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Contenu

La culture cellulaire est un domaine de recherche important 
qui attire de plus en plus l'attention. Ici, les cellules ani-
males servent de base pour les recherches différentes ainsi 
que pour l'examen et l'effet de nouveaux médicaments sur 
la cellule.  En outre, il est possible de réduire considérable-
ment les essais sur les animaux  De différentes approches 
peuvent également être adoptées pour la culture cellulaire.  
Dans la culture cellulaire 2D, les cellules animales sont 
cultivées soit dans une culture en suspension (dans le mi-
lieu) soit comme cellules adhérentes (monocouche sur une 

surface). Avec une culture cellulaire 2D, on peut  
cependant atteindre certaines limites car de nombreuses 
interactions, surtout entre les cellules, sont négligées. Pour 
éviter ces restrictions, on peut envisager d'utiliser la culture 
cellulaire 3D. Le contexte dans lequel on utilise la culture 
cellulaire 3D est en fait relativement simple. Puisque le 
monde et tous les organismes sont structurés en trois di-
mensions, il n'est que logique d'appliquer cette structure 
également à la culture cellulaire.

1. Introduction  
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2. Qu'est-ce qui est une culture cellulaire 3D exactement?

a. La matrice extracellulaire
La matrice extracellulaire (MEC) existe dans les tissus 
animaux et constitue la partie tissulaire qui se trouve 
entre les cellules dans l'espace intercellulaire. Les fonc-
tions principales sont par exemple d'assurer la teneur 
d'eau des tissus, d'effectuer la transduction du signal 
dans les tissus et d'affecter les processus de cicatrisation. 

Il s'agit fondamentalement de la totalité de tous les 
macromolécules qui se trouvent dans les tissus et les or-
ganes à l'extérieur de la membrane plasmique des cel-
lules. La fonction de base est la fixation des cellules. Ici, 
il faut tenir compte du fait qu'il ne s'agit pas d'une struc-
ture ambiante rigide. La MEC et les cellules sont en équi-
libre les uns avec les autres. La majorité des composants 
de la MEC est produite dans les cellules, séparément 
fixés à travers d'autres liaisons et ensuite éliminés à l'ex-
térieur ou à l'intérieur de la cellule correspondante.

Fig. 2 : Exemple de structure d'une matrice extracellulaire avec 
a : fibre de collagène; b : substance de base; c : cellule 
mésenchymateuse; d : fibre élastique; e : vaisseaux sanguins; f : 
macrophage; g : cellule adipeuse

Comme mentionné brièvement, la forme la plus naturelle 
d'amas de cellules et d'organes est celle en trois dimen-
sions. Il est alors avantageux, dans le cas où l'on doit 
créer de mieux conditions in vivo de les calquer. Mais 
qu'est-ce qui est exactement nécessaire pour la culture 
en 3D et qu'est-ce qui la différencie généralement de la 
culture cellulaire bidimensionnelle classique ? La culture 
cellulaire 2D est limitée car cette forme de culture cellu-
laire ne peut simuler qu'une partie des situations in vivo 
des amas de cellules. Cela est dû au fait que dans la 
culture cellulaire 2D conventionnelle, les cellules se dé-

veloppent en monocouches sur une surface . Le dévelop-
pement s'arrête dès que les cellules s'approchent « trop » 
à l'intérieur de l'amas de cellules et que la surface entière 
du récipient est couverte. Pour une approche tridimen-
sionnelle et en fonction des exigences, on a besoin d'un 
échafaudage extracellulaire ou bien d'une matrice qui 
permet à l'amas de cellules de se développer dans toutes 
les directions. Les cultures de sphéroïdes ou d'organoïdes 
sont d'autres possibilités pour comprendre encore mieux 
la formation de tumeurs et l'effet de médicaments. 

Avec la culture cellulaire 3D, l'environnement naturel d'un 
organe ou organisme peut être calqué mieux. Cela a égale-
ment un effet positif sur les résultats des recherches  
car les interactions des agents actifs dans une culture cel-
lulaire 3D (par exemple) peuvent être observées et cal-
quées mieux. 
Dans cet article général, l'accent est mis sur le sujet « 
culture cellulaire 3D » 

Fig. 1 : Méthodes de la culture cellulaire 3D
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Fig. 4 : Sphéroïde 

b. Organoïdes, sphéroïdes 
Les organoïdes ou sphéroïdes peuvent également être 
cultivés sans matrice extracellulaire; ils peuvent donc 
être traités de manière plus simple et plus rapide dans le 
laboratoire. Pour comprendre la différence des deux 
formes, on va les examiner de plus près dans ce chapitre.

Sphéroïdes 
Les sphéroïdes sont des agrégats cellulaires qui peuvent 
être obtenus par agrégation ou organisation de milliers de 
cellules en une sphère en 3D. Les sphéroïdes sont utilisés 
de préférence dans la recherche sur les tumeurs. Les 
sphéroïdes peuvent être générés de types de cellules dif-
férents, par exemple de corps embryoïdes, d'hépato-
cytes, de tissu tumoral et de cellules mammaires (cancer 
du sein). A l'intérieur des sphéroïdes, les cellules pro-
duisent une répartition hétérogène par interaction avec la 
MEC ou avec les cellules entre elles. 
De plus, un gradient métabolique se produit dans la  
« sphère cellulaire », ce qui signifie que les cellules ab-
sorbent la majorité des nutriments en dehors de la cellule 
et forment une espèce de « zone de repos » à l'intérieur de 
la cellule. Ce comportement a également pu être observé 
pour les tumeurs in vivo, la culture de sphéroïdes convient 
donc particulièrement pour la recherche sur les tumeurs. 
En outre, les sphéroïdes sont utilisés pour le screening 
dans l'efficacité et la toxicité des médicaments.

Organoïdes
Les organoïdes sont des sphéroïdes perfectionnés qui 
possèdent les fonctions d'organes spécifiques. Contraire-
ment aux sphéroïdes, les organoïdes sont des tissus com-
plexes qui sont constitués de plusieurs cellules. Comme 
débouché pour la culture d'organoïdes, on utilise des cel-
lules pluripotentes. Ce sont les cellules souches qui 
peuvent évoluer de manière complètement indifférenciée 
qu'on appelle pluripotentes . La validité d'essais pharma-
cologiques et toxicologiques peut être améliorée par la 
culture d'organoïdes car ils reflètent mieux la situation in 
vivo . 

La structure de la MEC peut être divisée en deux groupes: 
Substance de base et fibres. 

En fonction de la technique de culture pour laquelle le 
chercheur se décide, il est important de comprendre les 
interactions des cellules avec la matrice extracellulaire. 

Fig. 5 : Organoïde

Fig. 3 : Répartition de la matrice extracellulaire

Substance de base
•  Glycosaminoglycanes 

et protéoglycanes 
• Protéines d'adhésion

Répartition de la matrice 
extracellulaire

Fibres :
•  Fibres de collagène
• Fibres réticulaires
• Fibres élastiques
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Fig. 6 : Formation de sphéroïdes à l'aide de l'utilisation de la gravité lors 
de la centrifugation

Fig. 7 : Méthode de la goutte suspendue; cellules en suspension appliquées en gouttes sur couvercle de boîte de Petri.  
En renversant le couvercle, les cellules peuvent s'organiser en sphéroïdes au bas de la goutte.

3. Quels format y a-t-il quant aux cultures cellulaires 3D?

Le format utilisé pour la culture dépend du résultat sou-
haité et de la lignée cellulaire utilisée. Si l'on veut obser-
ver les interactions de nouveaux agents actifs avec les 
tumeurs, on choisirait plutôt la culture de sphéroïdes.  
Si, de l'autre côté, on étudie les interactions complexes 
de plusieurs cellules, le choix se porte sur les cultures cel-

lulaire soutenant l'échafaudage. Par la suite, on décrit des 
méthodes différentes à l'aide desquelles on peut produire 
des sphéroïdes facilement. En plus, on examine de diffé-
rentes possibilités pour la culture cellulaire 3D soutenant 
l'échafaudage. 

Méthode pour la formation de sphéroïdes 

a. Culture de culots
Une méthode toute simple pour former des sphéroïdes ou 
bien d'utiliser la culture des sphéroïdes est la culture des 
culots. On utilise la force centrifuge pour collecter les cel-
lules en suspension en tant que culot dans le fond co-
nique du récipient utilisé. Les interactions  entre cellules 
soutiennent la formation de sphéroïdes. Un inconvénient 
de cette méthode est cependant que les cellules indivi-
duelles peuvent être endommagées par les forces centri-
fuges appliquées.

b. Goutte suspendue
La forme de culture de la goutte suspendue utilise la ten-
sion de surface du milieu. La culture en suspension est 
appliquée sous forme de goutte sur une surface, de pré-
férence sur le couvercle d'une boîte de Petri, 
la construction est ensuite abattue sur une boîte de Petri. 
Souvent, on verse un peu de liquide (par ex. solution tam-
ponnée au phosphate) dans la boîte de Petri pour éviter 
que les gouttes dessèchent durant la période de culture. 

Gravité 
Interaction entre cellules

La goutte reste coincée au couvercle « à l'envers »  
par la tension de surface. La gravité oblige les cellules à 
se placer à l'extrémité inférieure de la goutte. Ainsi, elles 
peuvent de nouveau s'organiser en un sphéroïde par les 
interactions entre cellules.  Puisqu'on peut contrôler la 
concentration de la culture en suspension utilisée et des 
échantillons qui sont appliqués, on peut former  
des sphéroïdes avec un nombre de cellules uniforme. 
Ainsi, on obtient une certaine reproductibilité dans chaque 
expérience.  

centrifugal force 
500 g 15 min



6

c. Formation de sphéroïdes dans des plaques multipuits
La formation de sphéroïdes dans des plaques multipuits 
conçues spécialement à cette fin, est tout aussi simple. 
Les cavités sont telles qu'elles ont des creux coniques 
afin que les sphéroïdes puissent se former par la géomé-
trie définie. Ici aussi, c'est la gravité qui permet aux cel-
lules de se retrouver plus facilement et de pouvoir 

s'organiser en agrégat. La bonne chose de cette méthode 
est qu'en tant que chercheur, on n'a pas besoin de s'écar-
ter du protocole existant déjà fait car on ne doit que 
mettre la suspension de cellules dans la plaque multi-
puits. 

Outre la formation de sphéroïdes ou d'organoïdes, il y a 
également la possibilités de faire croître les cellules de 
manière tridimensionnelle à l'aide d'échafaudages. Ces 
échafaudages sont calqués sur la matrice extracellulaire. 
En fonction du matériel utilisé pour l'échafaudage, on doit 
en plus veiller aux facteurs de croissance et aux protéines 
utilisés pour la croissance. De plus, il est important de 
connaitre la taille des pores du matériau correspondant. 
Ceci est principalement dû au fait qu'il est fondamentale-
ment intéressant de savoir comment les cellules s'en-

castrent dans la matrice correspondante et quel 
comportement les cellules adoptent par rapport à la 
croissance dans l'échafaudage correspondant. Il y a de 
différentes approches pour réaliser une matrice extracel-
lulaire. Voici quelques examples: 

• Matrices préfabriquées
• Hydrogels
• Tissus de cellules

Fig. 8 : Plaques multipuits avec cavités coniques

4. Procédé basé sur échafaudage

a. Matrices préfabriquées
Ici, la composition de la matrice peut être adaptée com-
plètement à la cellule correspondante. La production 
peut être réalisée à travers plusieurs processus: Sépara-
tion des polymérases, lyophilisation ou impression 3D 
Beaucoup de ces modes de production exercent une forte 
pression sur les cellules ou les oligo-éléments dans le 
matériau sont erronés. Cependant, il y a déjà des ap-
proches relativement nouvelles pour éviter cela en utili-

sant des fibrines extrèmement biocompatibles. Par 
l'utilisation des fibrines, la croissance des cellules utili-
sées dans les matrices préfabriquées a pu être améliorée 
considérablement. Par conséquent, on devrait tenir 
compte de l'utilisation de protéines supplémentaires, sta-
bilisantes et bénéfiques pour les cellules quand on choisit 
cette forme de matrice. 
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b. Hydrogels
Les hydrogels sont très avantageux car ils ont une struc-
ture très similaire aux tissus. Le composant principal de 
ces hydrogels sont les biopolymères. Un grand avantage 
des hydrogels est qu'ils peuvent varier avec la structure 
des cellules afin qu'il y ait plus d'espace pour les interac-
tions internes et la bioactivité. Il faut surtout tenir compte 
de la manière dont les structures cellulaires développées 
doivent être retirées de l'hydrogel à la fin de l'expérience. 
La recherche est aujourd'hui tellement avancée que les 
biopolymères enzymatiquement dégradables peuvent 
être utilisés. 

c. Tissus de cellules
Cette approche est souvent utilisée pour la croissance 
d'organes ou de tissus complexes. Au lieu d'échafau-
dages très complexes qui doivent être imprimés en 3D 
auparavant, plusieurs couches de cellules sont empilées 
les uns sur les autres. Cette approche a montré qu'il n'est 
pas toujours nécessaire d'utiliser des échafaudages très 
complexes pour la culture cellulaire 3D ou la production 
de tissus.

Résumé

Finalement, le choix de la culture cellulaire 3D dépend 
fortement du projet de recherche correspondant. Généra-
lement, la culture de sphéroïdes convient mieux pour la 
recherche de tumeurs car les sphéroïdes présentent une 
physiologie similaire. L'inconvénient ici est qu'on ne peut 
pas observer d'interaction avec la matrice extracellulaire. 
Si alors le résultat final souhaité est l'observation de mé-
canismes cellulaires complexes et de la physiologie cellu-
laire dans son ensemble, on peut opter pour la possibilité 

de culture à travers les matrices artificielles extracellu-
laires. Cette approche adopte la reproduction de l'envi-
ronnement naturel et fait croitre les cellules en amas de 
telle manière comme c'est le cas pour les organismes ani-
maux ou humains. 
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