oit Ie matéricl se regroupe en bandes, celles-ci sonl souvent recueillies
en perqant fe fond du tube avec une aiguille, Le tube se vide goulle & goulie par le fond et son conteny est
recueilli dans une sére de petits tubes. Les diftérentes fractions ainsj oltenues contiennent chacune Ic matériel
correspondant & une hauteur détermnnée du tube de cenirifugalion ke pes”
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L’introduclion d"ugyprécurseanbiologique marqué par un isotope radigaciif dan?un milien vivant {mélangé au
miliew d= culture bac rie:n-tfu/:ﬂu[airc, injection 4 un animal,...) permet I'intégration de cet isotope radioactif
- dans les structures biologiques. 11 s°y comporte alors comme source de rayonnement. Celte source peut &fre
photographie ce qui permet de déterminer le site de synthése d’une molécule et de suivre la cingtique de cefte
molécule ru cours de la vie de la cellule. Ces précurseurs devront &tre choisis afin de marquer le plus
spécifiquement possible Ta molécule désirée,
e N .

Sxempie : 1a thymidige tritiée (contenant I tritium HY) pour localiser dans les celules le lieu de synthése de

" ADN, ["vridine fritiée pour localiser PARN, le §% pour marquer les acides aminés et localiser {a synthése des
protéines, .. ™ el Py faa i giad L ij ide r

ool
h.f'j:%‘:'ﬂ'v"'{

On peut elfectucr une étude quantitative et mesurer la radioactivits ¢

n fonction du femps. Les résr‘ﬂtazs oblenus
- v M - oA il e ~ £ e
sont exprimes sous forme de courbes.  1soto s st e pr b divwi oo dos raeie
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Ce sont des technigues consistant a-ghtemr de$ colofafions speeifiques de certaing groupes de substances. Ainsi,
les colorants basiques se fixent sur les eolorants acides et vice versa. De nombreuses techniques d'identification
sont mises au pomt, fondées sur l'obtention de colorations spécifiques.
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4.1/ Réaction de Feulgen: - o ¥% ¢ ¢ e D uf“r(.l:«;c 0:5 0

—f

Protocole de Ta réarfion: A4 !r i

Y

ure hydrolyse partielle des molécules d'ADN; — 2.1 EL I O PR
# les lizisons en el s'hases puriques et les pentoses sont rompues; -, JON A %”_‘ﬁ& cor e £
4 les coupes sonl plongées dans lc réactif de Schiff: ol S

~ les fonctions aldéhydes ot désoxyriboses, démasqguées lors de 'hydrolyse, forment un

fe tissu subit un traitement par lacide chiorhydrique a chaud (66°C) ce quj, provogue

R N

: ] - e et e
complexe rose violace avec letréactit’ de Schilll < - :
~ Les organites colorés en rosc renfemicnt de 'ADN.
Remarque: 2 réaction de Feulgen est une réaction spéeifique & FADN. Un traitement picalablz 2 la

* :-.‘ . . . .
dosuxyiivenackiase (AITN ase) reid ta réaction NCnve.
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4.2/- Réaction de Brachet : cette réaction permet de détecter ’ARN dans les tissus.
Les cellules sont traitécs par la pyronine ¢t se colorent en vert aux cndroits ofl se localise une quantité suffisante
d’ARN (cytoplasme, noyan). Cependant, d"autres subsiances retichnent fa pyfonine. Pour que la réaction soit
specifique, on fait incuber unc préparation t€moin dans une solution de ribonucléase (ARNase). L'enzyme
hydrolyse I’ARN et le fait disparaitre en quelques heures a 56° C. Aprés la digestion enzymatique, fa coupe est

traitée par la pyronime. Si la coloration ne s'effectuc pas, c’est bien de ' ARN qui a 616 caractérisé dans la 17

o ﬂgrqmiﬁwu‘
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préparation,
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5/- Les cultures cellulaires . _. .7 _ .
Des cellules isolées 4 partit de certains 'tissus animaux ou vépétlaux peuvent suevivie et se multipher dans un
railieu arfificiel. Ces cultures cellulai W vitre exigenl Vulilisation de miliewx de cuiture domt les

. caracéristigues phyrico-chimiques {composition, température, n_‘_yg_na{‘fqn, émnmre ) scazt fes plus wwaches .
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pessible de celles des milicux inténieurs de I’organisme d°oil Tes cellules Sont issues.- Selon-leur origing, les

cellules se développent alors en suspension ou et adhérence 3 un support, dans des con-:imnns expénmanta]es

contrii¢es. Le matérie]l biologique ebtenu présente I'avantage d eﬁe\l@en@ L{tahfe dans la tem@ et de

A,

constitiuer un modzle expirimentak’s samphf{'f par rappc:-d 4 un organisme entier, f A

La croissance d’une culture cellulaire est donnée par T equatmn R
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N : nombre de cellules 4 I'instant ac g 'u e ot .tw‘“ PP
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'K : conslante de croissance specifique de Ia population ce[lulalrc étadide
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Le temps de génération T est e temps nécessaire au doublement --dumnﬁmbm—ds& cellules en .croisance
exponentielle. H est fonction du type de cellules et des conditions de cultures. 1.’équafin précédente montre que
si  Ng=2Ng, |
Alors T=0,693/K
Les cultures cellulaires permetteni
o D’étudier les cellules vivantes soumises 4 des conditions variées, de les cinématographiées et d’observer
leur réaction 4 des agents chimiques ; ‘ _
¢ De suivre le déroulement de 1a mitose, dans des conditions normales ou aprés applicaiton de substances
antimitotiques ;
+ De réaliser des études génétiques

+ D[Yobserver des cellules cancéreuses et leur comportement ;

+ Do mamtenir des virus ¢t de fabriquer des vaceins, ete.
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