Culture cellulaire Chargé du cour : Mme MOSTEFA SARI F.

Conservation des cultures cellulaires

Les cellules sont conservéss par la congéation selon divers protocoles dans de I'azote liquide en
pré&ence des agents cryo-protecteurs comme le DMSO (dimeéhylsulfoxyde) et le Glycé&ol (Le

DMSO protege les membranes lysosomiales et empéhe le relargage des proténes).

Les cellules peuvent alors rester dans I'azote liquide s'il n'y a pas de mongue dans la présence
d'azote liquide, mais si les cellules sont bien dans I'azote @ peut rester comme @ des années et

quand on va déongeler 90% des cellules vont repousser si la congéation est relativement réente.

Pour la dé&ongé@ation, on place les cellules &37 <trés vite, on laisse m@ne un petit bout de glagn
puis on met le contenu de I'ampoule dans du milieu de culture, suivie d'un lavage et d'un contrde

de viabilité

En r&sumeé Les conditions de conservation des cultures cellulaires sont les suivantes :

1. Cryoconservation : congélation d’une suspension cellulaire :

-Sous hotte, conditions aseptiques

-Apres dissociation ala collagénase, ou apreés culture cellulaire et passage.

-En présence d’un cryoprotecteur diméhylsulfoxyde (DMSO) ou glycé&ol) et de s&um de veau
foetal.

-Refroidissement progressif (4<C, puis -20C, puis -80<C) pour €&viter la formation

de cristaux intra-cellulaires et conservation en azote liquide (-195<C)

-Tracabilité annotation des données concernant la congéation

2. Décongélation d’une suspension cellulaire :

-Sous hotte, conditions aseptiques

-A 37<C dans milieu de culture

-Ringage pour &iminer DMSO

-Poursuite de la culture en conditions habituelles

-Vé&ification du caryotype importante



