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I-INTRODUCTION

1 -1 HISTORIQUE

1 - 1 - 1 La culture de cellules animales

Les étapes les plus marquantes en sont résumées dans le tableau 1.

1879 Claude BERNARD énonce les principes de la création d'un système

artificiel, dans lequel les organes pourraient survivre indépen

damment d'un organisme entier.

1885 ROUX réalise la première explantation des cellules d'embryon de

poulet.

1905 HARRISON cultive une crête neuronale d'amphibien dans de la

lymphe coagulée.

1910 ROUS induit une tumeur en utilisant un extrait filtré de cellules

tumorales de poulet et montre que ces cellules contiennent le virus

du sarcome de Rous.

1913 CARREL montre que les cellules peuvent pousser en culture pendant

de très longues périodes quand elles sont nourries aseptiquement

par un milieu nutritif.

1946 WHITE développe le premier milieu à composition définie.

1948 GEY établit la lignée cellulaire "Hela".

1950 MORGAN développe le premier milieu chimiquement défini: M-199.



1955 EAGlE développe le premier Milieu Essentiel Minimum: MEM.

1958 TEMIN et RUBIN développent une méthode quantitative d'infection

des cellules de poulet par le virus du sarcome de Rous purifié.

1961 HAYFLICK et MOORHEAD montrent que les fibroblastes humains

meurent après un nombre de divisions déterminé.

1964 L1TTlEFIElD introduit le milieu HAT pour la sélection d'hybrides

cellulaires somatiques.

1965 HAM développe un milieu de culture sans sérum dans lequel

plusieurs lignées cellulaires peuvent être cultivées.

1967 MOORE et son équipe mettent au point le milieu RPMI 1640 pour la

culture des cellules de la lignée Iymphoblastoïde.

1975 KOHlER et MIl8TEIN produisent le premier hybridome secrétant un

anticorps monoclonal.

1976 Premiers développements des milieux contenant des hormones et

des facteurs de croissance.

1980 Production à grande échelle d'interféron et de lymphokines.

Tableau 1 : Les principales étapes dans le développement de la culture

cellulaire selon MIZRAHI et LAZAR (1988).
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1 • 1 • 2 Les hybridomes

Mais la date la plus importante est sans doute celle de la parution dans

l'hebdomadaire "Nature" de l'article de KaHLER et MIL8TEIN (1975) sur

l'obtention/au Medical Research Council laboratory de Cambridge, par fusion

cellulaire, d'une cellule capable de se multiplier indéfiniment "in vitro" et de

sécréter une immunoglobuline, anticorps correspondant à .un antigène

préalablement choisi : c'est la première cellule hybride sécrétant un anticorps

monoclonal, superbe réussite technologique qui leur valu le Prix Nobel en
1984.

1 ·2 OBTENTION DES HYBRIDOMES

1 • 2 • 1 Généralités

Durant ces dix dernières années, un développement explosif des

technologies d'hybridation cellulaire a pris place dans de nombreux

laboratoires afin de produire," in vitro", des anticorps monoclonaux.

Un hybridome est une cellule résultant de la fusion "in vitro" d'une lignée

maligne de plasmocytes, capable de se multiplier indéfiniment et de

lymphocytes B provenant de la rate d'un animal préalablement immunisé par

des injections successives d'un antigène.Ceci aboutit à la formation

d'hétérocaryons qui, après mitose, donneront naissance à des cellules

hybrides à noyau unique, rassemblant tout ou partie du matériel·

chromosomique des deux cellules parentales.

Cette hybridation cellulaire est induite soit par un virus soit par un agent·

physique ou chimique permettant la fluidification des membranes. Un milieu

sélectif permet la survie des seules cellules hybrides qui seront alors

multipliées. Ensuite,il est nécessaire, par dilutions successives, de

sélectionner parmi les nombreuses cellules filles celles qui sécréteront

l'anticorps souhaité qui sera alors recherché dans le surnageant de culture

par un test immunologique très sensible. Cette cellule fille sécrétant un

anticorps monoclonal particulier, aura hérité des caractères d'immortalité de

la cellule maligne plasmocytaire dont elle est issue, et pourra donc se

multiplier indéfiniment pour produire l'anticorps monoclonal en permanence.



1 • 2 • 2 les cellules mères

1 - 2 - 2 - 1 les cellules myélomateuses

Il existe maintenant de nombreuses lignées myélomateuses

couramment utilisées pour la production d'hybridomes. Elles furent d'abord

prélevées chez la souris ou le rat. Depuis peu, elles peuvent être d'origine

humaine, issues de plasmocytes ou provenant de cellules Iymphoblastoïdes.

le "système" souris est historiquement le premier a avoir été développé.

les myélomes spontanés, chez la souris, sont très rares. Mais, en 1962

POTIER et al. ont réussi à provoquer le développement de myélomes chez

la souris Balbl C par injection intrapéritonéale de pristane.

le "système" rat est maintenant souvent préféré. En 1979, GAlFRE et

MllSTEIN ont établi une lignée de myélomes de rat et BAZIN produit depuis

1980 et commercialise des anticorps monoclonaux de rat obtenus avec une

lignée de myélomes IR983 F non sécrétante issue d'une souche de rat LOU.

Dans le tableau 2 sont rassemblés quelques exemples de' lignées

cellulaires couramment utilisées

* la sélection du myélome

Le myélome utilisé pour la fusion ne doit pas sécréter

d'immunoglobulines pour que celles-ci n'interfèrent pas sur les tests effectués

après la fusion. De nombreuses souches non sécrétantes sont maintenant

commercialisées.

De plus, ce myélome ne doit pas se multiplier après la fusion car il

masquerait par sa prolifération la présence des jeunes hybridomes obtenus. Il

faut donc éliminer les cellules myélomateuses après la fusion. Pour ce faire,

KOHlER et MILSTEIN ont réussi à obtenir des myélomes mutants (HGPRT-)

déficients en une enzyme impliquée dans la "voie de secours" des

nucléotides puriques.



r
l

l

1
\
\

!

LIGNEES CELLULAIRES DE MYELOMES DE RAT ET DE SOURIS

UTILISES POUR LA FUSION CELLULAIRE
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TUMEUR DERIVE PHENOTYPE

AUTEURSNOM
PARENTALE DE Ig Résistance

!
Souri s,

4TO.2 MPC- Il 45.6TG 1.7 IgG2b (K) 6-Thioguanine Margulies
1.0 mM ouaba i ne et al., 1976

\

i P3-X63/Ag8 MOPC 21 P3K IgGI (K) 8-Azaguanine Klihler and
Hilstein, 1975

~ NSI/1.Ag4.1 HOPC 21 P3-X63/Ag8 Non sécrétante 8-Azaguanine Klihler et al.,
( 1978b
1FOX-NY MOPC 21 NS-l 0 8-Azaguanine Taggart and

~ 2,6-Diaminopurine Samloff, 1983
1

SP2l0 MOPC 21 P3-X63/Ag8 0 8-Azaguanine Shulman et al.,
'. 1978

X63-Ag8.653 HOPC 21 P3-X63/Ag a 8-Azaguanine Kearney et al.,
1979

Rat
Y3-Ag1. 2. 3 SR 210 210.RCY3.Agl (K) 8-Azaguanine Galfré et al.,

1979

IR938F SR 210 Y3.Ag1.2.3 0 8-Azaguanine Bazin, 1983

Tableau 2: D'après REGINE et WESTERWONDT (1986)



Il existe en effet deux voies de synthèse de l'ADN:

- La première dite voie "de nova" s'effectue à partir de ribose 5P, d'acides
aminés et de CO2.

- La seconde dite "voie de sauvetage" permet la synthèse des nucléotides à

partir des bases puriques et pyrimidiques libres et du phosphoribose 5

pyrophospate (PRPP). Les enzymes impliquées sont l'Hypoxanthine

Guanine-phosphoribosyl-Tansférase (HGPRT) et la Thymidine-Kinase (TK).

Une cellule normale est capable d'utiliser les deux voies.

Pour éliminer les cellules de myélome après la fusion, on utilise le milieu

HAT qui contient de l'hypoxanthine, de la thymidine et de l'aminoptérine.Les

myélomes sélectionnés par KOLHER et MILSTEIN, étant déficients en

enzyme HGPRT, ne peuvent plus utiliser la" voie de sauvetage" malgrè

l'excès d'hypoxanthine et de thymidine du milieu HAT et essayent de survivre

grâce à la voie "de nova". L'amînoptérine ajoutée au milieu de culture étant

inhibitrice de cette voie, les cellules de myélomes sont donc incapables de

synthétiser les nucléotides et donc l'ADN et meurent (Tableau 3).

Il est possible, mais beaucoup plus délicat, d'obtenir des myélomes TK-.

Le processus reste le même avec toujours la "voie de sauvetage" bloquée et

la voie "de nova" interrompue par l'aminoptérine.

Pour être certains avant une fusion d'avoir seulement des cellules de

myélome HGPRT-, il est conseillé de les cultiver sur un milieu contenant de la

8 azaguanine, analogue létal de l'hypoxanthine. Dans ce cas, les cellules

myélomateuses HGPRT- ne pourront utiliser que la voie "de nova" pour

synthétiser leur ADN, et donc se multiplier, alors que les cellules de myélome

HGPRT+ utilisant la "voie de sauvetage", incorporeront l'azaguanine grâce à

leur enzyme HGPRT, ce qui provoquera automatiquement leur mort.

Cette étape va donc permettre de conserver uniquement les myélomes

HGPRT-.

Dans le cas de myélomes TK-, l'agent sélectif létal est la

bromodésoxyuridine.
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TK = Thymidine kinase ~
HGPRT = Hypoxanthine Guanine PhosphoRibosyl Transférase
APRT = Adénine P.R.Transférase

Azasérine = Analogue structural de la Glutamine
Antifolates = Aminoptérine - Améthoptérine

Phosphoribosyl Pyrophosphate
Formyl Glycinamide Ribotide
Formyl Glycinamidine Robitide

---------

ATP./"
Thymidine

Adénine~T

-------.. Adénylate
(AMP)

duH4F /

Antifolates

Inosinate~
-.JL-----

r
(IMP) Guanylate

(GMP)Pli

Voies de
sauvetage

CHO

FGAM

CH
3

du H4F I\~ TK

~AntlfOlate l~ADP
-----'.~ Uridylate ~ Thymidilate.

(TMP) ",'<....
" .......',

" ", "-, ,, ,
, *"-

• - - - - - - - - CAnN- - - - - - - - - r~

" "./ "
;' ./

./ ./
./ /

""./
/./

//
It./
./

Orotate

Azasérine

NH2 de la
glutaj!1ine

:s:=-....

CHO du H4F

Antifolates

FGAR

PRPP
FGAR
FGAM

C02

l
PRPP

5 P
Ribosyl
Amine

Q,'\ ........
~ • 1•

Hypoxanthine

-Il
Guanine

II
TABLEAU 3 Les deux voies de synthèse des nucléotides constituants de l'ADN.

Inosine Guanosine

Apport exogène ou dégradation



1 • 2 • 2 • 2 Les lymphocytes

Les lymphocytes, après différenciation dans les organes lymphoïdes

primaires, migrent dans les organes lymphoïdes périphériques comme la

rate, les ganglions et les tissus lymphoïdes associés à l'intestin. C'est dans

ces organes périphériques que les cellules T et B entrent en contact avec

l'antigène. Chez les animaux, la rate est l'organe de choix dans les

techniques d'hybridation car elle est riche en lymphocytes et facile à prélever.

1 • 2 • 3 L'immunisation

C'est la première étape d'obtention des anticorps (Figure 1) selon

Milstein (1980).

Elle peut se faire "in vivo "ou "in vitro".

L'obtention de lymphocytes B immunocompétents est rendue possible

par injection d'un antigène à un animal. Cette molécule antigénique va induire

la formation d'anticorps dirigés vers l'un des motifs antigéniques (épitope) de

la molécule. La réponse immunitaire est très complexe et dépend de

nombreux facteurs.

La stimulation antigénique déclenche la mitose des cellules. Une

observation au microscope permet d'estimer assez facilement la proportion

de blastes présents ( leur taille est deux à trois fois supérieure à celle d'une

cellule normale).

Cette étude préalable est très importante car il semble bien qu'il y ait

une relation entre le nombre de blastes et celui des hybridomes sécrétants

obtenus. ( STAHLI et al. 1983 ).
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1 - 2 - 3 - 1 L'immunisation "in vivo"

L'efficacité de l'immunisation dépend

- de l'animal

- de l'antigène

- des doses d'antigène

- des voies d'injection

- des adjuvants utilisés

- du protocole d'immunisation

1 - 2 - 3 - 1 - 1 Le choix de /' animal

En règle générale, que ce soit pour les souris ou pour les rats, les

femelles sont communèment préférées aux mâles. Il est dit qu'elles

produiraient plus d'anticorps que les mâles mais cette affirmation est assez

difficile à démontrer.

De plus, les femelles Balb C sont plus faciles à élever que les mâles car

malgrè la promiscuité dans les cages, elles se battent beaucoup moins.

L'âge des animaux est aussi très important dans la réussite de

l'immunisation. En général, on utilise des souris ayant 6 à 8 semaines à la

première immunisation et des rats de 8 à 10 semaines.

Différentes souches animales ou leurs hybrides F1 sont établies:

* Balb C, Swiss, C 57 ou leurs hybrides pour les souris

* Lou C, Lou M ou leurs hybrides pour les rats.

1 - 2 - 3 - 1 - 2 L'antigène

En général, la capacité de l'induction de la réponse immunitaire est

proportionnelle à la taille de l'antigène. Les protéines de haut poids

moléculaire sont souvent de bons immunogènes, alors que des substances

de poids moléculaire inférieur à 1000 D ne sont normalement pas ou peu

antigéniques (ERLANGER et al. 1980) et doivent être liées à des protéines

porteuses pour le devenir. Les molécules porteuses généralement utilisées

sont l'albumine, l'ovalbumine, la KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin).
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Il semble que les molécules insolubles soient plus immunogènes que

les solubles et qu'il faille pour celles-ci recourir à des protocoles

d'immunisation particuliers ou à l'addition d'adjuvant (molécule qui,

administrée en même temps et au même site qu'un antigène, accroît la

réponse immunitaire de ce dernier).

1 - 2 - 3 - 1 - 3 Les doses d'antigène

La quantité d'antigène susceptible d'induire une réponse immunitaire est

probablement la même pour un lymphocyte B que pour un lymphocyte T

"helper".

Les doses d'antigène nécessaires à l'immunisation d'un rat sont les

mêmes que celles utilisées pour les souris à condition que l'antigène puisse

atteindre facilement un organe lymphoïde (ACKERMANN et al. 1990).

Les doses à injecter dépendent bien sûr de l'antigène mais elles sont

généralement comprises entre SO et SOO fJg.Les antigènes sont diluées dans

du PBS ou dans un adjuvant.

Des doses trop élevées peuvent induire une tolérance. Des doses

inférieures ou égales à 1 jJg peuvent être utilisées pour l'induction d'IgE,

mais nécessitent l'utilisation d'un adjuvant.

1 - 2.- 3 - 1 - 4 Les différentes voies d'injection

L'efficacité de la réponse immunitaire et le type d'immunoglobulines

obtenu dépendent souvent du site d'inoculation.

* La voie intrapéritonéale est peut-être la plus utilisée parce que la moins

délicate. De plus, elle est utilisable pour les antigènes solubles et insolubles

et peut être employée avec n'importe quel type d'adjuvant. Tous les isotypes

peuvent être retrouvés après ce mode d'immunisation avec une nette

prédominance des IgG et des IgM.
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* Les voies intraveineuse et intracardiaque : La majorité des antigènes

atteignent ainsi la rate mais l'injection dans la veine de la queue de la souris

n'est pas chose facile et l'injection intracardiaque demande une bonne

habitude.

* La voie sous-cutanée Elle peut être utilisée à la place de la voie

intrapéritonéale.

* Les injections dans les coussinets de la patte: Bien que peu utilisée cette

technique est assez efficace. Elle permet d'obtenir une production d'IgE à
condition d'utiliser un adjuvant un peu particulier (Bordetella pertussis) qui

peut être injecté séparément ou en même temps que l'antigène. L'apparition

de ces IgE est d'ailleurs favorisée par irradiation préalable de la souris qui

réduit l'effet inhibiteur des cellules T suppresseurs (BAZIN et al., 1981).

* La voie intrasplénigue : Elle donne une bonne réponse immunitaire primaire

avec pratiquement que des IgM. Cette technique est rapide et nécessite peu

d'antigène (20 )Jg).

* La voie orale: Elle est particulièrement intéressante pour la production d'lgA

(ACKERMANS et al, 1970). De plus, l'administration de l'antigène peut être

facilement prolongée dans le temps.

1 - 2 - 3 - 1 - 5 Les adjuvants

Ce sont des substances qui augmentent de manière non spécifique, la

réponse immunitaire à un antigène. Ils peuvent avoir plusieurs mécanismes

d'action.

*lIs augmentent la persistance de l'antigène dans l'hôte en le protégeant

de la dégradation par les protéases environnantes.

*lIs stimulent les cellules réticulo-endothéliales,attirent les cellules

mono-nuclées au niveau du site d'injection et présentent l'immunogène aux

macrophages sous forme particulaire ou partiellement agglomérée

(ASCONAS et al, 1969).

*lIs accélèrent la circulation des lymphocytes, ce qui augmente leur

possibilité de contact avec l'antigène.
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Les adjuvants utilisés sont très divers:

- Le plus utilisé est l'adjuvant de FREUND. Il sert d'ailleurs maintenant

de référence vis-à-vis des autres· adjuv'ants. Il est classiquement utilisé

volume à volume avec l'antigène. Il est composé de neuf volumes d'huile

minérale et d'un volume de détergent (généralement l'ARLACEL A) qui,

contient de nombreux groupes hydroxyliques et lipophyliques qui facilite la

dispersion des phases aqueuses et huileuses et permet la formation d'une

émulsion stable.1I est appelé incomplet (IFA) s'il ne contient que ces éléments

et devient complet (CFA) si on lui incorpore un mycobacterium tuberculosis

ou butyricum inactivé.

- L'hydroxyde d'alumine est lui aussi un adjuvant utilisé depuis

longtemps dans la préparation de vaccins mais il n'est pas efficace avec tous

les antigènes (NICHOLSON et al, 1979).

En 1989, KENNEY et al. ont comparé plusieurs adjuvants au CFA,

particulièrement le IFA (Adjuvant Incomplet de Freund), l'hydroxyde

d'alumine, des produits d'origine bactérienne tels que les lipopolysaccharides

(LPS), le muramyldipeptide (MDP) et ont conclu qu'à tout antigène

correspond un adjuvant le mieux approprié.

1 - 2 - 3 - 1 - 6 Le protocole d'immunisation

Il n'y a pas de méthode universelle d'immunisation. De nombreux

protocoles ont été publiés et leur diversité prouve à elle seule la difficulté.

Pourtant, on peut tirer de toutes ces techniques des points communs et

établir un protocole général en ce qui concerne les antigènes solubles.

Le jeune rongeur est immunisé par 2 à 3 injections d'antigène (environ

100}Jg) plus adjuvant à 10 ou 15 jours d'intervalle.

Deux semaines après la 2ème ou 3ème injection, on effectue un

prélèvement sanguin près du sinus rétro-orbital pour tester la réponse

immunitaire. Les animaux présentant la réponse la plus élevée sont

sélectionnés et après 3 à 4 mois, quand le taux d'anticorps diminue, on

restimule l'immunisation de l'animal par une injection de rappel par voie

intrapéritonéale ou intraveineuse. Le dernier rappel conditionne fortement le

nombre de blastes obtenus.

3 à 4 jours après la fusion est effectuée.



1 - 2 - 3 - 2 L'immunisation "in vitro"

Les immunisations "in vivo", sont longues et coûteuses en antigène. Ces

problèmes ont amené de nombreux chercheurs à établir des protocoles

d'immunisation "in vitro" qui durent seulement 3 à 4 jours et utilisent

beaucoup moins d'antigène. De plus, ce mode d'immunisation permet de

surmonter les problèmes d'éthique en ce qui concerne l'immunisation chez

l'homme. C'est en 1978 que HENGARTNER rapporte la première utilisation

de cellules spléniques, immunisées "in vitro", en vue de l'obtention d'anticorps

monoclonaux spécifiques.

En 1980, LUBEN et MOLLER montrent qu'un milieu conditionné par des

thymocytes de souris de 10 jours peut remplacer les cellules T nécessaires à

la réponse immunitaire primaire.

En 1983, BORREBAECK et al. utilisent le TCRF (T cell replacing factor)

comme support d'une immunisation in vitro de cellules de rate de souris et

obtiennent 3 % de puits contenant des clones secrétants avec une

concentration d'antigène approchant le mg / ml.

Il semblerait que le sérum de veau foetal ou de nouveau né soient

inhibiteurs de la réponse primaire "in vitro" et il est fréquemment remplacé

par des sérums humains ou de lapin (TAKAHASKI et al, 1987). On arrive

maintenant à obtenir des anticorps monoclonaux après une immunisation "in

vitro" dans un milieu sans sérum (FERRY et OSSENDORP, 1986) et de

nombreux anticorps humains sont maintenant obtenus par ce protocole

(BORREBAECK, 1989).

Il est d'ailleurs possible de trouver aujourd'hui sur le marché des kits

pour immunisation "in vitro".

Les lymphocytes étant stimulés et les cellules de myélome en phase

exponentielle de croissance, il est alors possible de fusionner ces cellules afin

d'obtenir l'hybride qui possédera les propriétés de pousse continue de la

cellule maligne et qui sécrétera un anticorps dirigé contre l'antigène

préalablement choisi.
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1 - 2 - 4 La fusion

La membrane cellulaire joue un rôle considérable dans le contrôle de

l'activité des cellules. Sa perméabilité sélective permet l'accumulation de

nutriments indispensables et la protège d'éventuelles agressions d'agents

exogènes. Elle joue aussi un rôle de défense et permet la conservation du

patrimoine génétique.

Mais cette membrane est aussi un handicap à la fusion cellulaire, c'est

à-dire à la mise en commun des contenus cellulaires des deux cellules qui

doit se réaliser en préservant l'intégrité des membranes fusionnées afin que

la cellule hybride résultante soit viable.

Le phénomène de fusion englobe l'aggrégation des cellules, la fusion

des membranes puis des noyaux.

Après le rapprochement des cellules, une barrière hydrique entre les

membranes les empèchent de fusionner. Il est donc nécessaire d'utiliser

différents moyens pour induire cette fusion en permettant aux membranes de

former une membrane continue. Ces agents peuvent être viraux, chimiques

ou physiques.

1 - 2 - 4 - 1 Les différents types d'agents fusionnants

* Le virus de Sendaï : Ce virus inactivé fut un des premiers agents

fusionnants, mais sa préparation et son inactivation posent des problèmes de

standardisation. Cette technique est aujourd'hui pratiquement abandonnée.

*Le polyéthylène glycol (PEG) : Le PEG est un agglutinogène

supposé lier les molécules d'eau de la membrane des cellules en

déstabilisant la bi-couche lipidique des membranes (BLAIS et al, 1978). Il

induit la fusion des cellules en favorisant la fluidité des membranes et en

réduisant la distance entre les cellules à 4 ou 5 AO (L1TTELFIELD, 1964).

HONDA et al. (1981) ont suggéré que certaines impuretés du PEG, en

se fixant sur la membrane agiraient comme pont entre les cellules adjacentes

et faciliteraient la fusion.
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Cette technique est couramment utilisée bien que parallèlement à sa

haute efficacité d'induction de la fusion membranaire, le PEG soit

extrêmement toxique. GEFTER et al (1977) ont d'ailleurs montré qu'il y avait

lyse cellulaire après un temps de contact avec le PEG de plus d'une minute

et il faut donc établir un compromis efficacité-toxicité. Comme l'a montré

NORDWOOD (1976), ce qui a été confirmé par FAZEBAS de GROTH et

SCHEIDES (1980), l'addition de DMSO (Dimethyl sulfoxide) réduirait la

toxicité et augmenterait le taux de réussite de la fusion.

Mais le fait que certaines lignées cellulaires, en particulier des lignées

humaines soient particulièrement sensibles au PEG et au milieu H.A.T.

utilisé lors de la sélection des hybrides/ont amené les chercheurs à mettre au

point une autre technique de fusion cellulaire sans agent chimique.

1 - 2 - 4 - 2 L'électrofusion

ZIMMERMANN et al. (1982) ont réussi à provoquer la fusion

membranaire grâce à un champ électrique. Le champ électrique induit un

potentiel perméabilisant la membrane cellulaire de façon réversible. Cette

perméabilisation permet la fusion cellulaire par mise en commun des

contenus cellulaires. Il semblerait que l'on puisse obtenir ainsi des

rendements plus élevés en ce qui concerne les hybrides secrétants car

même si les clones obtenus sont moins nombreux qu'avec le PEG .,ils

seraient tous secrétants.

De plus, ce procédé de fusion peut être observé puisqu'il s'effectue

dans une "chambre de fusion" peu encombrante qui peut se placer facilement

sur la platine d'un microscope.

L'électrofusion peut-être divisée en 2 étapes :

* La formation de "Pearl chain·: Les cellules sont mises en contact par

application d'un champ électrique alternatif non uniforme de 100 à 250 V/cm

de faible intensité (1 à3 MHz). Elles migrent alors dans le champ électrique

non uniforme car l'intensité du champ n'étant pas égale des deux côtés de la

membrane, elles se dirigent vers l'intensité la plus élevée. On assiste alors à
leur alignement (Figure 2 d'après GRAVEHAMP et al. Rotterdam Radio

Institute).
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Figure 2 : Formation de "Pearl Chain" dans un champ alternatif non

uniforme.

* La fusion proprement dite: Elle est induite par application de pulses de

haut voltage (3000 à 5000 V/cm) et de faible durée (10 à 50 sec) qui

entrainent des ruptures électriques de la membrane cellulaire au niveau de la

couche lipidique alors que les cellules sont en contact les unes avec les

autres. Chaque pulse électrique permet le rapprochement des cellules· qui

peuvent ensuite fusionner lorsque le courant est interrompu.

La réussite d'une fusion électrique dépend avant tout de l'équilibre entre

tous ces paramètres et de la composition du milieu de fusion. Lorsque toutes

ces conditions sont établies, le rendement de l'électrofusion peut être

beaucoup plus élevé que celui des autres techniques. De plus l'électrofusion

peut être utilisée pour tous les types de cellules vivantes.

Quelque soit la technique de fusion utilisée, les cellules fusionnées

doivent ensuite être mises en culture dans un milieu approprié afin d'être

sélectionnées.
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1 • 2 • 5 La culture des hybrides

Les cellules hybrides, en plus du HAT ajouté pour détruire les

myélomes, doivent trouver un milieu riche en nutriments nécessaires à leur

multiplication/additionnés de quelques stimülateurs de croissance.

Le milieu DMEM supplémenté en glutamine, en pyruvate de sodium et

en acides aminés non essentiels, couvre leurs besoins de base (Ravo et
Bazin, 1990). La concentration en C02 de l'incubateur étant réglée à 5 ou

6 %, l'équilibre H C03-/ C02 s'effectue correctement à 3TC. L'addition d'au

moins 10 % de sérum est absolument nécessaire car il apporte des

hormones, des facteurs de croissance et des protéines qui ont un effet

protecteur.

De plus, il a été observé que la présence de "feeder layers", cellules

nourricières était très favorable à la pousse des nouveaux hybrides formés.

Les cellules péritonéales de rat ou de souris, faciles à récupérer,

donnent des résultats très satisfaisants. Elles contiennent des macrophages

et des fibroblastes qui secrètent des facteurs de croissance essentiels et des

macrophages détruisant les érythrocytes de la rate par endocytose.

Ces cellules ne peuvent pratiquement pas se multiplier" in vitro", mais

survivent environ une semaine, temps nécessaire au bon "démarrage" des

jeunes hybridomes.

Les cellules fusionnées sont placées, dans ces conditions, dans des

microplaques pendant 4 à 5 jours.

Au 5ème jour, une observation au microscope permet de "repérer"

parmi les puits où les cellules poussent bien, ceux où l'on 'identifie la

présence d'un seul clone,( Figure 3 ) afin de tester leur secrétion spécifique

à l'antigène utilisé lors de l'immunisation.



Figure 3 : Un clone issu de la fusion de lymphocytes et de cellules de

myélome PIAO.

1 - 2 • 6 La détection des anticorps monoclonaux

La sélection des clones séc~étant l'anticorps correspondant à l'antigène

de départ, est l'une des étapes les plus importantes dans la technologie des

hybridomes.

Différentes techniques reposant sur le principe des réactions antigène

anticorps sont utilisés. On peut les classer selon le mode de détection du

complexe antigène-anticorps.

1 - 2 - 6 - 1 La détection directe sans marqueur

Elle est basée sur la précipitation spontanée du complexe Ag / Ac dans

un milieu gélifié comme dans la technique d'immunodifusion d'Ouchterlony.
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1 - 2 - 6 - 2 Les détections indirectes

Le complexe est détecté à l'aide d'un second anticorps sur lequel est

fixé un marqueur dont le comportement est modifié lorsque cet anticorps se

fixe. Le marqueur peut être de nature très diverse.

* Si c'est un composé fluorescent, on mesure l'intensité de la

fluorescence qui sera proportionnelle à la quantité d'antigène (ELING et al.

1983).

* Si c'est un métal (mercure, platine, cobalt), sa présence est détectée

par spectrométrie d'absorption atomique (CAlS, 1983).

* Si ce sont des hématies, la formation du complexe antigène anticorps

induit soit leur lyse (HENRY, 1980) soit leur agglutination (MANN et al. 1970),

soit leur absorption autour des cellules sécrétantes (technique de rosettes)

(LEGRAN et al. 1983).

* Si le marqueur est un isotope radioactif, on utilise des techniques

radioimmunologiques RIA (radioimmunoassay) ou IRMA (Immuno Radio

metric Assay).

* Si c'est une enzyme, on a affaire à la technique ELISA ( Enzyme

Linked Immuno Assay).

1 - 2 - 6 - 3 La technique ELISA

C'est de loin la technique de détection d'anticorps monoclonaux la plus

utilisée.

En effet, elle atteint maintenant la sensibilité des techniques

radioimmunologiques sans en avoir les inconvénients de manipulation de

produits radioactifs. Les réactifs sont plus stables et elle ne nécessite pas

d'équipement onéreux.

C'est une technique non compétitive où l'antigène est absorbé sur une

surface solide. Le surnageant de culture est mis en contact avec l'antigène.
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Les anticorps spécifiques de l'antigène vont être fixés à leur tour sur le

support par l'intermédiaire de l'antigène.

Un deuxième anticorps anti-immunoglobuline de souris (pour la

recherche des immunoglobulines de souris) marqué à la péroxydase va

ensuite se fixer sur le complexe précédent. L'addition d'un substrat provoque

alors une réaction colorimétrique dont l'intensité est proportionnelle à la

quantité d'anticorps présente dans le surnageant (DOUILLARD et

HOFFMAN,1983).

Parfois, on utilise l'ELISA de façon compétitive; dans ce cas, la quantité

d'immunoglobulines marquées est inversement proportionnelle à la quantité

d'anticorps monoclonaux contenus dans le surnageant (HUNTER et

BOSWORTH, 1986). En effet, on ajoute un anticorps ( anticorps monoclonal)

reconnaissant à la fois l'antigène marqué et l'antigène non marqué. Ces deux

molécules possèdent la même antigénicité vis à vis de l'anticorps et celui-ci

étant en quantité limitée, il y aura compétition entre l'antigène marqué et

l'antigène froid (molécule à doser) pour se lier à l'anticorps.

La technique ELISA a subi de nombreuses adaptations au cours du

temps en particulier en ce qui concerne le support de "coating".

Les premiers tests s'effectuaient sur des membranes de nitrocellulose

sur lesquelles était fixé 0,1 à 0,5 ul d'antigène et où l'on déposait le milieu de

culture. Il se formait une tâche d'environ 0,3 mm de diamètre. La révélation

se faisait grâce à un deuxième anticorps marqué. On observait une coloration

des complexes formés dont l'intensité était grossièrement proportionnelle à la

quantité d'anticorps monoclonaux présente. Cette technique avait le

désavantage d'être uniquement qualitative et elle a été rapidement

supplantée par une méthode quantitative (devenue possible grâce à

l'apparition sur le marché de microplaques de 96 puits traitées pour favoriser

la fixation de l'antigène et des lecteurs de plaques) donnant simultanément

les densités optiques de tous les puits.
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1) Absorption de l'antigène sur la phase solide

Antigène fixé sur

un site actif

Site actif du suppor

Site actif neutralis
par la saturation

2) Addition du premier anticorps (surnageant de
culture ou immunoglobulines purifiées)

Premier anticorps
(anticorps monoclonal
recherché) 00

-.L-.L-I..-.L_CCJ:......L--..l-l.;..'.1-\--1.._

Anticorps en excès éliminé par
le lavage

3) Addition du deuxième anticorps marqué à la péroxydase

Deuxième anticorps 'c:1E

en excès, non fixé,
éliminé par lavage

~I~I~
4) Addition du substrat de la péroxydase

Figure 4 Schéma du principe de la technique ELISA.



1 - 2 - 7 Le clonage

Avant de considérer que les anticorps sont bien monoclonaux, il faut

·s'assurer que le clone identifié dans le puits a bien une seule cellule pour

origine.

Les tests de secrétion ayant permis de sélectionner les clones

sécrétant l'anticorps recherché, il est nécessaire de procéder à des clonages

successifs entres lesquels un nouveau test ELISA sera interca é.

En effet, lors de la fusion, deux ou plusieurs cellules ont pu être

distribuées dans un même puits.

De plus, il est possible qu'à l'intérieur d'un même clone, une cellule

cesse de sécréter. Or, généralement, les cellules non sécrétantes, poussent

plus vite que les autres, et si on n'y prend garde, elles sont rapidement les

plus nombreuses et risquent de masquer la sécrétion des ·cellules

intéressantes.

Le clonage est généralement effectué en présence de cellules

nourricières (macrophages le plus souvent) dans un milieu classique de

culture des hybridomes, mais peut se faire aussi en milieu agar qui permet

l'individualisation des clones.

Il s'effectue le plus généralement en plaques de 96 puits selon une

technique classique de dilution limite qui permet de distribuer en théorie une

cellule par puits. Après quelques jours d'incubation des plaques, il suffit de

repérer les puits positifs et ne contenant qu'un clone (à l'observation

microscopique), de laisser le clone envahir le puits et d'effectuer un nouveau

test de détection.

La perte de sécrétion d'un hybridome, due à des réarrangements

chromosomiques, est chose assez classique et il est conseillé d'effectuer 4 à

5 clonages pour s'assurer de sa stabilité.
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1 - 2 - 8 La conservation des cellules hybrides

Lorsqu'une lignée cellulaire est stabilisée et que l'anticorps qu'elle

sécrète est intéressant, il est fortement conseillé de la stocker. Cette

précaution permet de se prémunir contre les risques de perte de sécrétion de

la cellule au cours du temps ou de la perte totale des hybridomes par

contamination, le plus souvent de type bactérien, fongique ou

mycoplasmique.

On réalise donc une congélation qui s'effectue dans un milieu de culture

complémenté en sérum humain ou animal (SANDLER et al., 1987), ou en

lactosérum et additionné de DMSO (Diméthylsulfoxide), agent cryoprotecteur,

très hygroscopique qui traverse la membrane et assure une protection

intracellulaire en entrant en liaison avec les molécules d'eau contenue dans

les protéines et empécherait leur dénaturation.

Le stockage en azote liquide (à -196°C) est généralement considéré

comme la meilleure technique de préservation des cellules (FRESHNEY,

1987), la conservation des cellules à -80°C ne pouvant être utilisée que pour

des durées de l'ordre de quelques mois. Cependant, nous avons montré

qu'en remplaçant le sérum de veau par du lactosérum, les hybridomes

pouvaient être conservés au moins deux ans à -80°C (DEROUICHE et al.

1989).

1 - 2 - 9 Les différents types d'hybridomes

1 - 2 - 9 - 1 Les hybridomes souris-souris

Les premiers hybridomes obtenus étaient d'origine murine. La souris est

un animal facile à élever, qui présente l'avantage d'un temps de gestation de

21 jours et d'un cycle de reproduction de 6 à 8 semaines seulement.
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Mais les anticorps monoclonaux obtenus présentent quelques

inconvénients dont l'un est fondamental : ils ne permettent pas de traitement

prolongé chez l'homme car celui-ci les neutralise et on observe rapidement

des réactions de rejet.

De plus, lorsqu'on utilise la souris pour la production in vivo de grosses

quantités d'anticorps, sa petite taille devient un facteur limitant.Pour palier ce

dernier inconvénient, des souches de myélomes de rat ont été élaborées afin

de créer des hybridomes rat-rat.

1 - 2 - 9 - 2 Les hybridomes rat-rat

L'hybridation rat-rat a l'avantage de pouvoir répondre à une gamme

d'antigènes différente de celle du modèle précèdent.De plus, il est possible,

de par leur taille, d'obtenir "in vivo "des quantités d'anticorps plus importantes

même si le taux de succès de l'obtention d'une ascite est moins important.

Mais ce modèle ne résoud pas plus les problèmes d'utilisation de ces

anticorps chez l'homme (LEVY et al, 1983).

1 - 2 - 9 - 3 Les hybridomes "croisés"

D'autres types d'hybridomes ont été obtenus par croisement de

lymphocytes de rat et de myélomes de souris. Ces fusions interspécifiques

produisent des hybridomes stables avec une production d'anticorps

équivalente à celle des hybridomes murins (MAC KEARN et al, 1981).

Des lymphocytes de hamster fusionnés avec des myélomes de souris

ont, eux aussi, donné des hybrides sécrétants et stables (SANCHEZ

MADRID et SPRINGER, 1986).
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De même, des hybrides inter-spécifiques bovins - souris ont été

également obtenus (ALBERT. 1986).

Les lymphocytes B humains peuvent être aussi fusionnés avec les

myélomes de souris. Le rendement de la fusion est satisfaisant et les cellules

hybrides obtenues peuvent sécréter un anticorps humain mais rapidement la

plupart des chromosomes humains sont éliminés et plus particulièrement le

chromosome 2 de la chaîne légère K des immunoglobulines.

La perte de ce chromosome portant le ou les gènes codant pour une

partie de l'immunoglobuline va entraîner la production d'un anticorps

"amputé" ayant perdu tout ou partie de ses propriétés immunologiques.

L' "humanisation" des myélomes de souris peut alors être une solution.

Ces myélomes hybrides souris-homme, appelés hétéromyélomes permettent

de conserver les qualités des myélomes de souris et d'obtenir des

hybridomes plus stables grâce à la présence de chromosomes humains à
l'intérieur de l'hétéromyélome.

1 - 2 - 9 - 4 Les hybridomes humain-humain

Toutes ces difficultés ont amené, dans les années 80, les chercheurs à
établir des lignées d'hybridomes humains-humains (GROSE et aL, 1980 ;

OLSON et KAPLAN., 1980).

Pour cela, deux méthodes peuvent être employées:

1°) L'hybridation cellulaire ou fusion de lymphocytes humains

préalablement immunisés" in vitro" avec un myélome d'origine humaine.

Cette technique présente deux difficultés principales : d'une part,

l'efficacité réduite de l'immunisation "in vitro"rendue obligatoire pour des

problèmes d'éthique. D'autre part, la faible quantité de lignées de myélomes

humains actuellement disponibles.
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lignées d'origine Dérivés

RPMI-8ZZ6 (À) .-
8ZZ6-8 AGPlasmocytome

SKO-007 (U-266 ARI)

U 266 (t. À) .-
U-266 (8 AG)

Plasmocytome

FU-266

,GM 1500-6TG-A 1-2

GM 1500 (yZ' K) GM 1500-6TG-A1-1

lymphoblastol'de
GM 14672-

GK-5

ARH- 77 (y. À) LICR-LON-HHY-2

Lymphoplastol'de
lICR-LON-HMY-2/CAM 1

UC 7296

UC 729-6-HF2
WIl 2 (Y, K)
lymphoblastotde

LTR 228

H 351.1

PGlC 33 H (u. À) GMO 467

MC-CAR (Y, K) HC/MNS-l. 2. 3

Tableau 4 : Quelques exemples d'hybridomes humains - humains
d'après KOZBOR et al. (1986)
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2°) La fusion d'un lymphocyte humain naturellement immunisé avec des

cellules Iymphoblastoïdes issues de tissus hématopoïétiques comme la rate

de malades atteints de maladie de Hodgkin.

Dans ce cas, il est nécessaire d'immortaliser ces dernières par

transvection d'un virus (généralement le virus d'Epstein Barr ou le virus SV40

(STEINITZ et al. 1977).

Il est à noter que l'on peut aussi obtenir des anticorps monoclonaux

d'origine humaine grâce à des lymphocytes immunisés, immortalisés par

transformation virale (SV40 ou EBV) (SHAY, 1985). Cette dernière technique

a l'avantage d'éliminer l'étape toujours délicate de l'hybridation. Mais les

plasmocytes sont difficiles à maintenir en culture "in vitro "et leur croissance

est lente (temps de doublement de 36 à 72 h).

Quant aux cellules lymphoblastoïdes, elles sont encore plus difficiles à
cultiver, mais leur temps de doublement est de 30 h seulement.

Tout cela fait que ces technologies sont difficiles à mettre au point et

l'utilisation des anticorps monoclonaux obtenus par ces cellules transformées

reste restreinte, particulièrement en thérapie humaine.

Pourtant les champs d'application de ces anticorps sont tellement

vastes que chaque jour apporte de nouvelles souches d'hybridomes

humains-humains, même si l'on sait qu'ils secrètent de faibles quantités

d'immunoglobulines généralement de type IgM.( Tableau 4)

1 - 3 LA MULTIPLICATION DES HYBRIDOMES

Les souches d'hybridomes une fois établies, après quatre à cinq

clonages successifs, doivent être multipliées afin de produire les anticorps

monoclonaux. Cette production peut être réalisée par 2 voies différentes: "in

vivo" et "in vitro".
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1 ·3· 1 La production" in vivo"

Une injection intrapéritonéale d'un~ quantité importante de cellules

d'hybridomes, induit chez un animal histocompatible la formation d'une ascite

qui contiendra des anticorps en forte concentration.

La souris est, là encore, un hôte de choix. Elle est encore beaucoup

utilisée, bien que le rat, de par sa taille plus importante, permette d'obtenir

environ 10 fois plus de volume de liquide d'ascite.

Les hybridomes injectés seuls déclenchent plutôt la formation de

tumeurs solides. La production de liquide d'ascite, plus facile à prélever, peut

être favorisée par des pré-traitements de /'anir:nal avec soit du pristane (2-6

10-14, tétraméthylpentadécane) (HOOGEURAAD et a~, 1983) soit de

l'adjuvant incomplet de Freund (/FA) (MULLER et al., 1986). Certains auteurs

remplacent ce prétraitement par une injection du produit au moment de

l'injection des cellules. JI n'est pas possible de mélanger l'/FA ou le pristane

aux cellules qui seraient tuées. JI est donc nécessaire de faire 2 injections sur

le flan gauche de l'animal (à droite, on a toujours le risque de piquer dans la

rate).

Le premier liquide d'ascite peut être prélevé une dizaine de jours après

l'injection et il est généralement possible de répéter l'opération une ou deux

fois. Les liquides d'ascites sont rassemblés et stockés à -80·C dans l'attente

de leur purification.

Cette technique permet de récupérer chez la souris, 5 à 20 ml de liquide

d'ascite contenant de 5 à 50 mg/ml d'anticorps monoclonaux (Tableau 5).

La concentration en hybridomes dans le liquide est de /'orqre de 108

cellules/ml.
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concentration en AcM* volume de liquide d'ascite quantité d'AcM obtenus références
(en mg/ml) recueilli par souris (en ml) par souris (en mg)

/ / 10 (12)

/ / 50 (11)

10 10- 20 100 - 200 (10)

10 - 50 3-5 30 - 250 (7)

5 - 20 15 75 - 300 (13)

Tableau 5 : Quantités d'anticorps monoclonaux récupérés dans des

liquides d'ascite.selon différents auteurs (DEA CARR()NNF=I 1QRR\



Chez le rat, les volumes d'ascite obtenus sont 10 fois plus importants,

mais dans les deux cas, les anticorps monoclonaux se trouvent mélangés

aux immunoglobulines de l'animal et à des enzymes protéolytiques et de ce

fait leur purification n'est pas toujours aisée.

Pour éviter ce mélange des anticorps recherchés avec ceux de l'hôte,

une autre alternative consiste à utiliser des souris "nudes". Ces animaux

présentent plusieurs anomalies héréditaires qui font qu'outre leur absence de

poils, elles sont dépourvues de thymus (PAUTELORIS, 1968). Elles sont

donc immunodéficientes et ne synthétisent pas d'immunoglobulines. Cette

particularité présente bien sûr un avantage lors de la purification mais elle

complique beaucoup leur élevage. Ces animaux ayant de mauvaises

défenses immunitaires sont extrêmement fragiles et doivent être élevés dans

des conditions de stérilité lourdes à mettre en place.

Des tentatives de prolifération d'hybridomes chez d'autres animaux de

taille plus importante placés sous traitement immunosuppresseur ont

jusqu'alors complétement échoué.

L'injection et les ponctions restent des gestes délicats et non

automatisables et un-e solution n'ayant plus recours à l'animal a rapidement

fait son chemin: des réacteurs ont été conçus afin d'obtenir, in vitro, de

fortes concentrations cellulaires.

1 ·3· 2 La production "in vitro"

Dans ces techniques, les hybridomes prolifèrent et secrètent

directement dans le milieu de culture et même si la concentration en

anticorps est seulement de l'ordre de 10 à 1000 ug/ml, il est possible

maintenant de concevoir des systèmes ayant des volumes allant jusqu'à

plusieurs milliers de litres (Tableau 6).

Ces systèmes sont appelés bioréacteurs ou cytoculteurs.
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·
type de culture concentration en AcM* (J.1g/ml) références

CULTURES IN VITRO 1 ~ 10 (9)

10- 20 (13)

CULTIJRES CLASSIQUES

Flacons roulants ou plats 9-127 (11)
1

1 CULTURES EN SUSPENSION 10- 50 (12)
1

1
IlAirlift" 73 - 350 (11)

1 perfusion 800 (24)

CULTURES AVEC CELLULES
IMMOBILISEES

740 (31)
fibres creuses

6000 - 8000 (13)
.\

1 encapsularion 1000 - 10000 (30)
i
1

Tableau 6 : Concentration en anticorps monoclonaux obtenus en culture

Hin vitro: selon différents auteurs. DEA CARBONNEL (1988)

1 - 3 - 2 - 1 Les bioréacteurs : principe

Les cellules y sont cultivées dans des conditions les plus proches

possibles de'l'in vivo"(le corps des mammifères est le bioréacteur idéal, ayant

une concentration cellulaire de 109 cellules/ml).

Elles sont soit nourries et l'!1aintenues en suspension homog~ne grâce à
1

un dispositif d'agitation (RANDERSON, 1985), soit immobilisées par. des

systèmes au travers desquels diffusent nutriments et déchets métaboliques

(GRIFFITHS, 1986).

Ces systèmes visent à :
- maintenir constants la température, le pH, l'osmolarité, l'alimentation

en oxygène et en C02'

- satisfaire aux besoins nutritionnels des cellules,

- éliminer leurs déchets métaboliques.

Ils permettent d'obtenir des concentrations cellulaires de l'ordre de 106 à

107 cellules/ml.



1 ·3·2·2 Les cultures à cellules immobilisées.

Cette technique permet de renouveler le milieu et d'éliminer les déchets

sans éliminer les cellules qui sont "piégées". Elles sont ainsi protégées des

contraintes mécaniques imposées par les systèmes de régulation qui peuvent

s'effectuer à l'extérieur de la chambre de culture. Ces systèmes peuvent

fonctionner pendant des périodes prolongées en perfusion continue (SIRCH,

1986).

Les principaux systèmes d'immobilisation' des cellules sont:

* Les matrices en céramique: Le système est constitué d'une matrice

cylindrique comportant un réseau longitudinal de canaux rugueux à section

carrée (FAMILLETI, 1983). Le milieu de culture circule à l'intérieur des

canaux à la surface desquels les cellules sont "accrochées". Ces céramiques

sont inertes et bon marché et l'association en parallèle de plusieurs de ces

unités est tout à fait réalisable ( Figure 5).

Figure 5 : Matrice en céramique utilisée pour la culture de cellules

animales. Avec un rayon de 4,1 cm et une longueur de 30 cm, la surface

réservée à la croissance cellulaire est de 4,25 m2.
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*Les fibres creuses : Une chambre de culture cylindrique renferme

un faisceau central de fibres creuses longitudinales. Les gaz et le milieu de

culture circulent à l'intérieur des fibres alors que les cellules sont retenues

dans l'espace extracapillaire (VAN BRUNT, 1986).

Les fibres étant en fait des membranes d'ultrafiltration à seuil de

coupure de 10 000 à 100 000 D, les nutriments et les déchets métaboliques

passent à travers les membranes, alors que les cellules et le produit de leur

sécrétion ayant des poids moléculaires élevés, sont retenus dans l'espace

extracapillaire.

Ce système permet la culture à long tenne de quantités importantes de

cellules à conditon que celles-ci, en se multipliant, ne colmatent pas les

membranes (Figure 6).

ECSout

HOLLOW
FIBERS

EXTRACAPILLARY
SPACE (ECS)

CELL
INOCULATION
TUBE

Figure 6 : schéma d'un système de fibres creuses (Biotechnology vol.3
Mars 1985)



Il existe des variantes de ce système :

- le lit plat de fibres creuses où le milieu est envoyé perpendiculairement

à l'axe des fibres,

- le système à fibres mixtes où gaz et milieu circulent dans des fibres

différentes,

- le système de ADEMA où les cellules se développent à l'intérieur des

fibres.

* Les microcapsules : Les cellules sont dans ce cas, retenues à
l'intérieur de microbilles poreuses, maintenues en suspension dans des

systèmes de culture classiques (HU, 1985). Les microbilles sont constituées

par des membranes de polymères au travers desquelles, oxygène et

nutriments diffusent alors que les produits cellulaires sont retenus à l'intérieur

des microcapsules. Les coûts de l'encapsulation et de la récupération des

produits sont élevés, mais les densités cellulaires atteignent 108 cellules/ml

(Figure 7).

La biomasse concentrée à l'intérieur des microcapsules forme un écran

aux échanges.

La microencapsulation s'effectue selon deux techniques:

- Avec un alginate de calcium :

Les cellules sont mises en suspension dans une solution d'alginate et

tombent goutte à goutte dans une solution de chlorure de calcium où elles Ise

"gélatinisent", puis sont trempées dans une solution de poly-L-Iysine qui

polymérise à leur surface. Enfin, l'intérieur des billes est reliquéfié par une

solution de citrate de sodium. Les cellules se trouvent alors à l'intérieur de

capsules microporeuses.

- Avec une émulsion agarose / paraffine:

Les cellules sont placées en présence d'agarose dans un tube à
centrifuger contenant de l'huile de paraffine. Un vibromélangeur provoque

l'émulsion.
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Figure 7 : Les cellules sont immobilisées à l'intérieur des billes. Nilsson (1980)
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* Les systèmes à lit fluidisé : (Figure 8) 1

Dans ce procédé appelé VERAX, les cellules sont là aussi immobilisées

dans des microbilles de collagène, lestées avec des particules d'inox et

agitées par un lit fluidisé (DEAN , 1987)

RECYCLE-flDW

I=inl m:l A . n~n~ lA ~vc::tÀmA rip. lit fhJidisé. les cellules sont immobilisées.



• Les microporteurs :

2 à 3 grammes de microbilles poreuses de 200 }lm de diamètre

contituées de membranes de polymères sont déposés dans le milieu de

culture. Après quelques heures, les cellules se fixent à l'extérieur des billes.

(Figure 9).

Figure 9 : cellules CHO fixées à la suMace du microporteur.
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.. Les lits spongieux

Les cellules sont piégées dans une mousse de polyéther. Elles nichent

dans les lumières de l'éponge et s'y développent alors que toutes les

régulations du milieu se font dans un bioréacteur connecté en série. Une

pompe péristaltique permet l'arrivée du milieu neuf et l'expulsion du milieu

usé.

Figure 10: Le système à cellules piégées dans un lit spongieux utilisé au

laboratoire

- ) 1



1 • 3 • 2 • 3 Culture de cellules en suspension

Ce sont des systèmes agités où les cellules poussent en suspension

homogène dans un milieu de culture contrôlé et régulé en permanence. Ce

principe est très intéressant et son automatisation est relativement aisée
(SIRCH, 1986).

Des prélèvements réguliers permettent différents dosages en fonction

desquels on peut apporter telle ou telle modification aux conditions de culture

en fonction du métabolisme cellulaire.

La capacité de la cuve du réacteur peut aller de quelques litres au

laboratoire, à plusieurs milliers dans l'industrie et ainsi compenser par des

volumes importants, la concentration cellulaire qui reste relativement faible

(106 cellules/ml).

Plusieurs techniques de culture peuvent être adoptées:

- Soit le "batch" qui consiste à ensemencer le bioréacteur et à laisser la

culture évoluer sans ajouter ni soutirer du milieu. Les cellules se trouvent

dans un environnement variant en permanence. L'épuisement des nutriments

et l'accumulation des déchets toxiques entrainent assez rapidement

l'inhibition de la croissance ou de la production cellulaire (GLACKEN et al.,

1983): La culture ne peut se poursuivre que 4 à 5 jours mais la

consommation de milieu n'est pas très importante.

- Soit le "Fed-batch" dans lequel on apporte des nutriments en fonction

des besoins des cellules. La concentration en éléments nutritifs est ainsi

maintenue constante mais les déchets métaboliques s'accumulent au cours

du temps. Le temps de la culture s'en trouve tout de même un peu prolongé

(12 à 1,5 jours).

- Soit la culture dite en perfusion ou continue qui consiste à injecter en

continu du milieu frais et à soutirer un volume équivalent de milieu usé. La

densité cellulaire peut ainsi atteindre 3.107 cellules/ml pendant un temps de

culture qui peut aller jusqu'à quelql,.;es mois (MARTIN et al., 1986).
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Mais ces différents modes de culture comportent toutefois quelques

inconvénients:

• Les cellules se trouvent en proie à des forces de cisaillement dues aux

pales qui agitent en permanence le milieu de culture. Aussi, de nombreux

systèmes ont été mis au point pour palier ces inconvénients (FEDER et

TOLBERT, 1983 ; GRIFFITHS, 1986).

Des hélices marines ont remplacées les turbines à pales rigides. Elles
1

favorisent l'écoulement axial qui assure une homogénéité correcte, même à
faible vitesse.

- Des agitateurs à pales souples de plu!? grande surface permettent de

diminuer les forces de cisaillement.

- des vibramélangeurs constitués d'un disque perforé animé d'un

mouvement vertical de va-et-vient ;(Figure 12 )

- des agitateurs à circulation d'air (procédé Air lift), utilisés pour des

réacteurs de gros volumes (BIRCH et al,) 1986). Le gaz est introduit à la base

d'un tube vertical. Il provoque une circulation du milieu qui monte à l'intérieur

du tube puis redescend le long de ses paroies externes (BIRCH, 1986)

(Figure 11).

Steam to sterirlse

Sterile medium ----__
Filter
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Figure 12 : Différents systèmes d'agitation pour cultures en suspension
d'après FEDER et al.(1983).



* Dans le système en perfusion, le milieu usé est éliminé en

permanence ainsi qu'une partie des cellules qui s'y trouvent en suspension.

Pour venir à bout de ce problème, il suffit, en théorie, de placer un filtre

capable de retenir les cellules juste avant la sortie du milieu usé. Les

hybridomes souris-souris ayant un diamètre de 15 }Jm , un filtre (Spin-filter)

ayant une porosité de 10).lm devrait être la solution (Figure 13). Mais les

colmatages du filtre provoqués par la présence de protéines apportées par le

sérum et les cellules et par l'amoncellement des cellules mortes à sa surface

sont fréquents. Le phénomène se produit quelque soit la texture ou la forme

du spin-filter. Avec un renouvellement de 120 ml / h, le colmatage commence

au 4 ou 5ème jour pour arriver à une obturation complète au 7ème. jour

(LAURENT et al., 1991). Par contre des spin-filter de taille supérieure à 10

}-lm colmatent moins mais laissent passer les cellules.
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Figure 13: Schéma du système de rétention des cellules par "spin

filter"d'après SEAMANS et HU (1990).



* Ces sytèmes sont de gros consommateurs de milieu de culture. Or

celui-ci est l'un des éléments majeurs entrant en ligne de compte lors du

calcul des coûts de production des anticorps. C'est surtout le sérum de veau

foetal, classiquement ajouté à raison de 10 % au milieu, qui est le

responsable de ce coût. Pour une culture à grande échelle, il peut

représenter 84 % du prix de revient des produits finaux (GRIFFITHS, 1990).

Ceci a amené de nombreux laboratoires à mettre au point des substituts à
composition plus ou moins définie.

1 • 3 • 3 Les substituts du sérum

L'ajout de sérum aux milieux de base est indispendable pour assurer la

croissance des cellules; Selon les besoins de la souche, sa concentration

peut aller de 5 à 15 % du milieu. Le sérum le plus couramment employé est

le sérum de veau foetal (SVF). Très riche, il contient:

- des sels minéraux,

- des vitamines,

- des acides aminés,

- des sources de carbone,

- des facteurs de croissance stimulant la croissance et les fonctions

spécifiques des cellules,

- des protéines,

- des facteurs d'adhérence,

- des inhibiteurs de protéases,

- des immunoglobulines (Tableau 7).

Mais outre son coût, il présente d'autres inconvénients:

- sa composition biochimique n'est pas totalement connue et varie d'un

lot à l'autre.

- Il peut contenir des inhibiteurs de ·croissance ou des toxines

bactériennes qui contrarient la pousse cellulaire.

- Il est sujet à des contaminations virales, mycoplasmiques ou

bactériophagiques qui, elles aussi, perturbent la croissance des cellules.

- Sa forte concentration en protéines peut être un handicap lors de la

purification ultérieure des anticorps obtenus dans les cultures.
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. FTC!J'téines

.. polypeptide

et facteurs

de

croissance

,Peptide

Autres

, hormones

:Lipides

Métaboli tes

COMPOSES

Albumine

Fibronectine

az-macroglobuline

Fétuine

< Transferrine

Insuline

IGF, somatomédine A et C, MSA

PDGF, EGF, ECGF, EDGF

Glutathion

Cortisol (hydrocortisone)

Oestrogène, androgène

Hormones thyroïdiennes (T3 et
T4)

Acide linoléique

Prostaglandines

Cholestérol

Acides aminés

Pyruvate

Polyamines

FONCTIONS PRINCIPALES

Transporte les lipides; les hormones et
les minéraux.
Maintient la pression osmotique.
A un rôle tampon.

Adhérence cellulaire .

Inhibe la trypsine.

Attachement des cellules.

Transporte le fer Fe Z+.

Prépare la cellule à absorber le
glucose et les acides aminés.
Mitogènes

Mitogènes.

Réaction redox.

Induit l'attachement de la cellule.

Mitogènes.

Métabolisme énergétique, consommation
d'oxygène.
Induit la croissance et la différen
ciation des cellules très variées.

Biosynthèse de la membrane.

Prolifération cellulaire.

Activation des enzymes.

•

Tableau 7 : Principaux constituants du sérum essentiels à la croissance

cellulaire" in vitro"(MAURER 1986).



1 • 3 • 3 • 1 Substitution partielle du sérum par un composé

non défini

De nombreux milieux contiennent des substituts non définis.

En 1982, RODER a remplacé le SVF par des émulsions de jaune d'oeuf

pour entretenir en culture des cellules épithéliales. En 1988, des fractions

protéiques du plasma ont permis à MAC LEOD de cultiver des hybridomes

alors que des protéoses peptones ont été utilisées par HASEGAIVA et aL/en

1988. Shintani en 1989 a utilisé un produit dérivé du sérum de porc pour la

culture d'hybridomes mais dans ce domain~, ce sont sans doute les dérivés

du lait, utilisés depuis longtemps, qui ont donné les résultats les plus

intéressants.

Le colostrum bovin a été employé à de nombreuses reprises

(KLAGSBRUN et NEUMANN, 1979 ; RAMIREZ et aL, 1990) alors que

DARFLER et al. en 1988 ont mis au point le milieu CITIL à base de caséine

et que DAMERDJI et al. (1988) ont utilisé un lactosérum pour la culture

d'hybridomes et de fibroblastes. La lactoferrine elle aussi a permis la

croissance d'hybridomes (YMADA et aL, 1990b), Un hydrolysat de

lactalbumine a permis la croissance de cellules BHK en réacteur (GURHAN
et al., 1990) et la p-Iactoglobuline a été employée avec succès par MATI et

al. (1991) pour cultiver plusieurs souches d'hybridomes.

Ces produits de substitution n'ont pas une composition parfaitement

définie mais le prix de revient du milieu de culture est diminué de façon tout à
fait substantielle.

1 • 3 • 3 • 2 Substitution partielle du sérum par des composés

définis

Le milieu de base est additionné d'une faible quantité de sérum et est

enrichi en composés mitogéniques et en facteurs de croissance. Ces milieux

sont de plus en plus utilisés. De nombreuses firmes les commercialisent mais

leur prix est égal, voire supérieur à celui du sérum de veau.
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albumine

HDL
!DL

Protéines de transpon et peptides

albumine (BSA, HSA, ovalbumine)

lipoprotéines (HDL, LDL)

transferrine (humaine, bovine)

glycylhistidyllysine (GI-n.., facteur de croissance hépatique)

Lipides, stéroïdes, acides gras et précurseurs transponeur :

Phospholipides: phosphatidyl éthalonamine,

phosphatidylcholine

cholestérol

a.oléique, linoléique. linolénique

éthanolamine, phosphoéthanolamine

Facteurs de croissance et honnones

PDGF, EGF, FGFb. ll..2, ll..6

insuline, IGFI

hydroconisone, dexarnéthasone, testostérone, progestérone,

triiodothyronine, somatostatine, prostaglandines

Facteurs d'attachement

fibronectine, fétuine. laminine, fibrinogène, facteur d'étalement sérique

Inhibiteurs des protéases

inhibiteur de la trypsine du soja (SBTI)

inhibiteur de la trypsine du pancréas secrétoire (pSm

al antirrypsine

aprotinine

Enrichissement du milieu de base

vitamines ( atocophérol, biotine)

sels minéraux (Mg++, Ca++,zn++.Se03-' oligoéléments)

antioxydants (a.ascorbique, glutathion, Bmercaptoéthanol, cxthioglycérol, etc)

Tableau 8 Suppléments utilisés dans les milieux sans sérum (JAGER/

1990)
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Milieu Concentration en pfoteines Source Prix (SIL)
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Marcor's

Pro-Free LC-115

Accurate Chemical &ScienL 15

Corp.USA

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------
PFHM-ll Gibco Laboratories USA 42

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------
ASF 103 > lmgIL Aginomoto Japon

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------
ABC Cell Enterprises USA 36

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------
SFM-lOI 20mgIL Kamiya Biomedical Co. USA 65

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------
HL-l

WRC935

<29mgIL

56mgIL

Ventrex Laboratories USA

W.R.Grace & Co.USA

46

35

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Imocell

Medi-Cult

SR3

19IL IBF Biotechnics

GEA.Biotech. Danemark

47

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------
PFHM-2 Gibco Laboratories USA 42

-----------------------------------------------------------------------------------------------------._--------
HB 101-102-104 780mgIL . Hana Biologics USA 34

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Substitut Nutridoma

-SP

-HU

-NS

<4Omg/L

<4Omg/L

<ISOmgIL

Boehringer Mannheim

USA-FRG 19

19

19

Tableau 9 : Quelques milieux complets et substituts de sérum
commercialisés (SHACTER,1989).



1 • 3 • 3 • 3 Substitution totale du sérum

Le sérum est complètement supprirT.lé. Il est remplacé par un mélange

de composés présents à des concentrations variables comme la

transferrine, l'albumine, le 13 mercaptoéthanol, l'insuline, l'éthanolamine, le

sélénium associés à des hormones, des acides gras, des lipoprotéines. Ils

ont été mis au point pour la culture de différents types cellulaires:hybridomes,

lymphocytes, fibroblastes (TAGER, 1990) JTableaux 8 et ~).

Ces milieux sont largement utilisés dans les réacteurs agités, qui

comme signalé dans le chapitre 1-3-2-3, sont de gros consommateurs de

milieu.Pourtant ils présentent quelques désavantages dont l'un est de taille:

- Leur prix de revient est là aussi souvent plus important que celui d'un milieu

supplémenté en sérum (Tableau 10).

-

Facteurs Concentrations Prix estimés pour 1 L

de milieu ($U.S.)

milieu IMDM 50% + Ham F12 50% 0.5

NaHC03 3,6mw'mL 0.017

Pyruvate de sodium 2mmol/L 0.05

Glutamine 3mmol/L 0.065

Ethanolamine 2O~ol/L 0,14.10-3

Acides aminés 0.035

Sérum albumine humaine 830mgIL 1.7

TransfeITine humaine 4.2mgIL 0.4

Insuline bovine lOmg/L 0.75

Tableau 10 : Prix de revient des facteurs de croissance dans les milieux de

culture selon JAGER, 1990)

De plus - ils sont souvent longs à préparer.

- Ils ne peuvent pas être utilisés pour certaines lignées plus

délicates.

- Les densités cellulaires atteintes sont souvent un peu plus

faibles que celles obenues avec un sérum.
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1 ·4 LES ANTICORPS MONOCLONAUX

1 • 4 • 1 Notions de base sur le système immunitaire

Les anticorps ou immunoglobulines ( Ig) , glycoprotéines produites par

les lymphocytes B, sont responsables de l'immunité spécifique à médiation

humorale. Les anticorps reconnaissent spécifiquement les antigènes

étrangers et participent à leur élimination.

Le développement d'une réponse immunitaire, aboutissant à la

production d'anticorps et de lymphocytes T cytotoxiques agissant directement

sur la cellule cible visée, met en jeu toute u,ne série d'interactions cellulaires:

les unes, directes grâce à des structures membranaires exprimées sur les

cellules qui interagissent, les autres, indirectes par l'intermédiaire de

médiateurs solubles sécrétés par les cellules Iymphoides ou les cellules

présentant l'antigène qui initient la réponse immunitaire (Figure 14).

L'antigène est présenté aux cellules lymphoïdes par des cellules

spécialisées, essentiellement les cellules de la lignée monocytaire, associé

aux antigènes de classe Il du complexe majeur d'histocompatibilité (HLA)

exprimé par ces cellules. Cet antigène est reconnnu par des lymphocytes T

auxiliaires possédant un récepteur pour l'antigène et un récepteur CD4

reconnaissant spécifiquement les molécules HLA de classe II. L'interaction du

lymphocyte T CD4+ et de la cellule présentant l'antigène, qui sécrète des

médiateurs solubles comme l'interleukine 1 (IL1), entraine l'activation du

lymphocyte CD4+. Cette dernière aboutit à la production et la sécrétion de

plusieurs lymphokines, notamment IL2, IL4, IL5, et IL6 qui agissent comme

des facteurs de croissance sur les lymphocytes T, subissant une prolifération

clonale, et permettent l'activation et la différenciation des cellules effectrices:

lymphocytes T cytotoxiques, cellules productrices d'anticorps, cellules T

"mémoire" et cellules NK.

Le lymphocyte T cytotoxique CD8+ possèdant un récepteur pour

l'antigène ne peut le reconnaître qu'en association avec un antigène de

classe 1du complexe majeur d'histocompatibilité.

Les anticorps sont produits par les plasmocytes dérivés des

lymphocytes B. Chaque lymphocyte Best programmé pour ne fabriquer

qu'un seul anticorps qu'il expose à sa surface et qui peut agir à la façon d'un
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Figure 14 : Activation du système immunitaire selon BOITARD (1990)



récepteur pour l'antigène. La fixation et la reconnaissance de l'antigène

activent ce lymphocyte B, ce qui entraîne : une prolifération clonale des

cellules B et leur différenciation d'une part vers des cellules "mémoire" et

d'autre part vers des cellules productrices d'anticorps, IgM (lors de la réponse

primaire) et IgG, IgA et IgE sécrétés par commutation de classe après l'action

des lymphokines secrétées par les lymphocytes T auxiliaires CD4+.

L'activation de la réponse immunitaire est soumise au contrôle des

lymphocytes T suppresseurs, dont la cible principale est le lymphocyte T

CD4+. La mise en jeu des mécanismes immunologiques effecteurs dépend

ainsi de la balance entre les lymphocytes T auxiliaires et lymphocytes J
suppresseurs qui possèdent un récepteur spécifique de l'antigène ou un

récepteur spécifique des déterminants idiot'ypiques portés par les anticorps

dirigés contre l'antigène.

1 - 4 • 2 Notions de base sur les anticorps

1 - 4 - 2 - 1 Structure

Les anticorps sont des protéines très diverses à la fois par leurs

fonctions et par leur spécificité pour l'antigène. On peut néanmoins leur

décrire une structure générale commune. Les immunoglobulines (Ig)

comprennent deux régions distinctes, respectivement porteuses de deux

fonctions qui les caractérisent:

- la fonction de reconnaissance exprimée par une région variable d'une

molécule d'Ig à l'autre, qui semble pouvoir distinguer un nombre

apparemment illimité d'antigènes différents.

- la fonction effectrice exprimée par une région constante, indépendante

de la fonction de reconnaissance, qui est relativement peu diversifiée (fixation

du complément, transport placentaire, opsonisation, adhésion aux

macrophages). Les chaînes glycanniques sont fixées principalement sur cette

région.

Cette dualité fonctionnelle des Ig repose sur une dualité structurale.

C'est à partir des IgG, représentant plus de 75 % des Ig du sérum, qu'ont été

obtenus les éléments biochimiques permettant d'élaborer le modèle structural

des Ig de toutes les classes.

- 50 -



Les Ig sont constituées de deux chaînes lourdes et deux chaînes

légères identiqûes deux à deux et unies par des ponts disulfures. Elles ont

une forme d'Y avec une région charnière située à la partie moyenne de la

chaîne lourde, où se trouvent les ponts disulfures reliant les chaînes lourdes

(Figure 15). Les expériences de dégradation montrent que les Ig sont

formées de deux fragments compacts portant l'activité anticorps (Fab), liés à
un troisième fragment (Fc) par des ponts peptidiques. L'analyse des

séquences d'acides aminés révèle que les chaînes légères varient

légèrement en longueur : 211 à 217 acides aminés (poids moléculaire

d'environ 25 000 Da), et que les chaînes lourdes sont deux fois plus longues

que les chaînes légères : 450 acides aminés pour les chaînes 0<. et '( , 550

environ pour les chaînes f (poids moléculaire compris entre 55 000 et 75

000 Da).

Les différentes chaînes présentent des séquences répétitives ou

"domaines" de 110 acides aminés environ, comportant un pont disulfure et

formant une boucle d'environ 60 acides aminés. Les chaînes légères
contiennent deux domaines: VL et CL (V pour variable, C pour constant), les

chaînes lourdes 4 ou 5 : VH' CH1, CH2, CH3, CH4. Dans les domaines VH et

VL existent trois régions hypervariables qui participent à la formation des

sites anticorps.

Chaine l4g6re

M'dialeur da la liaison
antia'nique Fa b

Ponts
disulfure- --- --- _
inlercaténaires "" t""-

_ R6Qion dt la liaison du compl6ment

Médiateur des F~ ~ - Sucre

:::léS :ol:i:e~'- _ _ _ _ _ 1_1
disulfure
intracaténaires t------

VL el VH : lWgions variables

c.. el Ct.: Rqions constantes

Figure 15 structure de la molécule d'lgG d'après Wasserman et Capra
(1977).

- Sl -



1 - 4 - 2 - 2 Variabilité

1 - 4 - 2 - 2 - 1 Variabilité isotypique

Les isotypes définissent la classe et la sous classe des Ig. Ils sont

identiques d'un individu à l'autre au sein d'une même espèce.

Les immunoglobulines sont classées en fonction de la structure de la

partie constante de leur chaîne lourde. On dénombre chez l'homme 5 classes

d'immunoglobulines IgG comprenant 4 sous-classes IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 ,

IgA comprenant 2 sous-classes IgA1, IgA2, IgM, IgO, IgE. Toutes les régions

constantes des chaînes lourdes sont co exprimées dans un sérum de sujet

normal. Ce sont des variants isotypiques. Quant aux régions constantes des

chaînes légères, elles existent sous deux formes isotypiques Kappa et

Lambda associées aux isotypes des chaînes lourdes. Chaque molécule ne

contient qu'un seul type de chaîne légère, quelle que soit la classe de la

chaîne lourde.

1 - 4 - 2 - 2 - 2 Variabilité al/otypique

Les allotypes traduisent des différences dans la structure primaire des

Ig des individus d'une même espèce. Les caractères allotypiques sont situés

dans les régions constantes des chaînes lourdes et légères : il s'agit

généralement d'une substitution d'un résidu d'acide aminé par un autre. Les

allotypes sont des polymorphismes génétiques qui suivent un déterminisme

mendelien et sont détectables sérologiquement. 4 systèmes allèliques

d'allotypes, exprimés de façon codominante, sont connus dans l'espèce
humaine: allotypes des chaînes légères Kappa (3), allotype GM des chaînes

lourdes (une vingtaine), facteur A2m (1) et A2m (2) s'exprimant sur les
chaînes lourdes des IgA2 et facteur IgF présent sur les IgG1.

1 - 4 - 2 - 2 - 3 Variabilité idiotypique

Les idiotypes sont des déterminants antigéniques associés au site

anticorps, particulier à chaque molécule d'Ig qui les porte. Ils sont localisés

dans la région variable et particulièrement dans la région hypervariable pour

les idiotypes liés aux sites de combinaison avec l'antigène.
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On peut induire la production d'anticorps anti-idiotypes.

1 - 4 - 2 - 3 Fonctions

Les différentes classes d'Ig assurent des fonctions différentes.

1 - 4 - 2 - 3 - 1 Les immunoglobulines G

Elles sont produites lors de la réponse immunitaire secondaire et

peuvent traverser le placenta.

Elles diffusent dans les espaces extravasculaires de l'organisme où

elles neutralisent les toxines bactériennes et fixent les microorganismes

favorisant ainsi leur phagocytose après activation du complément.

1 - 4 - 2 - 3 - 2 Les immunoglobulines A

La forme monomérique domine dans le sérum.

Dans les sécrétions séro-muqueuses (salive, larmes, fluide nasal,

sueur, colostrum, sécrétions pulmonaires, génito-urinaires et gastro

intestinales), elles se présentent sous forme de dimère d'lgA unis par une

petite molécule: la chaîne J, à une protéine synthétisée dans les cellules

épithéliales locales : la pièce sécretoire qui les protégerait des enzymes

protéolytiques.

Les IgA inhibent l'adhérence de microorganismes à la surface des

cellules des muqueuses.

1 - 4 - 2 - 3 - 3 Les immunoglobulines M

Appelées macroglobulines en raison de leur poids moléculaire élevé, ce

sont des polymères de cinq sous-unités tétrapeptidiques, reliées par des

ponts disulfures.

Excellents agents agglutinants et activateurs du complément, elles

fixent les antigènes à épitopes multiples. Elles apparaissent très tôt au cours

de la réponse à une infection, sont présentes dans la circulation et donc

jouent un rôle de premier plan dans les bactériémies. Elles sont responsables

de la réponse immunitaire primaire.
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1 - 4 - 2 - 3 - 4 Les immunoglobulines 0

Elles sont présentes en très faible quantité, sensibles aux dégradations

protéolytiques, elles ont une faible demi-vie plasmatique.

Les IgD sont avec les IgM, les Ig prédominantes sur la surface des

lymphocytes B. A ce titre, les IgD pourraient avoir un rôle dans la

différenciation de ces cellules.

Il semblerait que IgD et IgM soient des récepteurs membranaires

d'antigènes intéragissant mutuellement pour contrôler l'activation ou la

suppression des lymphocytes.

1 - 4 - 2 - 3 - 5 Les immunoglobulines E

Le fragment Fc des IgE a une très grande affinité pour les récepteurs

présents à la surface des mastocytes et des polynucléaires basophiles. La

fixation de l'antigène ou allergène à deux molécules voisines d'IgE aboutit à
une dégranulation de ces cellules avec libération de nombreux médiateurs et

amines vasoactives comme l'histamine (réaction d'hypersensibilité

immédiate).

Présentes dans le sérum à faibles concentrations, elles protègent les

muqueuses externes en déclenchant une réaction inflammatoire aigüe.
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1 • 4 • 3 Rappels sur les anticorps monoclonaux (ACM)

Après injection d'un antigène, mêmè purifié, à un animal, l'antisérum

qui en résulte est, en réalité, 'composé de nombreuses immunoglobulines

de type " de spécificité antigènique et de propriétés biologiques différentes.

Ce phénomène est accru lors de l'utilisation d'antigènes impurs et mal définis

(Figure 16).

De plus, il convient de souligner qu'il est pratiquement impossible

d'obtenir des antisérums identiques lorsque l'Ag est injecté 2 fois au même

animal en raison de l'hétérogénéité et du carac~ère imprévisible de la réponse
humorale.

INTÉRâ DES UGNÉES MONOCLONALES
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Réponse polyclonale Réponse monoclonale

Figure 16 : Schéma de la distribution des gammaglobulines dans un spectre

d'électrophorèse (Scharff, 1982).

Nombre de ces problèmes ont pu être résolus par l'apparition des

anticorps monoclonaux spécifiques d'un déterminant antigènique unique et

parfaitement reproductibles. Ils sont, en effet, issus d'un même clone

cellulaire, cellules toutes issues de la même cellule mère eftoutes jumelles.



1 - 4 - 4 Le marché des anticorps monoclonaux

Le marché mondial des produits à base d'anticorps monoclonaux est en

évolution constante. Alors qu'il était de 720 millions de francs en 1985 il avait

été estimé à 10.6 milliards de francs pour 1990 (Tableau 11 et 13).

. ,

noDUIT '·1985 1990

Réactif de laboratoire 400 S 000

léactif &asage grand public 200 1 000

DlagDOstics in vivo - 1 000

Sérotbémpie - 1 600

!raitemeat du cancer

Système. vecCeurs de - 1 000
.édicaaenu

Pariflcatiaa induscrie11e 60 700

Jpp~icatioma en agriculture.
lIortic:altuft 30 ISO

DLagaost1cs vétérinaires 30 120

'IOUL 720 10 570

Tableau 11 : Evolution de la vente mondiale de produits à base d'anticorps

monoclonaux (en millions de francs) d'après Clarck 1985.

Ces anticorps monoclonaux sont, actuellement pour la plupart d'entre

eux, produits, in vitro, dans des bioréacteurs de grand volume. Le marché

annuel mondial de ces bioréacteurs est en augmentation d'année en année:

puisqu'il était inférieur à 100 millions de Dollars en 1989, il devrait dépasser

200 millions de Dollars en l'an 2000 (Tableau 12).
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1989 1994 1999
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(5 millions, 1989 dollars)

Anticorps monoclonaux 92 141 219

Vaccins
,

humain 37 59 68a usage

Lymphokines 21 60 145

Hormones
,

humain 53 174 527a usage

Produits d'origine protéique 56 130 280

Vaccins à usage vétérinaire 42 67 91

Hormones à usage vétérinaire 20 40 80

Développement et recherche 0 0 0

Autres produits 16 60 206

TOTAL 336 732 1 617

Tableau 12 : Evolution du Marché annuel mondial des bioréacteurs de

production, exprimé par classes de produits (TGM, 1989).
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Genzyme Corp,
Tuwno Med.C~
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BiDMérieux

Diagnostics grand pubk
Boots Cel1tech
Monoclonal Antiboclies
Unipath
Ottho Phlnnaeeutial
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Diagnostics in mu
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CU/ORIS
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80ehringer Mannh.im
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Hybrilech
BUlly
Yamanouchi
TaUdI Chemical
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Celtech
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Agri-Diagnostïc
Agriculturallnd Food Reselrth Counca
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Synbiotics
Heogen
FfAM6rievx
CIonatee "

Etats

Franc.

USA
,J,pon
USA
France

USA
USA"
,J,pon
Franc.
France
France
Franc.

G-8
USA
G-8
USA
France

Itafie
USA
FtaIlCI
Belgique
USA

Allemagne
France
France
Italie
USA
USA
Japon
Japon

G-8
G-8
Suisse
France

USA
G-8

USA
G-8
USA
G-8
USA
USA
France
France
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Utilisation

Immunoeuais enzylNtiques da rantig6ne c:arcinoembryoMalre. de ralphl{oetoprotéine et

de la b6u-HCG .
Diagnostic des cwers du foie. du SÜl et du c61on. diagnostic de répaUte S lItlTlSInt 3k».

Diagnostic du canear de la prcsmt
1Ypage etDuIù1 tu DiDR
Douge d!S igE wes Il spécifiques (licence ICCOrdée , PharmaCÎal. de la rinine. de TSIt
Diagnostic c&ffércntiel de rberpes' Il Il, identifiution du CM'/. du viNs mpiratoÏte
fY"CVtiII . 1

Douge des drogues entraînant Ille =ucomanie (pout HofflNM U Rochel
lrnmII10essIi enzymatique dila rubéoIt
Dwge de la digoxinI "
Dosage d. nlistamint pour Je diagnostic ~es anergies. Douge de 11 TSH et des IgE
Douge de la proIIctine. d.1a fetritint et de rAg CE
Diagnostic des maladies suuenement traI\SlIÙSsibles (chlamydile. herpes type 1et fil
Diagnostic diffër'entiel de rberpes. Douge de la prolactine. Kits de dosage de LH, FSH,
lSH •lits poli' la sénllogie de la tllllDPlumoSi

Test d'ovulItion
Test d'GW!atiDll
Test d'(MÙticft
DifférentS tests grand JNbIic
Test d'ovulation et de grossesse. Doslge des igE spèeifiques

Immunoscintigraphie des mélanomes
magetie de rllltigène CllCinoembtyonnlite
RlcfllHnlgerie
RldiHnagerit
kM marqués , rll1dium pour rlll'llgerie des canters du sein

Cancers lymphatiques et dermiques
Epuration de lIlOIIIe osseus.
Epuration de moelle oueuse
talla;edtr~
c.nwsdufllil
Systèmes de ciblage d. médicaments
facteur d. nknlse des 1IInIUrS

Ciblage des t\ITlturl de la wusit

Purifeatian dt rllterfiron. Purifation de rlltlrleukine 2
Chromatographie d"aff.niU MC des.kM
Purif'1CItion de rlltetfiron
PurifIC3tion du fltl.urW tsera accordi sous &cence en 19861

.DiagnostÏI: da maladies du gazon et des avn-nes
Diagnostic 6es ·maladies mies dl la Pomme de t:fl"I

Diagnostics wtirinairts
Test d'lMI!I1ion des bovins
Diagnostic de la diarÎhéll nioneta" du veau
Tesu d. ;estalion et d"lMlIation chu les chiens et les chats
Dia;nostic de la mariose des chietIs
DiagnDSIÏC de .,. mastite bovilt
Diagnostic dt la diarrilfe Monat&M du ""U
.rol de gtstati:ln ~u liftai lest dl gesution des bovidis sur bandeJenes riaclÏYts

Tableau 13 : Les nouveaux produits à base d'anticorpS monoclonaux

commercialisés en 1985 ( CLARCK, 1987)



1 - 4 - 5 Leurs applications

L'investissement initial est important puisqu'il faut environ 4 mois pour

obtenir un hybridome stable mais à long terme ces anticorps monoclonaux

"faits sur mesure" ont ouvert une nouvelle ère dans des domaines très divers.

Leur spécificité très étroite, leur affinité restant identique et la possibilité de

leur obtention en quantité illimitée permet la standardisation des tests,

diagnostics et traitements.

1 - 4 - 5 - 1 Dans le domaine diagnostique et fondamental

Leur utilisation peut se faire dans des spécialités aussi variées que la

purification d'antigènes précieux, la radiologie, la détermination de groupes

sanguins, le typage, le diagnostic de nombreuses infections.

1 - 4 - 5 - 1 - 1 Purification d'antigènes précieux

La réaction antigène-anticorps étant réversible/pour purifier un antigène

il suffit de le faire passer sur une colonne de chromatographie où un support

a été couplé à l'anticorps monoclonal complémentaire. Il y aura formation

d'un complexe qui sera ensuite dissocié à l'aide soit d'une solution saline

concentrée, soit d'une solution acide, soit par la guanidine. Cette

.manipulation sera d'autant plus facile que l'anticorps aura une haute
,

spécificité vis-à-vis de l'antigène et que sa constante d'affinité sera faible..

1 - 4 - 5 - 1 - 2 Imagerie médicale

Si la scintigraphie permet par le truchement d'isotopes radioactifs

marqués, d'avoir des images intéressantes pour le diagnostic de tumeurs

diverses, l'utilisation d'Ac marqué par un isotope radio-actif permet, par une

fixation spécifique aux niveau des cellules tumorales (par l'intermédiaire de

leur Ag de surface), une détection plus fine (MACH, 1986).

En effet, on peut dès à présent mettre en évidence "in vivo" , grâce à un

anticorps monoclonal radiomarqué à l'iode 125 et dirigé contre l'antigène
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l'ovaire de diamètre égal ou supérieur à 0,5 cm. Ces dépistages précoces

permettent un traitement rapide.

Il est possible que dans l'avenir, on puisse déterminer l'origine tissulaire

d'un néoplasme de localisation inconnue par la détection des antigènes

produits au niveau des métastases.

L'avantage de l'utilisation des anticorps réside dans le fait que dans le

domaine de l'imagerie, l'injection n'est pas répétée et que la quantitié utilisée

est faible. De ce fait, il est donc possible d'employer des anticorps

monoclonaux d'origine animale.

1 - 4 - 5 - 1 - 3 Biologie

Les travaux de Biochimie de Yallow et Berson (1973) sont à l'origine du

développement des techniques d'immunoanalyses (radioimmunologie,

immunoenzymologie, immunofluorescence,...).

Les antisérums indispensables dans ces techniques de dosage ont été

rapidement remplacés par des anticorps monoclonaux entraînant une

extension de ces méthodes de la biochimie à la pharmacologie, à la

toxicologie, à l'immunologie, à l'immunohématologie et à l'identification des

produits solubles issus directement ou indirectement d'un agent infectieux.

L'évaluation de plus de 60 molécules (hormones, marqueurs du cancer,

facteurs de croissance) dans les liquides biologiques souligne l'importance du

marché des anticorps monoclonaux en tant que réactifs de laboratoire. Le

changement dû aux anticorps monoclonaux conduit à une amélioration de la

spécificité, de la limite de détection (sensibilité) et à une plus grande rapidité

de réalisation.

Ainsi les antisérums obtenus contre l'hormone lutéinisante (LH)

pouvaient aussi reconnaître l'hormone gon adotropique chorionique (HCG)

en raison de la présence d'une chaîne polypeptidique commune(sous-unité)

et de ce fait majorer artificiellement les valeurs. Ce problème n'a pu être

résolu que par l'intérmédiaire d'anticorps monoclonaux spécifiques dirigés

contre la sous-unité B spécifique de chacune de ces hormones

polypeptidiques.
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En ce qui concerne le dosage des hormones de nature stéroïde (ex: le

17 B oestradiol) la spécificité des anticorps monoclonaux a permis de

supprimer les étapes préalables d'extraction et de chromatographiè des

échantillons biologiques et donc de diminuer le temps nécessaire à ces

analyses.

De plus la redéfinition des grossesses à risque de trisomie 21 (ou

syndrome de Down) pourrait être faite à partir de signes d'appel biologiques

(détermination des concentrations d'HCG, d' FP, d'oestriol) en complément

de l'âge maternel, l'échographie et les antécédents familiaux. Ceci pourrait

être appliqué alors au dépistage de routine de manière systématique chez

toute femme enceinte.

Enfin, l'immobilisation de ces anticorps sur des fibres optiques est en

plein essor.

1 - 4 - 5 - 1- 4 Pharmacologie, Toxicologie

Pour la plupart des substances médicamenteuses, la différence entre

dose efficace et dose toxique est faible. Afin de réduire les effets

secondaires, des méthodes immunochimiques ont été proposées pour la

quantification des molécules les plus utilisées (digoxine, digitaline).

Actuellement, la distribution de nouvelles molécules s'accompagne de la

mise à disposition des techniques d'évaluation dans les liquides biologiques

des concentrations de ces substances (érythropoïétine, ciclosporine A). Ces

mêmes techniques permettent aussi d'identifier ou de quantifier les produits

utilisés dans un but de "dopage" (érythropoïétine, androgènes) ou qui

peuvent être classées dans la rubrique "drogue".

Dans le cas d'une intoxication par la digitaline, l'administration d'un

anticorps monoclonal dirigé contre cet acaloïde, par la formation d'un

complexe Ag/Ac, permettrait d'éliminer rapidement cette substance de la

circulation sanguine.

1 - 4 - 5 - 1 - 5 Immunologie

En immunologie les anticorps monoclonaux sont devenus entre autre

indispensables pour:

- l'analyse structurale des antigènes,
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- le typage des antigènes HLA du complexe majeur d'histocompatibilité,

- l'identification des marqueurs de membrane lymphocytaire,

- la thérapie immunosuppressive.

* Typage HLA

L'identification des antigènes HLA (complexe majeur

d'histocompatibilité) est réalisée de manière systèmatique avant toute

transplantation d'organe, afin de déterminer la compatibilité tissulaire entre

donneur et receveur, et dans le diagnostic de certaines maladies.
Ainsi en pratique médicale courante, la recherche de l'antigène HLA B27

est effectuée devant toute suspicion de spondylarthrite ankylosante puisque

l'efficacité diagnostique de cet examen approche 90 %.

La recherche de cet antigène se fait sur une suspension lymphocytaire
totale par l'intermédiaire d'anticorps monoclonaux anti-HLA 827' Cependant

en raison de nombreuses réactions croisées avec d'autres antigènes HLA
813, HLA B40, HLA BW22 et HLA BW47. il convient d'utiliser plusieurs anticorps

anti-B27 dirigés contre des épitopes différents.

* Les marqueurs de membrane lymphocytaire

Les marqueurs de membrane cellulaire sont des molécules de la

surface des cellules dont la distribution est restreinte soit à une ou à quelques

lignées, soit à différents stades de différenciation au sein de cette lignée.

L'utilisation des divers anticorps monoclonaux, produits actuellement

associée à la technique de cytométrie de flux est présentée dans' le tableau

14.

La caractérisation de ces molécules, par l'intermédiaire d'anticorps

monoclonaux, a permis d'étudier les étapes de différenciation des

lymphocytes T.

De plus, l'évaluation des populations lymphocytaires en clinique

comprend:

la numération des lymphocytes T totaux,
- la détermination du rapport lymphocytes CD4+ (Helper) / CDs+

(cytotoxiques) .
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TABLEAU 1+
Principaux anticorps utilisés pour l'Identification des cellules hématopoïétiques
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CIASSESDE ANl1CORPS RÉAC11VITÉ ŒWJLAIRE STRUCIURE MEMBRANAIRE RECONNUEDIFFÉRENCIATION

COI T6, Leu 6, IOT6, OKT6 thy, cel. dend. 55 pop. B gp 49

C02 TIl, Leu Sb, 10TIl, OKTll ly. T récepteur pour les globules rouges de mouton,
récepteur pour le I..FA3

C03 1'3, Leu 4, 101'3, 0KT3 ly. T complexe C03

CD4 T4, Leu 3a, IOT4, OKT4 55 pop. T (auxiliaire) récepteur pour les antigènes de dasse II
(SMH) et le VIH

CDS TI, Leu l, lOTI, OKT1 ly. T; 55 pop. B (LLC) gp 67

C07 Leu 9, IOn, OKT16 ly. T gp40

C08 TS, Leu 2a, lOTS, 0KT8 55 pop. T récepteur pour les antigènes de dasse 1 (SMH),
(suppresseur-cytoxique) hétérodimère gp 32 '

CD9 IOB2 55 pop. B (pré B), p24
monocytes, plaquettes

COl0 J5. CALI.A, lOBS, prée. lymph., ly. B des centres endopeptidase neutre, cALLa, gp 100
OKB cALLa germinatifs, cell. granuleuses

COllb MOI, Leu 15, IOM1, monocytes, récepteur du C3 bi (CR3), gp 155/95
OKM1 cell. granuleuses, cell. NK

COlle Leu MS, 10Mll monocytes, cell. granuleuses, gp 150/95
cel!. NK, 55 pop. B

C0l3 My7,OKM13 monocytes, aminopeptidase N, gp 150
cel!. granuleuses

COl4 M02, My4, Leu M3, monocytes, cell. de gpSS
10M2,OKM14 Langerhans de l'épiderme,

kell. granuleuses)

C015 Leu Ml, 10Nl, OKM15 œil. granuleuses haptène X (3·fucosyl-N-acétyllactosamine)
(monocytes)

COl6 BW 2eE/2, HUNK2, VEP13, cel!. NK, cel!. granuleuses récepteur III pour le Fe. IgC
ION16 macrophages

COl9 84. Leu 12, 1084, ly. B (et précurseurs) gp 95
OK panB

C020 BI. Leu 16, IOB20 Iy. B (et précurseurs) p 37/32
C021 B2. CR2, IOB1a, OKB7 55 pop. B récepteur pour l'EBV et le C3d (CR2), p 140

C025 Tac. Ion4 lymphocytes activés, T, B, récepteur pour l'interleukine 2 (chaîne ~)
monocytes

C029 101'29 large chaîne ~ VIA,
chaîne ~ 1 de l'intégrine,
glycoprotéine plaquettaire GP lIa

C033 My9, Leu M9 cell. granuleuses gp 67
C034 HPCA1, 10M34 rnécurseurs gp 105·120

myéloïdes et lymphoïdes)

C036 OKM5,IOP36 prée. érythro., mono., méga. gp 90, récepteur de la trombospondine

C038 T6,IOB6 précurseurs lymphoïdes, p45
cellules T activées,
plasmocytes

CD41 anti gp lib/IlIa, OK PLT, J15, plaquettes complexe plaquettaire GP lib/IlIa et GP lib
IOP41

C042b AN 51, IOP42 plaquettes GP lb, gp 135/25
C045R 10L2, Leu 18 55 pop. ly. T, B, monocytes 1'200 (restreint)

cel!. granuleuses

C056 NKHl, Leu 19, IOT56 cell. NK, ly. activés gp 220/135, NKH1
C057 Leu 7, lono cel!. NK, Iy. T, 55 pop B, cerveau gp 110, HNK1

thy : thymocytes
cel. dend. : cellules dendritiques
cALLa : common ALL antigen
55 pop. : sous-population

gp : glycoprotéine
ly T : lymphocytes T
ly B : lymphocytes B
prée. : précurseurs

LFA3 : leucocyte function antigen 3
SMH : système majeur d'histocompatibilité
VIH : virus d'immunodéficience humaine
EBV: Epstein-BàrT virus
NK: natura! killer

Tableau 14 : Principaux anticorps utilisés pour l'identification des cellules

hématopoïétiques (Revue Française des laboratoires, Fev 91 - n° 218)



Enfin, par un marquage spécifique avec d'autres anticorps

monoclonaux, il est possible de typer des proliférations malignes des cellules

du système immunitaire.

Dans l'avenir, on peut imaginer, après obtention d'anticorps spécifiques

dirigés contre diverses cellules malignes, des thérapeutiques spécifiques

adaptées à chaque patient.

* Immuno-hématologie

Les anticorps monoclonaux peuvent servir à la détermination des

groupes sanguins (BARNSTABLE, 1978). Des anticorps monoclonaux anti-A,

anti-B, anti-AB sont utilisés maintenant en routine de même qu'il existe des

anticorps monoclonaux anti-Rhésus D utilisés pour la détection et la

prévention de l'allo immunisation foetomaternelle.

1 - 4 - 5 - 1 - 6 Identification des agents infectieux

Les anticorps monoclonaux permettent d'identifier des agents

pathogènes qu'ils soient parasitaires (Schistosomes), bactériens (Clos tridium

Tétani et botulinum, infections à Strept.ococcus A) et enfin et surtout viraux.

C'est grâce à eux que l'identification du récepteur du virus de l'hépatite virale

(HBS) a été rendue possible.

L'utilisation des anticorps monoclonaux a permis aussi de différencier

des sous-classes de virus qui apparaissent identiques avec les antisérums

conventionnels.

En ce qui concerne le virus de la grippe, sa carte antigénique a été

établie à l'aide d'anticorps monoclonaux.

Quant au virus de la rage, longtemps considéré comme unique, les

anticorps monoclonaux montrent son instabilité. La possibilité de distinguer

divers sérotypes devrait permettre d'améliorer la vaccination et de mieux

expliquer et endiguer l'épidémiologie.
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- Le virus du SIDA

Le premier cas mondial de syndrome d'immunodéficience acquise

(SIDA) fut décrit en 1981 et l'agent pathogène responsable de ce syndrome,

le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) fut isolé entre 1982 et 1984.

Bien que les tests biologiques de dépistage, diagnostique et de

surveillance des infections par les virus VIH1 et VIH2 reposent

essentiellement sur des réactions "immunologiques" il nous a semblé

intéressant d'envisager cette pathologie dans un paragraphe spécial.

En effet, en juillet 1990, l'organisation mondiale de la santé estimait que

le nombre de personnes infectées était compris entre 8 à 10 millions, ce qui

laisse présager un chiffre de 15 à 20 millions pour l'an 2000.

Depuis l'application, en 1983, des méthodes permettant de mettre

spécifiquement en évidence les anticorps anti-VIH, l'évolution technologique

n'a cessé d'entraîner une amélioration de ces tests de dépistage et de

diagnostic vers le développement de techniques dans le but de détecter

directement les anticorps viraux, et d'évaluer d'autres paramètres biologiques

dans le cadre de la surveillance (numération des populations lymphocytaires

T-CD4 etT-CD8, détermination du taux de la ~2 microglobuline).

Test de dépistage

Lors des tests de dépistage de routine, la recherche d'anticorps

. spécifiques, qu'ils soient dirigés contre les protéines du core (P24, P28),

contre les glycoprotéines de l'enveloppe (GP41 , Gp 120, Gp 160), contre la

polymérase P34 ou P51 ou encore contre la protéine NEF, par méthode

immunoenzymatique, l'utilisation d'anticorps anti-immunoglobulines

humaines (anti-lgM ou anti-lgG) n'intervient que dans la phase de révélation

des complexes Ag / Ac formés.

Détection du virus

Il est désormais possible d'effectuer aussi la recherche de l'antigènémie

virale. Son intérêt est double:

- l'apparition des antigènes viraux précède celle des anticorps. Elle se

produit 3 à 5 semaines après la contamination et disparaît dans les semaines

suivant la formation des anticorps spécifiques.

La réapparition de l'antigène P24 lors de l'évolution de l'infection serait

un facteur de mauvais pronostic.
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La recherche de l'Ag P24 dans les liquides biologiques (sang, LCR) se

fait par immunoenzymologie ou par immunofluorescence grâce à des

anticorps monoclonaux. Par ailleurs, le génome viral peut être mis en

évidence par l'intermédiaire de sondes nucléiques qui comprennent des

acides nucléiques modifiés chimiquement. L'addition d'un second anticorps

dirigé contre le premier, permet de révéler les complexes formés.

- Autres examens

Enfin l'évaluation de la concentration sanguine de 82 microglobuline et

l'évolution de l'immunodéficience détectée par la détermination du rapport

nombre de lymphocytes T CD4+ / nombre de lymphocytes T CD8+

constituent un autre domaine d'utilisation des anticorps monoclonaux dans la

pathologie associée au virus HIV.

1 - 4 - 5 - 2 Dans le domaine thérapeutique

Dans ce domaine, la quantité d'anticorps nécessaire étant beaucoup

plus importante et les injections devant être répétées, seuls des anticorps

d'origine humaine peuvent être envisagés.

1 - 4 - 5 - 2 - 1 Immunothérapie

- Traitement immunosuppresseur

. Les anticorps monoclonaux sont avec les sérums anti

lymphocytaires, la ciclosporine A et le FK 506, des méthodes spécifiques de

traitement immunosuppresseur (Figure 17). Les progrès en

immunosuppression portent sur la recherche d'une spécificité de plus en plus

grande de la cible afin de diminuer, voire supprimer la réaction allo-immune

ou auto-immune sans agir sur l'ensemble du système immunologique. Depuis

l'introduction en 1981 des anticorps anti-Iymphocytes T, leur application en

clinique s'étend désormais à toutes les transplantations d'organe et à l'auto

immunité. De nombreux anticorps monoclonaux réactifs contre un grand

nombre d'antigènes de surface cellulaires, ont· été isolés (Tableau 14). Deux

sont utilisés en routine: des anticorps anti-Iymphocytes T dirigés contre le

complexe moléculaire CD3 / récepteur T pour l'antigène, ou OK3 et ceux

dirigés contre les récepteurs de l'interleukine 2, utilisés à titre prophylactique

dans les semaines précédant la greffe. Dans ce cas, on traite "in vitro" la

moëlle du donneur par un anticorps monoclonal anti-lymphocytes T
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en présence de complément afin d'éliminer tous les lymphocytes T du

greffon.

· Il existe aussi mai ntenant des anticorps anti-Iymphocytes T qui

reconnaissent les molécules d'adhésion.

Leur capacité immunosuppressive dépend en fait de l'importance

fonctionnelle de la molécule-cible. Or les cytokines et les molécules

d'adhésion représentent des substances impliquées non seulement dans les

phénomènes immunologiques, mais aussi dans l'extention et la dissémination

des cancers laissant deviner le développement ultérieur du marché des

anticorps monoclonaux.

· Pour palier les effets secondaires de ces anticorps de première

génération (xénosensibilisation, surimmunosuppression et activation cellulaire

avec libération de cytokines), des anticorps dits de deuxième génération sont

en préparation et leur production se fait en partie dans des secteurs différents

des hybridomes.

- soit leur construction génétique est réalisée dans des plasmides qui

sont ensuite exprimés dans des cellules de myélome de rat.

- soit la sécrétion de fragments Fv (ou de construction chimérique avec

conservation des propriétés de reconnaissance antigènique) se fait par des

bactéries.

· Les études qui se poursuivent sur l'obtention d'anticorps ou de

fragments actifs d'anticorps obtenus par manipulation génétique ont deux

buts:

- l'obtention d'un rendement en anticorps actifs plus élevé que celui des

techniques courantes d'amplification.

- la production de fragments actifs de poids moléculaire le plus bas

possible pour réduire l'antigénicité et permettre l'élimination rénale.

1 - 4 - 5 - 2 - 2 Cancérologie

Puisqu'il existe des antigènes dits "associés aux tumeurs", il est possible

de produire des anticorps capables de les reconnaître et de les détruire. Ces

anticorps monoclonaux "spécifiques" de certains cancers peuvent être utilisés

dans un but thérapeutique pour aboutir à la destruction, "in vivo", des cellules

cancéreuses.
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La lyse des cellules tumorales peut se faire de plusieurs façons:

- directement par des anticorps anti-tumoraux "nus" agissant sur la

cellule cible.

Dans les "purges médullaires", la moëlle comportant des cellules

malignes peut être traitée par les anticorps monoclonaux : après prélèvement

médullaire, on irradie complétement l'individu, puis on traite "in vitro" la

moëlle à l'aide des anticorps monoclonaux qui vont reconnaitre et détruire,

grâce à leur haute spécificité, uniquement les cellules malignes. La moêlle

contenant uniquement des cellules normales sera alors réinjectée au patient.

Par ailleurs, la cible peut être représentée par une substance

considérée comme facteur de croissance du cancer. Dans ce cas, ce sont

des anticorps spécifiques tels que les anticorps anti-interleukine 6 (IL6) qui

neutralisent cette cytokine.

- sous l'action d'un radio-isotope (iode 131, yttrium 90) qui, couplé à

l'anticorps monoclonal, est véhiculé jusqu'à la tumeur. L'anticorps monoclonal

reconnaissant les déterminants antigéniques à la surface de la cellule

tumorale de façon spécifique, on aura ainsi une action directe et spécifique
de l'isotope radioactif.

- sous l'action d'un médicament. L'anticorps monoclonal se fixe sur la

cellule tumorale et permet une action directe de la substance sur celle-ci. Les

immunodrogues sont directement véhiculées vers la cible ; leur action est

plus sélective et efficace à plus faible dose (chimiothérapie locale).

Ceci minimise les effets secondaires des chimiothérapies habituelles.

- sous l'action d'une substance cytotoxique comme la toxine diphtérique

ou la ricine.

Ces immunotoxines associent la grande spécificité de l'anticorps

monoclonal et celle de la toxine elle-même. Elles sont 100 à 1000 fois plus

efficaces que les autres substances anti-tumorales. La fixation sur l'anticorps

monoclonal de la substance cytotoxique permet de concentrer son effet dans

un environnement immédiat. Cependant, cette méthode thérapeutique n'en

est encore qu'à ses débuts.

La fixation de ces diverses molécules sur l'anticorps monoclonal

s'effectue par des réactions covalentes au niveau des groupements
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glucidiques de la partie constante de l'anticorps ou sur des groupements SH
après rupture des ponts disulfures. On évite de modifier la partie NH2 variable

qui sert à la fixation de l'anticorps sur l'antigène.

1 - 4 - 5 - 2 - 3 Thérapeutique anti-HIV

La seule thérapie actuelle anti-HIV d'utilisation médicale courante

concerne les substances inhibant la transcriptase-reverse dont le chef de file

est la zidovudine (AZT R).

Différentes cibles potentielles ont été envisagées mais leur efficacité doit

être prouvée. L'importance de l'enjeu justifiait donc d'analyser la place de

l'immunothérapie de ces stratégies.

. Les anticorps neutralisants

L'intérêt de tels anticorps réside dans le fait qu'ils représentent un des

moyens naturels de défense de l'organisme contre les virus.

Dans un premier temps les anticorps monoclonaux obtenus bloquaient

la fusion de l'enveloppe virale et de la membrane cellulaire, mais après

fixation du virus sur son récepteur CD4. De ce fait, d'autres anticorps

monoclonaux inhibant cette étape de fixation et pouvant, par conséquence,

agir en coopération avec les précédents ont été envisagés. Les résultats

cliniques préliminaires observés sont en faveur d'un effet bénéfique mais

modéré. Cette thérapeutique a été aussi préconisée dans le cas de

contamination accidentelle (personnel soignant, laboratoire). Mais comme

toute administration d'anticorps, les inconvénients sont représentés par la

nécessité d'injections IV répétées, l'efficacité limitée et les problèmes

d'immunisation secondaire avec formation d'anticorps.

. Les molécules CD4 solubles fixées

Dépourvues de la région transmembranaire de fixation cellulaire, ces

molécules qui deviennent des leurres, bloquent les molécules gP 120 à la

surface du virus. Afin d'accroître leur demi-vie plasmatique (quelques

minutes) certains domaines de la molécule CD4 ont été associés à des

régions Fc d'immunoglobulines pour former des "immunoadhésines". Celles

ci présentent une efficacité "in vivo" mais leur activité est faible même à des

concentrations élevées.
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. Les immunotoxines

Elles associent une toxine (de la ricine ou du bacille diphtérique) à une

immunoglobuline.

De tels médicaments encore hypothétiques agiraient de la même

manière que les lymphocytes T tueurs: après reconnaissance par l'anticorps

monoclonal à la surface cellulaire de la glycoprotéine de l'enveloppe du virus,

la toxine détruirait les cellules en cours de synthèse virale et diminuerait ou

inhiberait la production virale.

Les anticorps monoclonaux constituent donc des médicaments

inhibiteurs de l'infection virale par HIV1 et HIV2. Ils représentent avec la

thérapie génique les principales méthodes d'approche thérapeutique en

cours d'élaboration.

Comme nous venons de le voir, le champ d'applications des anticorps

monoclonaux est immense.

De nombreux paramètres concernant les modalités d'administration, les

mécanismes d'action in vivo doivent encore être précisés pour accroître le

potentiel thérapeutique des anticorps monoclonaux. En ce qui concerne les

anticorps développés à partir d'hybridomes de souris ou de rats, ils sont peu

utilisables chez l'homme car ils peuvent entraîner des phénomènes

allergiques, de rejets ou de formation chez le patient d'anticorps anti-souris

(ou rat) neutralisant les anticorps injectés. Toutes les approches

thérapeutiques nécessitent donc la mise au point de nouveaux et nombreux

anticorps monoclonaux. Toutefois, il existe actuellement des anticorps

monoclonaux dits "humanisés" ou "mixtes" produits par génie génétique qui

possédent la partie variable d'un anticorps de souris liée à une double chaîne

constante humaine.

En outre, il convient de ne pas négliger le fait que les anticorps

monoclonaux, même s'ils sont d'origine humaine, sont produits à partir de

cellules malignes. Il est donc difficile d'affirmer qu'ils ne risquent pas d'être

contaminés par des particules virales. Malgrè le nombre restreint de résultats

thérapeutiques présentés à ce jour, le domaine d'utilisation des anticorps

monoclonaux en cancérologie est en plein développement.
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1 - 5 OBJECTIF PERSONNEL: OBTENTION D'ANTICORPS MONO

CLONAUX

1 - 5 - 1 Obtention d'anticorps monoclonaux anti-hPL

Notre laboratoire était engagé depuis plusieurs années dans l'étude des

actions physiologiques de l'hPL et en particulier de son activité sur la

croissance cellulaire. Nous avons produit des anticorps monoclonaux anti

hormone placentaire lactogène.

Dans un premier temps, l'hPL a été extraite à partir de placentas frais

puis nous avons procédé à l'immunisation de souris. Les lymphocytes de

souris ont été fusionnés pour obtenir des hybridomes. Leur culture en masse

a été effectuée :

- d'une part en bioréacteur en présence de SVF ou de LS pour obtenir

des anticorps monoclonaux "in vitro",

- d'autre part, ils ont été injectés à des souris afin d'obtenir des anticorps

monoclonaux "in vivo".

1 - 5 - 1 - 1 L'hormone lactogène placentaire

1 - 5 - 1 - 1 - 1 Généralités

L'hormone lactogène placentaire (human placental lactogen : hPL) ou

hormone chorionique somatomammotrophique (HCS) a été isolée pour la

première fois en 1961 du placenta humain par ITO et HIGASKI (1961).

Sa structure polypeptidique est très proche de celle de l'hormone de

croissance hypophysaire (hGH).

Synthétisée dans le tissu syncytio-trophoblastique, elle comporte 191

acides aminés et son poids moléculaire est de 21600 Da (NIALL et al., 1971).

1 - 5 - 1 - 1 - 2 Rôle

Son rôle physiologique n'est pas totalement défini. Elle aurait des

propriétés :

- lutéotrophique : en intervenant comme cofacteur de l'HCG,

- mammotrophique et lactogénique,

- somatrotrophique.
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L'hPL agirait aussi au niveau:

- du métabolisme protéique en augmentant la rétention azotée,

- du métabolisme glucidique en augmentant la résistance périphérique

cellulaire à l'action de l'insuline et en stimulant les cellules de Langerhans, ce

qui entraînerait une hyperinsulinémie. Elle serait impliquée dans l'effet

. "diabétogène" de la grossesse.

1 - 5 - 1 - 1 - 3 Intérêt du dosage

Du fait de sa demi-vie qui est d'environ 20 à 30 minutes, son dosage

dans de sérum reflète quasi instantanément sa production, laquelle est en

relation directe avec l'importance de la masse placentaire.

La concentration sérique d'hPL augmente lors de la grossesse jusqu'à

un plateau vers la 34ème semaine, puis diminue à la fin pour disparaître

rapidement après l'accouchement (Tableau 15).

Les valeurs usuelles sériques sont:

semaines semaines
d'aménorrhée mg/l d'aménorrhée mg/I

gravidique gravidique

11 - 12 0,30 à 1,20 1 26 _~ 27 3,10 à 5,30
12 - 13 0,50 à 1,50 27 - 28 3.30 à 5,50
13 - 14 0.60 à 1,70 28 - 29 3,70 à 5,60
14 - 15 0.80 à 2,00 29 - 30 3,70 à 6,40
15 - 16 0,80 à 2.30 30 - 31 4,00 à 6,60
16 - 17 1,30 à 2,60 31 - 32 4.30 à 6,80
17 - 18 1,40 à 2.80 32 - 33 4.50 à 7.20
18 - 19 1,40 à 3.00 33 - 34 4,70 à 7,60
19 - 20 1,80 à 3,40 34 - 35 5.00 à 7.80
20 - 21 2,10 à 3,70 35 - 36 5,30 à 8,00
21 - 22 2.20 à 3.90 36 - 37 5,50 à 8,40
22 - 23 2,40 à 4,20 37 - 38 5,60 à 8,40
23 - 24 2.50 à 4.50 38 - 39 5,60 à 8,60
24 - 25 2,70 à 4.70 39 - 40 5,00 à 9,00
25 - 26 2.90 à 5,00 40 - 41 4,60 à 9,60

Tableau 15 : Valeurs usuelle sériques selon le guide des analyses

spécialisées Cerba.
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L'évolution de cette hormone présente un intérêt tout particulier en

pathologie obstétricale.

- Lors de grossesses multiples, son taux s'élève surtout à partir du

3ème trimestre.

Les valeurs d'hPL sont diminuées dans les cas de :

- môle hydatiforme (dans ce cas, le taux d'hPL est d'autant plus bas que

le taux d'HCG est élevé)

- menace d'avortement

- souffrance foetale ou hypertrophie foetoplacentaire.

Lorsqu'il existe une hypertension, les taux d'hPL sont inversement

proportionnels à l'intensité de l'hypertension.

Dans le diabète, le taux d'hPL augmente, en cas de diabète instable ou

mal équilibré mais diminue lorsqu'il existe un retentissement placentaire. Par

. contre, aucune variation n'est observée lorsque le diabète est stable ou

équilibré.

Le dosage de l'hPL présente un intérêt moindre dans les cas:

- d'alloimmunisation foetoplacentaire,

- d'insertion basse du placenta,

- de terme dépassé.

Dans le liquide amniotique les taux d'hPL sont nettement plus faibles

(0,4 à 0,5 }Jg/ml). La progression des concentrations n'est pas régulière au

cours de la grossesse, mais il existe aussi une augmentation des valeurs en

cas de grossesses gémellaire ou multiple.

1 - 5 - 2 Obtention d'anticorps monoclonaux anti-beta lacto

globuline

Notre laboratoire étudie le rôle de facteur de croissance de la e
lactoglobuline. Il était donc intéressant de disposer d'anticorps monoclonaux

contre la ~-Iactoglobuline.

Cette molécule est composée d'une chaîne polypeptidique de 162

acides aminés. Son poids moléculaire est de 18400. Elle possède deux ponts

disulfures et un groupement sulfhydryllibre.
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1 • 5 • 3 Obtention d'anticorps monoclonaux anti 1 antitrypsine

1 - 5 - 3 - 1 Généralités

L' c{ 1 antitrypsine est une enzyme impliquée dans la protéolyse du tissu

conjonctif et plus particulièrement dans celle du poumon. Cette a.. 1 globuline

est synthétisée dans le foie, à une concentration plasmatique comprise entre

1.5 et 3 g/1. Un déficit de cette enzyme peut induire des maladies pulmonaires

et en particulier l'emphysème.

Son rôle principal est une activité antiélastase et plus particulièrement

une antiélastase des neutrophiles.

Le poids moléculaire de cette glycoprotéine de 52000 peut être un peu

différent selon les variants. Ce polymorphisme résulte du déplacement d'un

acide aminé. Ces différents variants (M, Z, S et plus particulièrement F, X, L)

peuvent être identifiés par électrophorèse sur gel d'amidon en milieu acide ou

par électrofocusing.

L'l\ 1 AT augmente au cours:

- des infections bactériennes

- de la grossesse

- des tumeurs malignes

- des brûlures étendues

1 - 5 - 3 - 2 Purification

La purification de l' Ql. 1 antitrypsine humaine est préparée à partir de la

fraction IV-I de Cohn extraite du plasma.

Mise en suspension dans du tampon tris HCI 0,1 M, pH 8,5 et agitée

une nuit à 25°C, elle est traitée au sulfate d'ammonium à 50 % puis

centrifugée après une nuit de repos.

Le surnageant contenant lb( 1 antitrypsine est alors ultrafiltré puis purifié.

L' do. 1 antitrypsine ainsi préparée peut être utilisée comme réactif de

laboratoire.
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2 • MATERIEL ET METHODES

2·1 LA CULTURE CELLULAIRE

2·1 ·1 La chambre de culture et son matériel

La culture "in vitro" des cellules s'effectue dans un secteur du

laboratoire spécialement aménagé. Après un sas d'entrée, protégé par des

rayons Ultra-Violets, la chambre de culture, proprement dite, dont les murs

sont recouverts d'une peinture antiseptique, est climatisée, et équipée de

hottes à flux laminaire horizontal, de classe 100 (Gelaire).

Les cellules sont placées dans des incubateurs cytoperm (HERAUS)
stérilisables, régulés en température, taux de CO2 et d' humidité.

Les observations et les photographies des cellules se font à l'aide d'un

microscope Diaphot (NIKON).

Le matériel utilisé est le plus souvent à usage unique (flacons de

culture, microplaques, pipettes, etc... ) stérilisé aux rayons 0 . S'il s'agit de

matériel en verre (flacons-spinners ou bioréacteur) il est autoclavé à 120°C

pendant 20 à 30 min selon son volume. Si, pour des raisons de coût, on

réutilise un matériel plastique, il est restérilisé à l'oxyde d'éthylène et subit

une désorption de 3 semaines.

De nombreuses précautions supplémentaires sont prises (blouses

spéciales, tapis de sol, huisseries colmatées, désinfection régulière) afin de

minimiser les risques de contaminations, fléau de la culture cellulaire. En

effet, les conditions de culture des cellules (milieu riche, température,

humidité) sont idéales au développement de contaminants bactériens,

fongiques ou mycoplasmiques.

De nombreux laboratoires essaient de se protéger de ces

contaminations en ajoutant des antibiotiques et des antifongiques à leurs

milieux de culture. Nous avons cessé leur utilisation, car elle n'est pas

totalement efficace et surtout, elle risque de masquer la contamination la plus

pernicieuse: celles des mycoplasmes.
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2 • 1 • 2 La détection des mycoplasmes

La mise en évidence de la présence de mycoplasmes dans les cellules

étant délicate, un ensemble de trois techniques a été mis au point par

l'Institut Pasteur. Celles-ci sont réalisées sur des cellules cultivées sans

antibiotiques.

2 - 1 - 2 - 1 La culture directe

Elle s'effectue en boites de Petri de 6 cm de diamètre contenant 5 ml de

milieu préparé de la façon suivante:

2 - 1 - 2 - 1 - 1 Préparation du milieu de base BD liquide:

2.1 g
1 g
0.5 g
100 mlQSP

- DIFCO PPLO broth (0554-01-9 Difco)

- tryptone (0123-01 Difco)

- yeast extract (0127-01 Difco)

- H20

Retirer 22 ml de cette solution

Ajouter 1 g de Bacto Agar Difco (0140-01) aux 78 ml restants

Agiter pour dissoudre l'agar

Autoclaver 20 min à 120·C

Avant refroidissement ajouter:

- 20 ml de sérum de cheval non inactivé

- 1 ml d'ampicilline à 66 mg/ml

- 1.6 ml de glucose à 30 %

Couler 5 ml dans des boites de petri de 6 cm.

Ces boîtes se conservent 15 jours à 4·C.

2 - 1 - 2 -1 - 2 Mode opératoire

Un grosse goutte de surnageant de culture des cellules à confluence est

déposée sans l'étaler sur la surface de la gélose. Dès que la goutte est

sèche, les boîtes sont parafilmées et incubées à l'envers dans une étuve à
3TC. La présence de mycoplasmes est visualisée par l'apparition de

colonnies typiques en "oeuf sur le plat" (Figure 18 'et 19~.

Si l'observation après trois jours d'incubation est négative, les boîtes

sont réincubées 3 jours supplémentaires et lues de nouveau.



Figure 18 : Colonies de mycoplasmes en "oeuf sur le plat" observées

-----apFè-s-1-Q~j0loJr:s-Gie-Gulture-sur-géIQse-sélective(~grossissemel"lt~1-00-)----

Figure 19 . Colonies de mycoplasmes en "oeuf sur le plat" observées

après 10 jours de culture sur gélose sélective ( grossissement· 400)
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2 - 1 - 2 - 2 La technique enzymatique à l'adénosine phosphorylase

Les mycoplasmes possèdent une adénosine phosphorylase qui

catalyse la réaction

adénine + ribose 1 P <-------> Adénosine

La présence de l'enzyme et donc des mycoplasmes présents dans le

milieu de culture est révélée grâce à un substrat radioactif.

2 - 1 - 2 - 2 - 1 Préparation des réactifs

*Tampon Tris-EDTA :

Dissoudre 0,60 g de Tris dans 2 ml d'eau

Dissoudre 0,37 g d'EDTA 0,2 M dans 2 ml d'eau

Ajuster le pH à 7,4

Compléter à 100 ml

* Solution de substrat:

-TrisEDTA 100,u1

-SSA 0,5 % 100}J1

-Ribose 1 P 5 mM ( Sigma R 9381 ) 100}J1

- [14C] Adénine 50 jJCi/ml (Amersham) 100}J1
-H20 600,.u1

Répartir en tubes Eppendorf contenant 15 ]JI. Le substrat marqué se

conserve 6 mois à -20·C. 1

* Solution du substrat froid:

-Adénine (Sigma A 8626 )

-Adénosine (Sigma A 7636)

-Hypoxanthine (Sigma H 9677)

-QSP 1 ml

-Inosine (Sigma 1 4125)

0,5 mg

1 mg

0,5 mg

1 mg

Répartiren aliquots de 100 }JI dans des tubes Eppendorf. Le substrat

non marqué se conserve 1 an à 4·C.



2 - 1 - 2 - 2 - 2 Mode opératoire :

5}J1 de surnageant de culture sont ajoutés au tube· Eppendorf contenant

15 ,ul de la solution de substrat marqué. Le mélange est homogénéisé par

une centrifugation de quelques secondes puis incubé 3 jours à 3TC.

5)J1 de substrat non marqué sont alors ajoutés et après une nouvelle

centrifugation de quelques secondes, 2)J1 sont déposés sur papier cellulose

(Avicel Schelcher et Schull, CERA LABO). La séparation des produits de la

réaction se fait par chromatographie ascendante de 15 minutes en utilisant

de l'eau distillée comme solvant de migration.

Après séchage, les deux bandes correspondant à l'adénine et à

l'adénosine sont repérées à l'aide d'une lampe UV à 254 nm, puis découpées

et déposées dans des plots de comptage.

2 ml de liquide scintillant (Instafluor Packard) sont ajoutés et la

radioactivité est alors comptée à l'aide d'un compteur B (Packard).

1 unité (arbitraire) d'activité enzymatique est égale à 1 % de 14C

adénine transformée en adénosine en 3 jours à 3TC par 5 )JI d'échantillon

(soit environ 1 nmole d'adénine transformée en adénosine par ml).

Si le rapport

14C Adénine x 100 / 14C Adénosine est inférieur ou égal

à 10 %, le test est considéré comme négatif.

1

2 - 1 - 2 - 3 La technique de DAPI ( 4-6 diamine 2 phénylindol

dihydrochlorure )

Cette technique permet la mise en évidence des mycoplasmes par la

fluorescence de l'ADN qu'ils contiennent.

L'observation sur un microscope à fluorescence révèle la présence de

mycoplasmes à la surface des cellules (Figure 20) ou disséminés autour des

cellules (Figure 21).
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2 - 1 - 2 - 3 - 1 Préparation des réactifs :

- le réactif de Carnoy se prépare extemporanément en mélangeant:

- 6V éthanol absolu

- 3V chloroforme

- 1. V acide acétique glacial

- le DAPI (Boehringer) est dilué au 1/100 avant emploi dans du PBS

- le tampon de montage est un mélange volume à volume de véronal

(solution 0,2 M de diméthylmalonurée) et de glycérol.

2 - 1 - 2 - 3 - 1 Mise en culture

Quand les cellules à tester sont non adhérentes (hybridomes,

myélomes) une coculture avec des cellules 3T6 est réalisée dans des tubes

de Leighton stériles contenant une lamelle dégraissée à l'alcool.

2 tubes sont ensemencés chacun avec:

- 0,2 ml d'une suspension de cellules 3T6 à confluence (grattées au

préalable)

- 2 ml de milieu RPMI +1% de glutamine 2mM + 10 % de SVF

- 0,2 ml de surnageant contenant les cellules à tester.

puis sont incubés 3 jours à 3TC

2 - 1 - 2 - 3 -2 Technique de révélation de la fluorescence:

- Les tubes de Leigthon sont vidés de leur contenu,

-lavés avec 2 ml d'eau physiologique,

- fixés 10 min par 2ml de réactif de Carnoy.

Après élimination du fixateur

- ils sont séchés 1 h à 3TC ou 2 à 3 h à température ambiante,

- rincés une fois au PBS,

- colorés 15 à 20 min au DAPI,

- rincés deux fois au PBS,

-la lamelle est récupérée puis séchée.
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Figure 20 : Cellules contaminées par un mycoplasme formant des amas près

de la membrane cytoplasmique des cellules, après coloration au DAPI

Grossissement *360.

Figure 21 : Cellules contaminées par un mycoplasme formant des

granulations éparses, après coloration au DAPI
Grossissement * 360
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-II faut alors repérer le côté où sont fixées les cellules et le mettre sur la

lame où l'on a déposé une goutte de tampon de montage

- La lecture s'effectue alors au microscope à fluorescence

Si la première observation après 3 jours est négative, la même

manipulation sera effectuée après 6 jours de culture.

2 - 1 - 2 - 4 L'Interprétation

Si les tests décrits sont tous les trois négatifs, il n'y a pas de

mycoplasmes dans la culture testée. S'ils sont tous les trois positifs,

l'interprétation est sans problème : la culture est contaminée. Par contre, il

arrive que l'un des trois tests soit discordant. Dans ce cas on le recommence.

La méthode enzymatique est la moins contestable. Le DAPI est souvent

facile à interpréter, quant à la culture simple, les colonies en oeuf sur le plat

ne sont pas toujours aussi nettes que sur les photos présentées (Figures 18

et 19).
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2 - 1 - 3 Les milieux de culture

2 - 1 - 3 - 1 Les milieux de base

Pour toutes les cultures de routine, nous utilisons le RPMI 1640

(Rooswelt Park Medical Institute SEROMED 121-10 (Tableau 16 ) riche en

. vitamines, acides aminés, sels minéraux nécessaires à la croissance

cellulaire "in vitro".

Ce milieu nous est fourni sous forme de poudre qui doit être dissoute

dans 10 1 d'eau pyrodistillée et complémentée par 2 g/l de bicarbonate de

sodium (SIGMA).
Ainsi reconstitué, son pH est ajusté à 7,3 par barbotage de CO2. Il est

ensuite filtré sur filtre Mi iiipack 100 (Millipore) à l'aide d'une pompe

péristaltique puis réparti en flacons stériles de 500 ml et stocké à 4oC. 5 ml de

glutamine 2 mM sont ajoutés à chaque flacon au moment de l'emploi.

Lors de la fusion et durant un mois environ, nous utilisons du milieu

DMEM (GIBCO 041-01965)(Tableau 17) et pour les lavages précédents la

fusion, du milieu MEM Gibco 041-01095, plus pauvre en glucose (1 g / 1 au

lieu de 4,5 g / 1) en vitamines et en acides aminés.

2 - 1 - 3 - 2 Les compléments de milieu

Pour assurer la croissance cellulaire "in vitro", il est toujours nécessaire

d'ajouter au milieu de base des protéines, des facteurs de croissance, des

molécules mitogènes de petit poids moléculaire, etc. C'est souvent le sérum

de veau foetal qui apporte ces compléments au milieu de base mais nous

avons, dans notre laboratoire utilisé également du sérum de cheval et du

lactosérum pour remplacer ce sérum de veau foetal, très onéreux.

2 - 1 - 3 - 2 - 1 Le sérum de veau foetal (SVF)

Nous utilisons, en particulier lors des fusions et pendant toute la période

de sélection des hybrides, du sérum de veau foetal (Jacques Boy)

conservé à -20°C en flacons stériles de 500 ml. Au moment de l'emploi, il est

décongelé et porté pendant 30 minutes à 56°C afin de détruire des

inhibiteurs de croissance.
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SEROHED

P~MI 1640 MEDIUM
MILIEU RPMI 1640
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COMPOSITION DU MILIEU

Sels

Quantités en mg/L.

Bicarbonate de sodium, NaHC03
Chlorure de potassium, KCl
Chlorure de sodium, NaCl
Phosphate disodique, Na2HP04,
Nitrate de calcium, Ca(N03)2
Sulfate de magnésium, HgS04

Aminoacides

L-Arginine
· L-Asparagine
· L-Aspartique acide

L-Cystine
L-Glutamine
L-Glutamique acide
Glycine / Glycocolle
L-Histidine

· L-Hydroxyproline
· L-Isoleucine

L-Leucine
L-Lysine HCl
L-Méthionine
L-Phénylalanine
L-Proline
L-Sérine
L-Thréonine
L-Tryptophane
L-Tyrosine
L-Valine

Vitamines

Acide folique
Acide para-aminobenzoïque
Biotine
Choline chlorure
I-Inositol
Nicotinamide
D-Pantothénate de calcium
Pyridoxine HCl
Riboflavine
Thiamine HCl
Vitamine B12

Autres composants

D-Glucose
Glutathion
Rouge de Phénol *

2000
400

5000
1512

100
100

200
50
20
50

300
20
la
15
20
50
50
40
15
15
20
30
20

5
20
20

l
l
0,2
3

35
1
0,25
l
0,2
l
0,005

2000
l
5

* Les milieux liquides lX contiennent la mg/L de Rouge de Phénol

Références: MOORE G.E. et al., J. Am. Med. Assoc., 199 519 ~1957)

Tableau 16 : Composition du milieud~ base RPMI



MILIEUX DE CULTURE SYNTHETIQUES
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041-01965 041-01095
IX IX

Liquide Liquide

nposant mg/L mg/L

.S INORGANIQUES :

:12 200.00 200.00

(No3)3 . 9H2O 0.10

1 400.00 400.00
504 (anhyd.) --
504 • 7H20 200.00 200.00

:1 6400.00 6800.00

~C03 3700.00 2200.00

~2P04 • H20a 125.00 140.00

rRES COMPOSANTS :

i1ucose 4500.00 1000.00
Jge de Phéno1 15.00 10.00
'ES - -
ruvate de Sodi um - -
inopterine - -
Joxanthine - -
ymidine - -

IDES AMINES :

~1 ani ne - -
~sparagine - -
~rgi ni ne • HCl 84.00 126.00
ide L-Aspartique - -
:ystine 48.00 24.00
:ystine 2HCl - -
ide L-Glutamique - -
31utamine 584.00 292.00
ycine 30.00 -
Hi sti di ne HCl H20 42.00 42.00
Isoleucine 105.00 52.00
Leucine 105.00 52.00
Lysine HCl 146.00 72.50
Méthionine 30.00 15.00
Phényl al ani ne 66.00 32.00

L-Proline - -
L-Sérine 42.00 -
L-Thréonine 95.00 48.00
L-Tryptophane 16.00 10.00
L-Tyrosine 72.00 36.00
L-Tyrosine (sel disodique) - -
L-Valine 94.00 46.00

VITAMINES :

Pantothénate de Calcium D 4.00 1.00
Chlorure de Choline 4.00 1.00
Acide Folique 4.00 1.00
i-Inositol 7.20 2.00
Nicotinamide 4.00 1.00
Pyridoxal HCl 4.00 1.00
Riboflavine 0.40 0.10

jThiamine HC1 4.00 1.00

Milieu d'Eagle Modifié par Dulbecco 041-01965 (DMEM)

Milieu Essentiel Minimum 041-01095 (MEM)

Tableau 17 : Compositions des milieux de base DMEM et MEM.
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Une fois par an environ, plusieurs lots de SVF de différents fournisseurs

sont testés. Nous choisissons le lot qui nous donne le meilleur rapport

qualité-prix et le réservons pour l'année. Ce sont les clonages qui donnent les

meilleurs renseignements sur la qualité d'un sérum. Nous effectuons donc un

clonage avec chaque lot et celui qui permet d'obtenir le pourcentage le plus

élevé de clones sur une plaque de 96 puits, est considéré comme le meilleur.

2 - 1 - 3 - 2 - 2 Le sérum de cheval

Lorsque les hybridomes sont stabilisés, ils sont adaptés au sérum de

cheval qui est utilisé soit à 10 % comme le sérum de veau, soit à 1 % en

complément du lactosérum.

Le sérum de cheval est préparé à partir de sang récupéré en récolte

ouverte aux abattoirs, sans anticoagulant. Il est décanté puis centrifugé 25

min à 2800 g. Le surnageant est récupéré, filtré 2 fois à 0,22 um sur filtres

Millipack en série puis congelé à -20°C en aliquots de 100 ml.

Au moment de l'emploi il est décongelé et chauffé à 56°C 30 min de la

même façon que le SVF.

2 - 1 - 3 - 2 - 3 Le lactosérum

Le lactosérum est fourni par la Société Est Lait (Vigneulles les

Hattonchâtel). Il provient de lait de grand mélange ayant servi à la fabrication

de fromages à pâte molle et croûte fleurie. C'est un lactosérum doux qui

lorsqu'il nous arrive a été écrémé et préfiltré à 10 um.

Dans notre laboratoire il subit une succession de traitements.

* Une préfiltration : Elle est réalisée sur 4 cartouches de 10 pouces

Millipore :

- CP 19 (1,2 à 0,8 um)

- CP 06 (0,8 à 0,45 um)

- CP 03 (0,45 à 0,2 um)

- CWSS.
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Les trois premières cartouches de type Polysep sont des combinaisons

en série d'un préfiltre en profondeur, en microfibres de verre borosilicaté et

d'une membrane filtrante allant de 1,2 }J à 0,2 }J.

La quatrième est une cartouche Milligard TP filtrante à 0,2)J-

Elles sont placées dans des carters inox équipés de manomètres qui

permettent de filtrer sans difficulté, 60 litres de lactosérum en une heure,

sans atteindre les pressions critiques ( c'est la première cartouche qui

colmate le plus rapidement: la pression monte jusqu'à 2,8 bars). Le

lactosérum placé dans une bonbonne sous pression est envoyé dans les

carters grâce à de l'air (Figure 22).

Figure 22 : Montage en série de 5 carters de filtration
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* L'ultrafiltation : Elle s'effectue tangentiellement sur deux

cassettes Pellicon en polysulfone à seuil de coupure 10 000 Da.

L'avantage de ce procédé par rapport à une filtration conventionnelle

frontale est considérable. En effet, on échappe au phénomène de

concentration de polarisation qui réduit le débit et le volume traité. Là, le

liquide balaie tangentiellement la surface de la membrane. Cet effet de

balayage limite le temps de contact du produit avec la membrane et

augmente la qualité du produit récupéré (Figures 23 et 24).

Figure 23 : Représentation schématique du flux tangentiel sur une

membrane (PELLlCON).

L'utilisation d'une pompe "moineau" réglée sur 15, donne un débit de

filtrat de 880 ml/min et de rétentat de 6,5 I/min avec une pression d'entrée de

3,5 bars et de sortie de rétentat de 2,5 bars (Figure 25).

En moins d'une heure, 20 litres de lactosérum concentré sont obtenus.

Les protéines sont alors dosées sur les lactosérums de départ et après

concentration (Figure 26).
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Figure 26 : Le lactosérum est stocké dans une cuve Inox de 200 1. A la

sortie de la cartouche de filtration tangentielle, le filtrat est éliminé, alors que

le rétentat retourne dans le tank et ce jusqu'à élimination des 2/3 du volume

initial.
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* La thermisation : Elle s'effectue au bain-marie à 60·C pendant 1

heure puis le lactosérum est ramené à son volume initial (601) avec de l'eau

distillée milli Q.

*La deuxième filtration tangentielle: Après rinçage des cassettes

d'ultrafiltration (100 1d'eau distillée et 25 litres d'eau Milli Q), une nouvelle

filtration tangentielle est réalisée. Elle permet de ramener le taux final en

protéines du lactosérum à 20 g/I.

* La filtration stérilisante : La séquence de filtres est un peu

différente de la précédente puisqu'il s'agit à ce stade de réaliser une filtration

stérilisante :

- CP 19

-CWSS

- CVGL Durapore 0,22}-lm

- CVVL Durapore 0,1 tJm.

Dans ce cas, les deux dernières cartouches inox contenant les filtres

sont autoclavées avant emploi. Les éléments filtrants sont hydrophiles,

constitués d'une membrane plissée en fluorure de polyvinylidène.

* Le flaconnage : Le lactosérum est, à ce stade, stérile mais une

nouvelle filtration est encore réalisée sous hotte à flux laminaire sur 1 ou 2

filtres millipak (en série) avant de le conditionner en flacons stériles de 500 ml

qui sont stockés à -20·C jusqu'à leur emploi. Ils seront alors décongelés puis

chauffés 30 min à 56·C comme les sérums. Ce produit est commercialisé

sous le nom de Lactocell par la Société Bio-France Réactifs Développement.

2 - 1 - 3 - 3 Les contrôles des compléments de milieu

Les substituts de sérum préparés dans notre laboratoire, c'est-à-dire le

sérum de cheval et le lactosérum doivent subir une série de tests en plus de

la recherche de mycoplasmes décrite au paragraphe 2-1-2. Nous effectuons:
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Figure 24 Appareil de filtration Pellieon

Figure 25 Pompe moineau.



2 - 1 - 3 - 3 - 1 La recherche de pyrogènes

Bien que le fabricant annonce que les cassettes PMNL 10 000 assurent

une dépyrogénation du liquide traité, il est préférable de s'assurer de

l'absence de substances pyrogènes par un test L1MULUS.

Nous utilisons pour ce faire, un kit L.AL. (IBF Biotechnics, Villeneuve la

Garenne). Ce test L.AL. (Lysat d'Amébocytes de Limule) permet la détection

"in vitro' des endotoxines présentes dans une solution aqueuse. Les protéines

du lysat d'amébocytes coagulent en présence des lipopolysacchar,ides des

bactéries Gram- (endotoxines du produit à tester).

* Mode opératoire :

1 - Préparation d'une solution de soude apyrogène :

- employer une verrerie apyrogène (autoclavée deux heures à
210°C).

- Dissoudre stérilement les pastilles de soude dans de l'eau

apyrogène.

- Autoclaver l'ensemble une heure à 120°C.

- Ajuster le pH des échantillons entre 6,5 et 7,5..

2 - Dosage des pyrogènes:

- Prendre 2 ampoules de 5 ml d'eau apyrogène, les transvaser

dans un tube de 15 ml stérile

- Solubiliser le contenu de 2 flacons de L.AL. dans 1 ml d'eau

apyrogène et les conserver dans la glace durant toute la

manipulation

- Solubiliser l'endotoxine standard par 2 ml d'eau apyrogène

(injectés à travers le bouchon de caoutchouc passé à l'alcool).

- Agiter 10 min au vortex

- Pour la gamme étalon préparer 7 dilutions successives au 1/10

d'endotoxine dans des tubes spéciaux apy~ogènes. Agiter 30

secondes après chaque dilution puis 1 min avant utilisation.
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- La gamme du test est réalisée dans des tubes apyrogènes de la façon

suivante:

- 0,1 ml des dilutions d'endotoxine préparées précédemment ( dans

le tube témoin, la dilution d'endotoxine est remplacée par 0,1 ml

d'eau apyrogène)

- 0,1 ml de L.A.L.

- Pour les essais on dépose :

- 0,1 ml de L.A.L.

- 0,1 ml d'échantillon dont le pH est compris entre 6,75 et 7,5

Chaque échantillon est testé en six exemplaires.

- Pour les contrôles d'inhibition :

Dans les tubes contenant 1 et 1,012 ng / ml d'endotoxine, on ajoute

0,1 ml de l'échantillon à tester.

- Reprendre 0,1 ml du mélange

- Ajouter 0,1 ml de LAL

- Incuber tous les tubes 1h au bain- marie à 3TC

- Lire la présence ou l'absence d'un gel solide au fond du tube ( par

retournement une seule fois du tube).

2 - 1 - 3 - 3 - 2 Recherche de virus animaux

Ces analyses sont effectuées au Laboratoire National de Pathologie

Bovine de Lyon où entérovirus, parvovirus, rotavirus, rétrovirus, adénovirus,

coronavirus sont recherchés ainsi que les virus parainfluenza, de la diarrhée

bovine et de la rhinotrachéite bovine.

2 - 1 - 3 - 3 - 3 Contrôles de stérilité selon les normes de la

Pharmacopée Française de 1985

Ils sont effectués sur un bouillon nutritif et sur une Gélose, répétés 3 à 5

fois par test selon la technique suivante:
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* Milieu de culture

- Bouillon au thioglycolate et résazurine (Bio Mérieux 5.113.1)

Dissoudre 2,95 g dans 100 ml d'eau distillée.

Autoclaver 20 min à 120·C.

Répartir stérilement en tubes à essai de 7 ml.

- Gélose trypcase soja (Bio Mérieux réf. 5.146.1)

Dissoudre 4 g dans 100 ml d'eau distillée.

Autoclaver 20 min à 120·C.

Couler stérilement en boîtes de Pétri (10 ml/boîte).

* Mode opératoire

- Ensemencer 500 }JI de milieu à tester dans 3 boîtes et 500 }JI dans 3

tubes.

- Etaler au rateau sur les boîtes

- Agiter les tubes.

- Scotcher les boîtes, boucher les tubes.

- Incuber:

- les boîtes à 3TC.
- les tubes à 30·C.

- Lire après 3 semaines d'incubation.

, Prévoir pour chaque test 3 boîtes et 3 tubes témoins.

2 - 1 - 3 - 3 - 4 Autres contrôles de stérilité

Le test de stérilité de la Pharmacopée demandant trois semaines pour

être interprété, il est plus rapide de mettre le produit à tester en présence de

milieu de base dans l'incubateur de la chambre de culture dans un flacon de

culture de 25 cm2. Celui-ci étant très riche, s'il y a contamination bactérienne

ou fongique, elle est décelable à partir de 48 heures. Ce test supplémentaire

nous est très utile lorsqu'il y a nécessité d'utiliser rapidement le substitut de

sérum.
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2 - 1 - 3 - 3 - 5 Tests de croissance cellulaire

Il faut s'assurer au préalable que chaque lot de sérum de cheval ou de

lactosérum permet la croissance des hybridomes. Pour cela, 2 techniques

sont utilisées :

- soit le passage direct des cellules du milieu témoin à 10 % de SVF au

milieu à tester (c'est-à-dire à 10 % de sérum de cheval ou 9 % de LS + 1 %

de sérum de cheval).

- soit un passage progressif appellée "adaptation". Dans ce cas, les

cellules sont traitées selon les données du tableau 18'.

Temps de culture SVF % Substitut à tester
Gours)

--------------------------------- ---------------------------------- ~-------------------------------
JO 10 0

J1 7,5 2,5

J3 5 5

J5 2,5 7,5

J7 1 9

J9 0 10

Tableau 18 : Adaptation à un substitut des cellules cultivées en SVF.

Quand les cellules sont parfaitement adaptées à leur nouveau milieu de

culture, il convient de faire des études comparatives en prenant pour

référence le milieu à 10 % de SVF. Celles-ci s'effectuent en flacons

"spinners" selon une technique dite de récolte-recharge (Figure 27).

Au jour Jo, pour chaque substitut à tester et pour le témoin, 1 flacon

(Wheaton Mil/eville N.J., USA) contenant 150 ml· de milieu est ensemencé à
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20.104 cellules/ml puis placé dans l'étuve à 3TC sur agitateur magnétique

(NCS 1045 - Techné OSI) à 50 rpm. Chaque jour, la suspension cellulaire est

prélevée en totalité, les cellules sont comptées, leur viabilité étant estimée

grâce à une coloration au Bleu Trypan. Après 5 min de centrifugation à aoo g,

le culot est resuspendu dans 5 ml de milieu et réintroduit dans le flacon

contenant le volume initial de milieu frais.

Cette manipulation est poursuivie généralement pendant 7 jours, car au

delà, la viabilité des cellules chute rapidement au dessous de ao%.

Des courbes comparatives sont établies en ce qui concerne les taux de

croissance, la viabilité et les taux de sécrétion d'anticorps. Le substitut est

considéré comme valable si ces paramètres sont égaux ou supérieurs à ceux

obtenus avec du sérum de veau foetal à 10%.

Lors de ces études, les comptages cellulaires s'effectuent sur cellule de

THOMA. Un aliquot de la suspension cellulaire est déposé entre la cellule et

la lamelle. Les cellules sont dénombrées sur toute la partie quadrillée de la

. cellule. L'incertitude du comptage étant relativement importante, il est

conseillé d'effectuer au moins trois comptages et d'en faire la moyenne. Le

nombre de cellules est alors multiplié par 104 pour obtenir la concentration

par millilitre de suspension. La distinction cellules vivantes/cellules mortes est

réalisée grâce au bleu trypan, colorant qui ne pénètre dans la cellule que

lorsque sa membrane est perméable c'est à dire quand la cellule est morte

ou en cours de dégradation. Les cellules colorées sont donc considérées

comme mortes.

2 - 2 LES DIFFERENTES TECHNIQUES D'IMMUNISATION

2 - 2 - 1 Le choix des animaux

Pour toutes les immunisations, "in vivo" ou "in vitro", nous utilisons des

souris élevées par nos soins. Chaque année, nous commandons cinq

couples de souris: 5 mâles Balb/C blanches et 5 femmelles C 57 noires à la

Société C.R.Janvier à Rennes. Nous les croisons et effectuons nos

manipulations sur la génération F1. Afin de ne pas avoir de problèmes de

- 98 -



consanguinité et de toujours pouvoir leur donner un âge precIs, chaque

souris est repérée par le nom de son père et de sa mère et sa date de

naissance. L'avantage de croiser une souris blanche et une noire est de

pouvoir être sûr de travailler uniquement sur la première génération où toutes

les souris sont grises.

2 - 2 - 2 Le choix de l'antigène

2 - 2 - 2 - 1 L' 1 antitrypsine

L' 1 antitrypsine que nous avons utilisée lors de nos immunisations et

pour les tests ELISA qui ont suivi la fusion a été préparée dans notre

laboratoire à partir de placentas humains selon la technique décrite au

paragraphe 1 - 5 - 3.

2 - 2 - 2 - 2 L'hPL préparé au laboratoire

La préparation de l'hPL se fait à partir de placentas prélevés lors de

césariennes effectuées à la Maternité Centrale. Ils sont lavés avec une

solution NaCI 0,15 M, puis refroidis à 4°C, découpés en petits fragments,

congelés dans l'azote liquide et lyophilisés.

Après lyophilisation, les fragments sont réduits en poudre fine par un

broyeur à galets. La poudre de placenta est alors remise en solution dans de

l'eau distillée et l'extraction de l'hPL effectuée selon la technique mise au

point par BELLEVILLE (1972).

Trois formes d'hPL sont récupérées selon cette technique. Elles sont

appelées formes lente, rapide et intermédiaire selon leur vitesse de migration

(BELLEVILLE, 1976).

Nos premiers essais d'immunisation ont étés réalisés avec les formes

lente et rapide d'hPL (la bande intermédiaire étant en fait un mélange de

bande lente et de bande rapide).
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2 - 2 - 2 - 3 L'hPL commercial

La fabrication précédemment décrite, longue et dépendante des

accouchements par césarienne, nous a amené à poursuivre nos travaux

avec de l'hPL du commerce. L'hPL ayant servi aux immunisations qui ont

permis d'obtenir des anticorps monoclonaux anti-hPL, a été fourni par la

société Bioproducts, 3 rue Didelot à Nanterre (Tableau 19).

i020 - hPL. Iodination grade
human Placental Lactogen

+++++++ 1 1 • 1 1 1 1 • l , •• +++++++++

Batch 017

: ~uman placenta
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Holecular weight : 22.000

: 1 mg lyophilized. essentially salt free in
NH4HC03 - 0.05 H - pH 8.0

Immynological potency : RIA : 1 x IRP Int. St. of Placental Lactogen 73/545
HRC (1 mIU/mg) or jQuivalent

Contaminations : > 98 S pure ·by SOS page
hCG undetectable.

Reference

: stable when store<! at - 20·C

: Endocrinology. 1965. IQ.. 369

Igmmoenzymatjc dosages:

Hepatitis B surface antigen (Abbatt Kit AUSZYHE II) : negative
HTLV III antibody (Abbatt Kit HI'LV III ElA) : negative

Tableau 19 : Caractéristiques de l'hPL commercialisé par la Société

Bioproducts.

2 - 2 - 2 - 4 La beta lactoglobuline

Nous avons utilisé pour les immunisations une beta lactoglobuline

bovine Sigma L6879.



2 - 2 - 3 L'immunisation

2 - 2 - 3 - 1 L'immunisation "in vivo"

Lors de la première immunisation, les souris (3 femelles F1) sont agées

de 7 semaines.

La deuxième et la troisième s'effectuent à 4 semaines d'intervalle. A

chaque fois les souris reçoivent 35 J-lg d'antigène en solution dans 125 )-II de

PBS additionné d'un volume égal d'adjuvant complet de Freund.

Après une bonne homogénéisation du mélange (au moins 2 minutes)

sur un agitateur Vortex, le mélange a été injecté immédiatement par voie

intrapéritonéale.

Trois mois après, une injection de rappel de 250 }Jg a été réalisée,

toujours par voie intrapéritonéale. La souris a été sacrifiée 3 jours après le

rappel.

Si l'on, veut effectuer cette injection de rappel plus rapidement, il est

nécessaire de surveiller l'évolution du taux d'anticorps par des dosages

sanguins sur chaque animal. Ces prélévements sont réalisés sur la souris

endormie, à l'aide d'une pipette Pasteur rôdée, au coin interne de la cavité

oculaire de la souris. L'animal ayant le taux d'anticorps le plus élevé est

sélectionné et surveillé régulièrement jusqu'à ce que son taux d'anticorps

chute. C'est alors le moment idéal pour faire l'injection de rappel.

2 - 2 - 3 - 2 L'immunisation "in vitro"

Nous avons essayé de nombreux protocoles d'immunisation "in vitro"

publiés dans la littérature. Celui qui nous a donné les meilleurs résultats a été

celui de BORREBAECK(1986).

2 - 2 - 3 - 2 - 1 Le milieu de base

Le milieu utilisé pour l'immunisation est un milieu DMEM ( Flow

12.33.2.54Javec bicarbonate et sans glutamine .auquel sont ajoutés, pour 500

ml de milieu: - 25 mg de streptomycine

- 20 000 UI de pénicilline

- 5mM de glutamine

- 5 ml de solution d'acides aminés non essentiels(réf 16.810.49)

- 50)JM de f3mercaptoéthanol

Ce milieu est appelé S DMEM (DMEM supplémenté).
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2 - 2 - 3 - 2 - 2 Préparation du "milieu thymocytes"

1a souris femelles (5 Balb / C et 5 C 57) âgées de 6 semaines

exactement sont sacrifiées afin de récupérer leur thymus qui sont rassemblés

dans du S DMEM complémenté par 10% de sérum de lapin (Calbiochem 56

64 75).

Les thymocytes sont alors extraits des thymus par pression au travers

d'un filtre métallique stérile de 50 mesh et collectés dans une boite de Pétri

contenant 5 ml de S DMEM+2% de sérum de lapin. Après homogénéisation à

la pipette, les cellules sont comptées à l'hémacytomètre puis amenées à une

concentration de 5.106 cellules / ml dans ce même milieu auquel sont ajoutés

16)-lM de thymidine et 100}lM d'hypoxanthine'.

Elles sont alors cultivées dans des flacons de culture de 75 cm2

contenant 50 ml de suspension cellulaire/à 3TC dans un incubateu~Jégulé à
8% de CO2 et 95%d'humidité.

Après 48h, le milieu est centrifugé à 800 g pendant 10 minutes. Le

surnageant est filtré à 0,22,.m et congelé à -80°C en tubes de 15ml. Le milieu

thymocytes (TCM) peut se conserver 1 an. 10 thymus nous ont permis de

préparer 500 ml de milieu à une concentration de 5.106 cellules/ml.

2 - 2 - 3 - 2 - 3 Récupération des splénocytes

Une souris Balb/C femelle de 9 semaines est tuée afin de récupérer ses

splénocytes. Pour ce faire, la rate est prélevée, placée dans une boite de

Pétri contenant 5 ml de milieu S DMEM{FlowJ.

Plusieurs techniques peuvent alors être utilisées pour la récupération

des cellules:

- Soit on place la rate dans un potter contenant 0,5 ml de milieu et on la

broie pour en extraire les cellules.

Cette technique bien qu'efficace est très traumatisante pour les cellules qui,

dans le cas d'une immunisation "in vitro "doivent être en parfait état pour

pouvoir supporter ensuite une culture de 5 jours en boite.
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- Soit on injecte à l'aide d'une seringue 5 ml de milieu à l'intérieur de la

rate qui gonfle puis laisse sortir son contenu.

Cette technique, qui comporte le risque d'éclatement de la rate, est peu

utilisée bien qu'elle permette de récupérer des splénocytes en bon état.

- Soit à l'aide de 2 pinces plates, on vide par pressions successives la

rate de son contenu la plus complètement possible. Cette méthode nous

semblant la plus simple a été adoptée pour toutes nos manipulations.

Après quelques instants nécessaires au dépôt des plus grosses

particules, la suspention de lymphocytes est aspirée à l'aide d'une pipette

appuyée perpendiculairement sur le fond de la boite.

La suspension est alors diluée dans 20ml de milieu et centrifugée à

800g, 5 minutes.

Le surnageant est éliminé et la même opération est renouvellée 1 ou 2

fois pour éliminer le maximum de particules de gros volume.

Enfin, le culot est repris dans 5ml de S DMEM additionné de 10% de

sérum de lapin.

2 - 2 - 3 - 2 - 4 Le milieu d'immunisation

Il se prépare ainsi:

- 15 ml de surnageant de thymocytes (TCM)

- 300 ul d'antigène dissous dans 10 ml de S DMEM et filtré

- 5ml de suspension de lymphocytes

Le mélange est incubé pendant 5 jours à 3TC, 8% de C02 et 95%

d'humidité

2 - 2 - 3 - 2 - 5 Le milieu d'immunisation "enrichi"

BOSS ( 1986) et ERICH et al.( 1989) ont observé un meilleur rendement

d'immunisation en utilisant un milieu enrichi par un glycopeptide qui joue le

rôle d'adjuvant : le N acétylmuramyl- L-alanyl D. isoglutamine (MDP

Calbiochem 110125). Nous avons testé ce milieu dont la composition est la

suivante:
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2 - 2 - 3 - 3 L'immunisation mixte

Nous avons également, procédé à des immunisations mixtes selon 'Ie

principe de BORREBAECK (1989) c'est· à . dire une immunisation classique

"in vivo "suivie d'une immunisation "in vitro".

Sur une souris Balb / C de 4mois 100 }JI d'antigène sont injectés par

voie intrapéritonéale selon la technique décrite au paragraphe 2-2-2-4.

17 jours plus tard, les lymphocytes (environ 108) déja stimulés sont

récupérés et mis en contact pendant 5 jours dans le mélange suivant:

- 15 ml de S DMEM

- 0.5 ml de sérum de lapin

- 15 ml de milieu rCM

- 600jJI de MDP

- 300}J1 d'antigène
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2 - 3 LA FUSION CELLULAIRE

2 - 3 - 1 La culture des cellules de myélomes

Pour toutes les fusions nous avons utilisé la même souche de myélome

qui nous a été confiée par le Professeur Bazin ( Université Catholique de

Louvain Bruxelles). Cette souche appelée PIAO est une lignée de myélome

de souris non sécrétant.

Le succès d'une fusion et son rendement sont étroitement liés à la

bonne viabilité et à la croissance exponentielle de la culture du myélome

parental (LEBACQ- VERHEYDEN et al. 1983).

Dix jours avant la fusion, la souche de myélome est mise en culture dans du
RPMI + 10% SVF dans une boite de 25 cm2 à une concentration de 5.104

cellules / ml.

Chaque jour, les cellules sont comptées à l'hémacytomètre (moyenne

de trois comptages) , le culot de centrifugation est remis en suspension dans

du milieu neuf à la concentration cellulaire de départ.

Après trois passages en boite, les cellules sont placées en flacon

spinner contenant de 150 à 250 ml de milieu et leur temps de doublement est

calculé selon la formule:

T = 1 / r (en heures)

Où T est le temps de génération ou de doublement

r est le taux de croissance

Si on part de l'hypothèse que les cellules sont en phase

exponentielle, on peut dire que

Xt = 2n . Xo

xt étant le nombre de cellules au temps t

n le nombre de générations

xo le nombre de cellules au temps 0

et 2 puisqu'il sagit d'un doublement

n = r.t = taux de croissance x temps de l'expérience
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---> xt = 2 rt xo

---> r =3,322 / t (log xt • log xO)

Le temps de doublement T en heures est égal à 1/r

Pour la souche de myélome, quand le temps de doublement est

compris entre 14 et 16h pendant 3 à 4 jours, il est alors possible de fusionner.

2 • 3 - 2 Les différents modes de fusion

2 - 3 - 2 - 1 La fusion au PEG

Quelque soit la technique d'immunisation "in vivo "ou "in vitro" ,nous

avons adopté une seule technique de fusion utilisant comme agent

fusionnant le polyéthylène glycol.

3 - 2 - 2 - 1 - 1 Préparation des macrophages

Pour assurer aux cellules fusionnées les meilleures conditfons de

croissance, il est fortement conseillé de les mettre en présence de cellules

nourricières ( feeder ceIls ). Nous utilisons des macrophages péritonéaux.

Les macrophages sont une source supplémentaire de facteurs de

croissance. De plus, il semblerait qu'ils diminuent la toxicité du plastique des

flacons de culture et qu'ils soient capables d'éliminer en partie les cellules

mortes.

Ils sont obtenus à partir d'une souris tuée par dislocation cervicale.

Après dégagement de la peau de l'abdomen, 5 ml de MEM froid et sans

sérum, sont injectés dans la cavité péritonéale en veillant à ne pas perforer

l'intestin, ce qui serait source de contamination.

;. Aprés massage de l'abdomen, 3 à 4 ml de milieu sont récupérés et

rJ... tranférés dans un tube stérile afin de centrifuger la suspension à 800 g
---pendant 5 minutes.
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Le surnageant est éliminé et le culot, après comptage des cellules

nuclées à l'hémacytomètre, est dilué jusqu'à une concentration de 5 104

cellules / ml et distribué à raison de 10Cf' par puits dans des plaques de 96

puits (COSTAR). Cette manipulation est généralement réalisée la veille de la

fusion.

2 - 3 - 2 - 1 - 2 Préparation du PEG

Placer dans un flacon de 100 ml autoclavable

- 5 g de PEG 4000 (9727 Merck)

- 7 ml de PBS

- 1 ml de DMSO (2950 Merck)

Chauffer jusqu'à dissolution complète au Bain-Marie à 50·C

Autoclaver 15 min à 120·C ou filtrer à 0,22 jJm

Stocker à 3TC 2 mois maximum.

2 - 3 - 2 - 1 - 3 Préparation du milieu de fusion

Le milieu de fusion appelé DMEM C (conditionné) est composé comme

suit:

à 500 ml de DMEM (Gibco 041-1965) sont ajoutés

- 10% de SVF

- 2% de HAT

- 2mM de glutamine

- 5 ml d'acides aminés non essentiels 100 x (043-1140 Gibco)

- 5 ml de pyruvate 100 mM (043-1360 H Gibco)

- 100jJ9 de streptomycine / ml

- 100 UI de pénicilline / ml
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2 - 3 - 2 - 1 - 4 La fusion

D'une part la rate de la souris est prélevée et les splénocytes sont

récupérés comme décrit au paragraphe 2-2-2-5-3.lIs sont comptés à l'aide

d'une cellule de Thoma.

Une rate de souris contient environ 108 lymphocytes, mais seul un

dénombrement exact permet ensuite d'établir un rapport précis entre

lymphocytes et myélomes, rapport qu'il est nécessaire de respecter pour

assurer un bon rendement de fusion.

D'autre part la suspension de myélomes est elle aussi comptée et en

fonction de sa concentration, un certain volume est prélevé de façon à se

trouver dans un rapport de 1 cellule de myélome pour 5 lymphocytes.

Chaque suspension cellulaire est lavée trois fois par du milieu MEM et

--centrifugée-à-800 g pendant~5-minutes.

Les culots sont repris par 12,5 ml de ce même milieu chauffé au

préalable à 3TC, puis sont mélangés. Après une nouvelle centrifugation, les

25 ml de surnageant sont éliminés et le culot contenant le mélange

myélomes- lymphocytes est séché par retournement sur un papier absorbant

Il est ensuite décollé à l'aide d'une pipette pasteur à pointe rodée et

soudée et 1 ml de PEG à 3TC lui est ajouté goutte à goutte en agitant

doucement le tube durant 90 secondes très précisément. Il y a alors

formation d'aggrégats que l'on dissocie par ajout de 2 ml de milieu MEM en

90 secondes, puis de 20 ml en 4 minutes. Une nouvelle centrifugation est

encore réalisée, toujours dans les mêmes conditions. Le surnageant est

éliminé.

A ce moment, les cellules qui ont commencé à fusionner, sont

resuspendues délicatement dans 10 ml de milieu MEM C+ 2% de HAT puis

rediluées dans la quantité nécessaire de ce même milieu pour se trouver à

une concentration finale de 2 106 cellules par puits.
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La suspension est alors distribuée grâce à une pipette multicanaux à

raison de 100 ul par puits dans les plaques contenant déjà 100 ul de

suspension de macrophages distribuée la veille.

A cette étape, il est possible d'observer au microscope les cellules

fusionnnées ou en cours de fusion (Figures 28 et 29).

Les plaques de 96 puits sont placées les unes à côté des autres dans

l'incubateur réglé à 8 % de C02, pendant 3 jours. Il est alors préférable de ne

pas les toucher et de ne pas ouvrir l'étuve. Au troisième jour, le maximum de

milieu (environ 150 ul) est remplacé en prenant garde de ne pas toucher les

cellules qui se sont déposées au fond des puits, puis les plaques sont

replacées à l'étuve pour 2 jours encore.

Le milieu de culture est alors supplémenté en HAT pendant une

quinzaine de jours puis en HT jusqu'au 4 ème ou 5 ème clonage.

2 - 3 - 2 - 2 L'électrofusion

Les essais d'électrofusion ont été réalisés avec un électropulseur à

simples impulsions ( R2820 Apelex ) relié à une cuve de type cuve de

spectrophomètre qui tient lieu de chambre de fusion.

Les splénocytes sont récupérés de la même façon que lors de la

fusion au PEG puis lavés dans 10 ml d'une solution de NH4CI qui va détruire

les globules rouges.

Les lymphocytes sont alors comptés et mélangés à une suspension de

cellules de myélome dans un rapport de 1 cellule de myélome pour 5

lymphocytes. Le mélange est lavé 2 fois dans un tampon contenant
- 0,213 g / 1 de Na2HP04

- 0,068 g / 1de KH2P04

- 93,1 g / 1de saccharose

puis repris dans 6 ml de ce même tampon et répartis dans les cuves de

fusion à raison de 300ul par cuve.

Une rate de souris contenant environ 1x1 08 lymphocytes, est mise en

contact avec 2x1 07 cellules de myélomes. On estime, dans ces conditions, à

6x106 le nombre de cellules dans chaque cuve.
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Figure 28: cellules de myélomes et lymphocytes en fusion ( grosssissement * 200)

Figure2 9:cellules de myélomes et lymphocytes en fusion ( grossissement * 400)
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Plusieurs essais ont été réalisés en faisant varier différents paramètres

c'est à dire:

3,4 ou 5 impulsions de 3,5 ou 4 KV / cm espacées de 1, 5, 9 secondes.

Immédiatement après ces impulsions, 1"ml de milieu de post fusion est ajouté

délicatement pour ne pas dissocier les cellules en fusion

La composition de ce milieu est la suivante:
- 1,065 g / 1de Na2Hp04

- 0,340 g / 1de KH2P04

-7,715 g / 1de NaCI

- 0,596 g / 1de KCI

Les cuves sont alors placées à 37"C pendant 30 minutes puis leur

contenu est récupéré, centrifugé 5 minutes à 800g. Le surnagenat est éliminé

et le culot de cellules fusionnées est repris dans 2 ml de milieu RPMI + 10%

de SVF et 1% de HAT ~t déposé dans des plaques de 24 puits contenant

3x1 04 cellules de macrophages dans 1 ml de milieu.

La concentration finale dans les puits est donc de 3x106 cellules

fusionnées.

Les plaques sont alors replacées à l'étuve à 3TC, 95% d'humidité et 8% de

C02·

2· 4 LA SELECTION DES HYBRIDOMES

Au cinquième jour de la fusion une première lecture au microscope est

effectuée avant le premier changement de milieu. Cette lecture est

fondamentale car elle permet de repérer les puits où les cellules ont poussé.

De plus, il est encore possible de distinguer les différents clones en formation

(Figure 30).

Au septième jour ou huitième jour, une dernière observation au

microscope permet de sélectionner les puits contenant des cellules ayant

poussé rapidement (clones de grande taille). Les surnageants de ces puits

vont être testés par une méthode ELISA au dixième jour.
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Figure 30 : Clone observé au microscope (grossissement x 200) 8 jours

après la fusion.

2 - 4 - 1 Le test ELISA

2 - 4 - 1 - 1 Les réactifs

- 11:2 -

• PBS NaCI

KCI
Na2P04 2 H20

K H2P04 11 H20

H20

8g

0,200 g
1,440 g

0,200 g

QSP 11

* Immunsérum de chèvre anti-lgG de souris réf. 4140 Tago

* Immunsérum de chèvre anti-lgG de soursi marqué à la péroxydase

réf. 6440 Tago

* BSA (Sigma) en solution à 2 % dans du PBS

* Tampon phosphate pH 6 0,1 M



* Tampon carbonate pH 9,6 0,1 M

* Substrat servant à révéler l'activité péroxydasique :

TMB (3, 5, 3', 5 Tetra méthylbenzidine) réf. 8622 Merk à préparer

extemporanément à raison de 10 mg dans 10 ml de DMSO.

2 - 4 -1 - 2 Mode opératoire

- Fixation de l'antigène sur les microplaques :

*Dilution de l'immunsérum de chèvre à raison de 20 pl dans 100 JJI de

tampon carbonate pH 9,6 et répartition dans les plaques à raison de

100yi par puits.

*Incubation une nuit à 4°C.

*Rinçage des plaques par du PBS (3 lavages).

- Saturation des sites non spécifiques:

*Répartition de 100}JI par puits d'une solution de BSA à 2 % dans du

PBS.

*Incubation une nuit à 4oC.

*Elimination de la BSA par retournement des plaques.

- Réaction Antigène-Anticorps:

*Dépôt de 100 }JI de surnageant par puits.

*Incubation 2 h à 3TC.
*Lavage 5 fois au PBS Tween (à 1%).

*Ajout de 100 }JI de l'immunsérum marqué à la péroxydase (dilué à

1/1000 dans du PBS Tween).

*Incubation 1 h à 3TC.
*Lavage 5 fois au PBS Tween puis 1 fois avec le tampon phosphate pH

6.

*Essorage de la plaque par retournement sur papier absorbant.
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- Révélation du complexe Antigène-Anticorps:

*Dilution de la solution TMB dans le DMSO à raison de 100 ul dans '10

ml de tampon pH 6 + 4 ul de H202 à 110 volumes,

*Répartition de cette solution à raison de 100 ul par puits.

*Après 10 min d'attente, bloquage de la réaction par 25 ul de H2S04

9N.

*Lecture des densités optiques sur un lecteur de microplaques (à 450

nm pour le TMB).

2 - 4 - 1 - 3 Remarques

Juste après la fusion et pendant les cinq clonages qui suivront, on se

place en système ELISA spécifique, c'est à dire que les puits sont "coatés"

avec l'antigène utilisé pour l'immunisation. Ceci permet de s'assurer qu'on a

bien des anticorps monoclonaux spécifiques. Après 4 à 5 clonages, les

autres mesures de sécrétion utiliseront un système aspécifique, c'est à dire

que les puits seront "coatés" avec des Ig anti immunoglobulines de souris

( Figure 31).

2 • 4 • 2 Le clonage

2 - 4 - 2 - 1 Principe

D'une façon générale, le clonage permet de sélectionner des cellules à

l'intérieur d'une population cellulaire hétérogène. Le critère de sélection peut

être:

- soit la rapidité de croissance

- soit la sécrétion d'une protéine particulière.

Dans notre cas, il s'agit de sélectionner les cellules en fonction de leur

sécrétion d'immunoglobuline afin d'obtenir un anticorps monoclonal.

Nous utilisons une méthode de dilution limite où les cellules sont

déposées dans des plaques de 96 puits à raison d'une cellule par puits.
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2 - 4 - 2 - 2 Protocole de la méthode de dilution limite

Le jour du clonage, les cellules sont comptées (3 comptages) à la

cellule de Thoma. A partir de ce dénombrement (x 104/ml) des dilutions

successives sont réalisées afin de distribuer dans la plaque de 96 puits.

Théoriquement: 100 cellules dans les 8 puits de la 1ère rangée verticale

10 cellules dans les 8 puits de la 2ème rangée verticale

1 cellule dans les 80 puits restants.

Les deux premières rangées servent à la sauvegarde des cellules en

cas d'erreur de manipulation ou de difficu,lté de reprise des cellules. C'est

dans les 80 puits que se fera la recherche des puits ne comportant qu'un seul

clone. Il est généralement estimé qu'un clonage est réussi lorsque 60 à 70 %

des puits comportent un clone et un seul.

2 - 4 - 2 - 3 Clonage après fusion

Lors de ces clonages, il faut favoriser au maximum la pousse cellulaire.

Ils sont effectués en présence de 3 à 5 103 cellules de macrophages déposés

dans chaque puits ( 100jJ1) la veille de la manipulation.

Le résultat du premier ELISA suivant la fusion permet de sélectionner

les 10 puits correspondant aux cellules les plus sécrétantes.

10 jours après le premier clonage, 10 plaques correspondant chacune à
un puits sélectionné à partir du test ELISA, sont observées au microscope et

tous les puits ne présentant qu'un seul clone sont retestés par un nouvel

ELISA

A nouveau, les 10 clones les plus sécrétants, sont choisis pour être

reclonés.

Après 5 tests ELISA et 4 clonages, le clone ayant gardé au cours du

temps ( toutes ces manipulations s'effectuent sur 6 à 8 semaines) la

meilleure sécrétion est choisi pour la fabrication en masse de l'anticorps

monoclonal. Toutefois, il est prudent, lors de chaque sélection, de congeler 2
ou 3 clones ayant des sécrétions intéressantes car on n'est jamais à l'abri d'

une contamination ou d'une perte de sécrétion.
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2 • 5 La sauvegarde des hybridomes

2 • 5 • 1 La congélation

Cette étape est difficile à supporter pour les cellules. Elles y subissent

en effet:

- un choc thermique,

- une déshydratation qui entraîne une augmentation de leur

concentration saline,

- une chute du taux de protéines externes qui jouent le rôle d'agent

protecteur,

- une variation de pH,

- et surtout un phénomène de surfusion au moment de l'apparition

des premiers cristaux.

Il faut donc diminuer au maximum ce temps de surfusion en augmentant

la vitesse du refroidissement à ce moment précis. Pour obtenir une bonne

congélation, il est conseillé de descendre la température de

* 1° C / min de + 4°C à - 45°C,

* 2, 5° C / min jusqu'à - 75° C,

puis de laisser les cellules à cette température quelques heures et de les

transférer dans l'azote liquide à - 196°C. (Ceci n'est réalisable qu'avec des

systèmes de congélation programmables.)

En pratique, les cellules sont centrifugées, le culot est repris dans du,
milieu de culture supplémenté en SVF de telle sorte que l'on ait 5.105 cellules

/ ml, ce qui est considéré comme la concentration optimale. On ajoute alors

un mélange DMSO - SVF ( 1V / 4V) goutte à goutte en agitant le tube dans la

glace pilée.

La suspension est alors répartie dans des cryotubes de 1 ml qui seront

déposés soit :

* dans une boite spéciale appelée cryofreeze (POLYLABO - réf. 22470)

contenant de l'alcool isopropylique. Celle-ci sera ensuite placée quelques

heures à-80° C (selon le fournisseur, l'alcool permettrait la descente

graduelle de 1° C / min). Les tubes seront alors transférés dans un container

d'azote liquide à - 196°C.
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* dans un appareil de congélation (Nicool 416) comportant une

programmation électronique de la température étalonnée au préalable pour

chaque type cellulaire. Cet appareil relié à une bonbonne d'azote liquide

permet la descente en température jusqu'à - 196
0

C.

Les cryotubes seront ensuite transférés dans leur container (BT 

CFPO).

2 • 5 • 2 La décongélation

La décongélation doit être réalisée très rapidement à cause de la

toxicité à température ambiante du cryoprotecteur qu'est le DMSO. Pour cela,

les cryotubes sont sortis de l'azote liquide et immédiatement plongés dans un

bain-marie à + 3T C jusqu'à complète décongélation.

Les cellules sont diluées dans 20 ml de RPMI complémenté et

centrifugées 5 min à 800 g.

Le surnageant est alors éliminé et le culot est resuspendu dans les 20

ml de milieu contenant la suspension de macrophages qui augmente le

rendement de la reprise des cellules. Les hybridomes sont répartis à une

densité d'environ 5 104 cellules/ml dans des flacons de culture de 25 cm2.

Les flacons de culture sont placés debout dans l'étuve pendant 2 jours.

Lorsque les cellules sont à confluence dans le fond du flacon, 10 ml de milieu

sont éliminés et le flacon peut alors être couché dans l'étuve jusqu'au

repiquage dans de nouveaux flacons.

Le fait de resuspendre les cellules dans 20 ml de milieu permet une plus

grande dilution du DMSO toxique. Le maintien de la boite debout facilite la

reprise de la croissance car les cellules sont moins dispersées.
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2 • 5 • 3 Le passage en ascite

2 - 5 - 3 - 1 Protocole

Le passage en ascite peut être pour un clone la possibilité de le

sauvegarder ou même de le débarrasser d'une contamination bactérienne ;

c'est aussi le moyen de produire des antic<3rps monoclonaux "in vivo". Il est

réalisé sur des souris Balb / C ou hybride F1 Balb / C - C 57.

La souris reçoit, au moment de l'injection de cellules ou mieux 8 à 10

jours avant, 0,5 ml de Pristane (2, 6, 10, 14, Tétraméthyl pentadécane) en

intrapéritonéal. 1. 107 cellules environ sont injectées dans la cavité

péritonéale. 1 à 5 semaines plus tard, la tumeur ascitique se développe ,

l'abdomen de la souris grossit.

Pour extraire le liquide d'ascite on introduit dans la cavité péritonéale

une aiguille 16 G sur environ 1 cm . Le liquide qui s'écoule est récupéré dans

un tube. Un massage de l'abdomen facilite l'écoulement.

Ce prélèvement est généralement effectué 3 fois avant que la souris soit

sacrifiée.

2 - 5 - 3 - 2 La congélation des liquides d'Ascite

Les liquides d'ascite étant prélevés en plusieurs fois, il est conseillé de

les stocker avant leur utilisation en ayant pris soin auparavant de les

préserver d'une dégradation de l'anticorps par des enzymes et de la

prolifération bactérienne. Pour ce faire, nous utilisons la technique

MANOUVIER et al. (1989).

2 - 5 - 3 - 2 - 1 Réactifs

* L'inhibiteur d'enzymes utilisé est du Phénylméthylsulfonylfluoride (P M

S F )MERCK ref 7349 en solution à raison de 0,40 mg / ml dans de l'éthanol

* l'agent bactériostatique est du Thimérosal (éthylmercurithiosalicylate

de sodium, SIGMA T 5125) en solution à 0,1 % dans l'eau.
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2 - 5 - 3 - 2 - 2 - Protocole

· Ajouter par millilitre d'ascite 30}J1 de thrombine (Roche) à 100 unités

par millilitre.

.Placer quelques instants au bain-marie à + 3T C, le temps de la

formation d'un coagulum.

· Attendre 30 min à température ambiante

· Centrifuger 10 min à 25 000 g

· Récupérer le surnageant et lui ajouter:

- 20 }JI de PMSF

- 10}J1 de thimérosal par millilitre d'ascite.

· Congeler à - 20· C ou à - 80· C.

2 - 6 - LA MULTIPLICATION DES HYBRIDOMES "IN VITRO"

2 - 6 -1 La culture en spinner

Lorsque 2 à 3 flacons de culture de 25 cm2 sont à confluence, il est

possible de passer les cellules dans un système agité où elles poussent plus

facilement puisqu'elles se trouvent en contact permanent avec le milieu.

Deux types de cultures peuvent être réalisés:

* Le système dit de récolte recharge décrit dans le § 2-1-3-3-5

* Le système dit en"batch" où la culture est réalisée sur 5 à 6 jours.
1

Au jour JO le spinner contenant 150 ml de milieu est ensemencé à une

concentration de 5.104 cellules/ml.

Chaque jour un comptage des cellules est effectué à l'hémacytomètre et

un échantillon de 10 ml est prélevé pour y réaliser (après centrifugation)

l'analyse de différents paramètres. Le culot cellulaire de l'échantillon est

suspendu dans 10 ml de milieu neuf et replacé dans le flacon.

La pousse cellulaire est moins rapide que lors d'une culture en récolte 

recharge car le milieu s'épuise assez vite et les éléments toxiques

s'accumulent. Mais la consommation de milieu- est nettement réduite et les
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anticorps sont accumulés dans un volume restreint ce qui facilite leur

purification ultérieure.

Le choix de l'une ou l'autre technique dépend du but que l'on s'est fixé.

2 • 6 • 2 La culture en bioréacteur

La capacité des spinners étant limitée à 250 ou 300 ml maximum, pour

une production plus importante, il est nécessaire d'adopter un système plus

sophistiqué appelé bioréacteur ou cytoculteur (figure 32).

Figure 32 : Cytoculteur CETRIC
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2 - 6 - 2 - 1 Description du système

Le bioréacteur mis au point dans notre laboratoire est placé sous une

hotte à flux laminaire horizontal. Il est en fait composé de deux éléments :

· le cytoculteur proprement dit constitué d'une cuve de verre de 2 litres

de volume utile, maintenue à + 37·C, reliée à un système de régulation; le

milieu de culture ( 1,2 1) y est agité en permanence à 60 tours/min et régulé
au niveau du pH, du taux d'oxygène, de C02 et de la température.

· le réacteur est constitué d'un cylindre de verre contenant une mousse

de polyéther entouré d'une jaquette où circule en permanence de l'eau

thermostatée à + 3T C. Les cellules sont ensemencées dans la mousse.

Les circulations du milieu se font au moyen de pompes péristaltiques.

· Une pompe double permet le renouvellement du milieu : arrivée

continue de milieu neuf et prélèvement du même volume de milieu usé;

· une autre pompe alimente les cellules du réacteur de bas en haut avec

du milieu régulé qui repart ensuite dans le cytoculteur.(Figure 33) .

Figure 33: Schéma de montage du système.
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2 - 6 - 2 - 2 Les régulations dans le cytoculteur

Un système électronique de mesure et de contrôle (SGI - Toulouse)
assure les régulations suivantes: (Figure 34 )

FIGURE 34 : Système de régulation des différents paramètres

- maintien de la température à + 37' C par l'intermédiaire d'un courant

d'air chaud envoyé dans la jaquette et d'une "aiguille" d'eau froide plongeant

dans le milieu.

- maintien du pH à 7,3 par l'intermédiaire d'un mélange N2/C02 stérilisé

par filtration à O,22]Jm avant son arrivée à la surface du milieu.

- maintien d'une concentration en oxygène dissous à 60 % de saturation

en air du milieu grâce à une bouteille d'air médical stérilisé par filtration qui

barbote dans le milieu.

Chacun de ces trois paramètres est contrôlé en permanence par une

sonde ; le débit de renouvellement du milieu est réglé manuellement en

fonction de la concentration du glucose dosé chaque jour que l'on ne laisse

pas descendre en dessous de 1 gll.

La circulation du milieu dans l'éponge est de 500 ml/heure; le réacteur

ayant un volume de 250 ml, le milieu est renouvelé complétement deux fois

par heure.
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2 - 6 - 2 - 3 Démarrage d'une culture

2 - 6 - 2 - 3 - 1 Montage du système

Le cylindre de mousse de polyether est bouilli trois fois dans de l'eau

distillée pour éliminer les sels minéraux, les traces de catalyseur utilisé pour

la polymérisation de la mousse ainsi que tous les composés pouvant être

toxiques pour les cellules.

Il est ensuite placé dans son réceptacle de verre et autoclavé 20 min en

vapeur humide sous une pression de 1 bar. Les deux extrémités sont

fermées par des manchons en papier aluminium.

Le cytoculteur est lui aussi autoclavé dans les mêmes conditions après
l'avoir rempli d'un litre d'eau et y avoir fait plonger les sondes à 02 et à pH

préalablement étalonnées. Les orifices non connectés sont obturés comme

précédemment.

Les tuyaux reliant les divers éléments du montage sont en Norprène

usage alimentaire (MA8TERFLEX 6402-13 ou 14). Les connections se font à
l'aide de raccords "Luer" inox et de robinets trois voies. Le tout est autoclavé.

Le montage définitif s'effectue sous hotte à flux laminaire en prenant le

maximum de précautions.

L'eau est alors vidée et remplacée par du milieu de culture. Le système

fonctionne 24 heures pendant lesquelles les différents réglages sont affinés.

Toutes ces manipulations sont effectuées avec des mesures de stérilité

draconniennes car la moindre erreur peut provoquer une contamination qui

entraîne une perte de milieu conséquente et un travail de démontage, de

nettoyage, de remontage fastidieux.
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2 - 6 - 2 - 3 - 2 L'ensemencement

7,5 107 cellules, maintenues en phase exponentielle de croissance dans

un spinner, sont resuspendues dans 10 inl de milieu et injectées à l'aide

d'une seringue par le robinet trois voies placé au bas de l'éponge.

La circulation du milieu est:

· maintenue une demi· heure pour permettre aux cellules de se "nicher"

dans tout le volume de l'éponge,

· arrêtée pendant une demi heure afin qu'elles s'y positionnent,

· rétablie jusqu'à la fin de l'expérience à raison de 500 ml/heure.

2 - 6 - 2 - 4 Le suivi de la culture

Il se fait par l'intermédiaire de différents dosages effectués sur un

prélèvement quotidien: 12 ml environ sont prélevés chaque jour à heure fixe,

centrifugés, fractionnés en fonction des analyses. Certaines de celles-ci sont

effectuées le jour même (glucose, LDH, PAL). Les autres le sont à la fin de

l'expérience sur l'ensemble des milieux conservés à -20·C.

* Le taux de glucose qui permet la régulation du débit de

renouvellement du milieu dans le cytoculteur est réalisé par une méthode

enzymatique automatique utilisant le kit Merck 14 1041 à la glucose-oxydase

(appareil WAKO).

* La LDH utilisée comme marqueur de la mort cellulaire est dosée par

une méthode optimisée S.F.B.C grâce à un kit Biotrol A0300 - 9.

* La phosphatase alcaline, considérée comme un des marqueurs de la

croissance cellulaire, est dosée sur analyseur WAKO par une méthode

colorimétrique (kit Boehringer 415294).

Les dosages des autres constituants se font en fin d'expérience sur les

surnageants qui ont été congelés.
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* Les ions ammonium sont dosés par la méthode colorimétrique de

Berthelot après déprotéinisation.

* Le pyruvate est dosé par une méthode cinétique enzymatique ( kit

Boehringer 124.982).

* Le lactate lui aussi est dosé sur WAKO à l'aide de Kit BioMérieux ref.

611.92.

* La j3 glucuronidase est déterminée par un dosage photométrique

manuel selon la méthode de Glaser et Sly (1973).

* Les acides aminés sont quantifiés après passage sur résines

échangeuses d'ions, grâce à un analyseur Beekman 7000.

Tous ces dosages sont réalisés pour le suivi d'un bioréacteur à cellules

fixées ou pour les études comparatives des différents substituts de sérum

que nous effectuons en flacons spinner.

* Les taux d'anticorps monoclonaux présents dans le surnageant de

culture, sont déterminés par une technique ELISA décrite au paragraphe 2 

4 - 1 - 2.

Après lecture des densités optiques sur un lecteur automatique de

plaques (Molecular Deviees), elles sont converties en co~centration

d'anticorps grâce à l'établissement d'une courbe étalon 0.0. = f (log (Ac)).

La courbe 35 a été réalisée avec un anticorps monoclonal purifié

MARK-3 Allotype Kappa 1 A réf. 2888 (laboratoire BAZIN) par dilutions

successives de la solution primaire à 1mg/ml.
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COURBE ETALON 01lg6
(Anti-Kappa 1a)
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Figure 35 : Courbe étalon permettant la quantification des anticorps

monoclonaux présents dans les surnageants de culture.

2 - 6 - 2 - 5 Le comptage des cellules

Lorsque l'on décide d'arrêter la culture, généralement un comptage des

cellules à l'intérieur de l'éponge est réalisé soit par:

- extraction simple des cellules,

- éclatement de ces cellules et récupération de leur noyau avant

numération

Pour l'extraction simple des cellules, il suffit de faire passer, après

vidange de l'éponge, du milieu de culture ou du PBS à grande vitesse de haut

en bas dans l'éponge: une bonne partie des cellules se décrochent.

Ensuite, l'éponge est mise à tremper dans du PBS et pressée dans au moins

trois bains successifs. Les différents milieux de récupération des cellules

sont"poolés" et les comptages sont réalisés. La valeur trouvée est toutefois

donnée par défaut par rapport au nombre réel des cellules.



L'autre technique consiste à faire. éclater les cellules par une solution

d'acide citrique 0,1 M. Pour cela, après récupération des 250 ml de milieu

contenus dans l'éponge (par vidange en ouvrant le robinet), on fait circuler 2 1

d'acide citrique pendant 1 heure en circuit fermé puis 1/2 heure à grande

vitesse robinet ouvert. L'éponge est ensuite passée dans 3 bains de PBS,

pressée à chaque passage et les noyaux (colorés par une solutio!1 de cristal

violet à 0,2 % dans l'acide citrique 0,1 M) sont comptés.

2 - 6 - 2 - 6 La répartition des cellules à l'intérieur de la

mousse

Afin de connaitre la répartition des cellules dans le réacteur en fin de

culture, une solution de liquide de Bouin est passée à l'intérieur de la mousse

pendant 1/2 heure, puis celle-ci est déshydratée par des passages successifs
de solutions à degré alcoolique croissant de 50 à 1OO~

La mousse contenant toutes les cellules est alors sortie délicatement de

son logement pour être incluse dans de la paraffine. Cette manipulation est

réalisée par le Laboratoire d'Anatomie Pathologie de "Hôpital de Brabois du

Prof. FLOQUET que nous remercions. Des coupes sont ensuite effectuées

sur la mousse incluse, colorées et fixées sur une lame de verre.

L'observation au microscope permet de distinguer les noyaux cellulaires

colorés en bleu par l'hématoxyline de Harris et les cytoplasmes colorés en

rose par l'éosine (Figure 36).
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Figure 36 : Répartition des cellules à l'intérieur de l'éponge

2 - 7 LA PURIFICATION DES ANTICORPS

2 - 7 - 1 Purification des liquides d'ascite

La purification des liquides d'ascite a été effectuée par chromatographie

d'affinité sur colonne de Lo-MK - 2 immobilisé. (Rat anti chaîne légère Kappa

de souris) au laboratoire du Professeur H. BAZIN (immunologie

expérimentale de l'Université catholique de Louvain à Bruxelles).

2 - 7 - 2 Purification des surnageants de culture

Les surnageants ont été purifiés au même endroit selon la même

technique après avoir été concentrés trois fois par ultrafiltration sur

membrane à seuil de coupure 10 000 Da.
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3 - RESULTATS - DISCUSSION

3 - 1 FABRICATION DE DIFFERENTES SOUCHES D'HYBRIDOMES

Nous avons établi 3 souches stabilisées d'hybridomes sécrétant

respectivement les anticorps monoclonaux suivants:

- anti ~1 antitrypsine humaine (tAT)

- anti j3 lactoglobuline bovine (B lac)

- anti Hormone lactogène placentaire humaine.

La souche anti d-.1 antitrypsine a été détruite quelques mois après sa

stabilisation à cause d'une contamination mycoplasmique qui nous a obligé à

éliminer toutes nos cellules stockées en azote liquide. Nous n'avons donc pas

pu exploiter cet hybridome.

La souche anti B lactoglobuline a permis à un chercheur de notre

laboratoire (Madame F. MATI) de travailler sur les récepteurs de cette

protéine et d'en étudier les épitopes.

La souche anti-hormone lactogène placentaire a été utilisée par un

chercheur (Monsieur H. MAAZOUZI) pour mesurer l'activité facteur de

croissance de cette protéine et d'en étudier les épitopes et le mécanisme

d'action.

Nous travaillons toujours sur ces lignées pour effectuer des études du

métabolisme cellulaire ainsi que des essais de détoxification du milieu de

culture (diminution du taux d'ammoniaque) en bioréacteur, en vue d'optimiser

la production d'AcMe.

3 - 1 - 1 Fabrication d'hybridomes anti 1 antitrypsine

6 souris femelles Balb C ont été immunisées à 3 semaines d'intervalle

par 250 ug d' 0\ 1 antitrypsine en présence d'adjuvant complet de Freund

(ACF).

- 2 mois après la dernière injection, le taux d'anticorps des différentes

souris a été contrôlé après prélèvement sanguin.3 nouveaux rappels de 300
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)-Ig sont alors réalisés sur la souris la mieux immunisée en présence

d'adjuvant incomplet (IFA).

- Le lendemain du 3ème rappel, la fusion des lymphocytes de la rate a

été réalisée avec des cellules de myélomes dans un rapport d'une cellule de

myélome pour 10 lymphocytes. Les cellules ont été distribuées à raison de

2,8.105 cellules par puits dans 10 plaques de 96 puits en présence de

macrophages.

- Après 9 jours, 18 % des puits présentaient un ou plusieurs clones.

- Au premier test ELISA, 40 % de ces puits testés donnaient une 0.0.

supérieure à 0,3.

- Les cellules des 16 puits les plus positifs ont été clonées.

- A l'observation microscopique, 430 puits issus de ces clonages

présentaient un ou deux clones (28 %). Après le test ELISA n° 2, 275 d'entre

eux (64 %) avaient une 0.0. > 0,200.

- Les 8 puits les plus sécrétants ont été alors sélectionnés et 8

nouveaux clonages ont été réalisés. Après lecture de ces clonages et

repérage des puits présentant cette fois un seul clone, le test ELISA n03

donnait 72,5 % de puits ayant une 0.0> 0,2.

- Les 5 puits les plus sécrétants ont été sélectionnés et 5 nouveaux

clonages nous ont alors permis d'obtenir 75 puits monoclonaux dont les 0.0.

étaient comprises entre 1,5 et 2.

Parallèlement à chaque clonage, les cellules ont été sauvegardées par

congélation et après le 3ème et le 4ème test ELISA, des injections de cellules

à des souris ont été effectuées afin d'obtenir des liquides d'ascite.

Les différentes étapes de cette manipulation sont résumées dans le

tableau 20 (Toutes les 0.0. exprimées, le sont toujours déduction faite, du

témoin négatif).
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congélation

Congélation des

20 plus sécrétants

~
Congélation

960 puits

~
172 puits présentant 1 prolifération cellulaire

(18 %)

+ELISA 1 sur les 172 puits
~r-------~

Congélation clonage n01 sur les 16 puits les plus sécrétants

S ° . ~ ,
ELI A n 2 sur 430 pUits presentant 1 ou 2 clones

~
clonage n° 2 sur les 8 puits les plus sécrétants

~ .

ELISA n° 3
~---~l~---·

Passage en ascite du clonage n° 3 sur les 5
clone le plus sécrétant puits les plus sécrétants

~
ELISA n° 4

_____--:..7...::.5..1:P:..::U:.:..::it.=..s..:.;aL-ya:.:.;n...:..;.June 0.0. > 1,5

P ~ . d S'I.l d 1assage en ascite u e ectlon u c one

clone le plus sécrétant le plus sécrétant pour la

suite de nos travaux

Tableau 20 : Résumé des différentes étapes de la fabrication d'hybridomes

antic\1 antitrypsine.

Lors de cette première fusion nous n'avons pas, comme dans toutes

celles qui suivent, un suivi précis des sécrétions car notre numérotation était

renouvelée lors de chaque clonage. Il ne nous a donc pas été possible de

suivre l'évolution individuelle de chaque clone mais nous avons tout de même

pu constater une augmentation graduelle des 0.0. qui sont passées de 0,2 à

2.



3 • 1 • 2 Fabrication d'hybridomes anti 13 lactoglobuline

La souche d'hybridomes anti ~ lactoglobuline que nous utilisons

couramment dans notre laboratoire a été obtenue par fusion au PEG après

immunisation "in vivo ".

3 - 1 - 2 - 1 Fusion après immunisation "in vivo"

3 - 1 - 2 - 1 - 1 Protocole

- 5 souris femelles F1 de 8 semaines ont été immunisées. Elles ont

reçu chacune 3 injections, à 3 semaines d'intervalle de 125 jJg de f3
lactoglobuline additionnée de 125)J1 d'adjuvant complet de Freund.

- 2 mois après la première injection la souris qui avait le taux d'anticorps

le plus élevé a été restimulée par 250 }lg de ~ lactoglobuline mélangé à 125

)JI d'adjuvant incomplet de Freund.

- 2 jours avant la fusion, les cellules de myélome PIAO ont été

cultivées en OMEM + 10 % SVF en flacon spinner et leur temps de

doublement a été estimé à 18 h.

- la fusion, en présence de macrophages, a été effectuée avec 1,2.108

lymphocytes et 3.107 cellules de myélomes. Les cellules fusionnées ont été

réparties dans 7 plaques de 96 puits à raison de 4,6.105 cellules par puits en

présence de milieu OMEM.

- 5 jours après la fusion, 58 % des puits présentaient un ou plusieurs

clones. A 7 jours, ce pourcentage était passé à 80 %.

- Un premier test ELISA nous a permis de déterminer que 10,4 % des

surnageants des puits avaient une densité optique supérieure à 0,2. Les

cellules des 8 puits les plus sécrétants (DO de 0,38 à 0,65) ont été clonées.

- Après 10 jours d'incubation, 55 % des puits présentaient un ou

plusieurs clones et 15 % d'entre eux n'en présentaient qu'un seul. Le test

ELISA n° 2 qui a suivi, nous a donné 71 % de puits dont le surnageant avait

une 0.0. supérieure à 0,2.
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- Les cellules des 8 puits les plus sécrétants (0.0. de 0,58 à 1,88) ont

été à nouveau clonées et certaines d'entre elles ont été congelées (clone 2

4).

- Après 1°jours, 62 puits à un seul clone sont repérés (à ce stade seuls

les puits à un seul clone sont pris en compte). 98 % d'entre eux donnaient

des 0.0. > 0,3 (ELISA n° 3)

Les cellules de l'un d'entre eux (clone 2-6-2) ont alors été multipliées et

injectées à des souris en vue d'une production d'ascite.

Les 1°plus sécrétants (0.0. > 1,5 à 1,9) ont alors subi un 3ème

clonage.

Un 4ème test ELISA, sur 84 puits ne présentant qu'un seul clone a

révélé que la 0.0. de 81 d'entre eux était supérieure à 1. Les 12 plus

sécrétants (0.0. > 1,6) ont été multipliés et congelés. Le plus sécrétant

d'entre eux a été multiplié et utilisé par F. MATI (thèse de Doctorat, 1992).

Ces différentes étapes sont résumées dans les tableaux 21 et 22.

Nous pouvons remarquer:

- Qu'à l'exception du 5-7-10-3, les 6 hybridomes les plus sécrétants sont

issus du puits qui présentait la plus forte sécrétion dès le départ (0.0. =
0,921 ).

- Le puits n° 2 (0.0. = 0,683) nous a permis d'obtenir 4 hybridomes
1

stables.

- Les puits n° 3 et 4 dont les 0.0. étaient peu différentes de celles du

puits n° 2 (0.0. = 0,649 et 0,646) ont perdu leur sécrétion dès le premier

clonage.

- Le n° 5 s'est maintenu jusqu'à la fin des clonages. Il est donc assez

périlleux de ne sélectionner que 2 ou 3 clones lors de chaque test ELISA.

La multiplication du nombre de clonages rend donc ce travail très lourd

et il est prudent de prévoir 3 mois entre le jour de la fusion et le moment où

l'on obtient un hybridome que l'on peut supposer stable, c'est-à-dire qui ne va

pas perdre sa capacité de sécrétion. De plus, on ne sait pas encore si les

clones obtenus sont des hybridomes différents, soit par le patrimoine
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,.

672 p'uits

+
520 puits pr~sentants une prolifération cellulaire

(80 %)

~
ELISA nOl sur 175 puits

~----------------C-l-O-n-a-g-e--n-O--l--s-u-r--l-;t8 plus sécrétants

cong~lation des 8 puits ~

ELISA nO 2 sur 56 puits présentant 1 ou 2 clones

+Clonage nO 2 sur les 8 plus sécrétants

~
ELISA nO 3 sur 62 puits ne présentant qu'un seul clone

i ~
~ong~lation des 8 puits
1

i

S~lection

"-----------:ssage en
de 10

Congélation des 3 plu

sécrétants

1

ICong~ latian

.ELISA

Clonage nO 3 sur les 10 plus sécrétants

t,
nO 4 sur 84 puits ne presentant qu'un seul clone

+
des 12 plus sécrétants

asdttdu clone 1.3~ "
Sélection du clone 1.3.

pour la suite de nos

travaux

Tableau 21 : Résumé des différentes étapes de la fabrication d'hybridomes

anti-J3 lactoglobuline apr~s immunisation "in vivd'.

*



ELISA 1 ELISA 2 ELISA 3 ELISA 4
DO DO DO DO

1 0,921 ~ 1.1 · 1~88 1 f-~1.1. 3 · 1,73 ~ 1.1.3.5 · 1,81· · ·
.. 1. 2 · 1,82 1. 2.8 : 1,65 ~ 1.2.8.4 : 1,83·

r 1.2.8.10 : 1,75

~ 1. 3 · 1,82 .. 1. 3. 6 : 1,68 ~ 1.3.6.1 · 1,88· ·
• 1.3.6.2 : 1,87

1. 3. 7 1,65 ~ 1.3.7.9 · 1,75: ·
~ 1. 4 : 1,73 r 1.4.5 · 1,72 1.4.5.6 : 1,80·

2 0,683 2.6 · 0,89 .. 2.6.1 · 1,89 .. 2.6.1.12 · 1,46.· · ·
2.6.2 · 1,82 .. 2.6.2.11 : 1,61·

... 2.6.4 : 1,72 "2.6.4.8 · 1,77·
2.6.9 1,62·

... . .

. 1,78: 2.6.9.7 :

3 0,649

4 0,646 4.5 : 1~18

5 0,643 ~ 5.7 : 0,82 ~ 5.7.10 · 1,50 ... 5.7.10.3 · 1,84· ·--

6 0,523

7 0,485 ... 7.8 : D,57

8 0,384

Tableau 22 : Evolution des sécrétions (exprimées en DO) au cours des différents clonages d'hybridomes anti-~ lactoglobuline. t-'
W



génétique, soit par leur anticorps sécrété, car aucune analyse genétique

et/ou immunologique n'a été réalisée pour caractériser les différents anticorps

produits.

A ce stade, il est à noter que les congélations effectuées aux différentes

étapes de cette expérience, si elles sont sécurisantes, ne sont pas très utiles

car les hybridomes nouvellement créés, si ils sont faciles à cultiver après

décongélation, perdent souvent leur pouvoir de sécrétion.

Par contre, les liquides d'ascites obtenus avec ces mêmes jeunes

hybridomes ont généralement des concentrations en anticorps importantes.

3 - 1 - 2 - 1 - 2 Incidence de la durée de /'immunisation et du

milieu de fusion

Cette fusion nous ayant donné de bons résultats, nous avons voulu

étudier l'influence du temps écoulé entre les premières immunisations et

l'injection de rappel. Nous avons donc travaillé sur le même lot de souris F1

femelles, mais en effectuant le rappel 7 mois après la première injection (au

lieu de 2 mois).

De plus, nous voulions savoir si le milieu de base de la fusion influait sur

son taux de réussite. Nous avons utilisé 2 souris et réalisé 2 fusions

simultanées, l'une en milieu RPMI et l'autre en milieu DMEM que nous avons

comparée avec la précédente réalisée 5 mois auparavant.

Nous avons pu établir le tableau comparatif n° 23 :
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Fusion n° 1

Rappel après 2 mois

en DMEM

Fusion n° 2

Rappel après 7 mois

en DMEM

Fusion n° 3

Rappel après 7 mois

en RPMI

% de puits présentant

une pousse cellulaire

80

76

72

% de puits dont le

surnageant possède

une DO> 0,2

11

13

16
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Tableau 23 : Comparaison des rendements de fusion en fonction du temps

d'immunisation et du milieu de culture.

Ces résultats font apparaitre que dans le même milieu (DMEM) une

différence de cinq mois entre les 2 rappels n'apporte pas de changement

notable au niveau du rendement de fusion tant au point de vue des puits

présentant une pousse cellulaire (76 % - 80 %), qu'au point de vue des puits

dits "positifs" c'est-à-dire dont le surnageant présente une 0.0. > 0,2 (13 % 

11 %).

Une souris bien immunisée le reste longtemps et une simple injection de

rappel permet d'obtenir une bonne réponse. Ces différences sont d'ailleurs

d'autant moins significatives que chaque souris réagit légèrement

différemment à une même dose d'antigène. Il est vrai que dans cette

expérience, nous n'avons pas comparé les' taux d'Ac présents avant le

rappel. Ces souris ayant déjà subi un prélèvement sanguin lors du choix de

l'animal à sacrifier pour la première fusion.

Nous avons donc effectué nos autres expériences avec une injection de

rappel environ 2 mois après la première immunisation.



Quant au milieu de fusion, les résultats étant là aussi comparables

(72 % contre 80 % pour la croissance et 16 % contre 11 % pour la sécrétion),

nous avons choisi de continuer nos fusions avec le milieu DMEM.

3 - 1 - 2 - 2 Fusion après immunisation "in vitro"

Notre souhait étant de réaliser des fusions après immunisations "in

vitro" , plus rapides et moins coûteuses en antigène, nous avons essayé tout

d'abord de déterminer la concentration optimale en antigène.

3 - 1 - 2 - 2 - 1 - Etude de la relation concentration en

antigène/nombre de puits sécrétants

Cette première étape, fondamentale pour la suite de nos travaux, a été

réalisée sur 3 souris femelles F1 (BalbC/C57) agées de 8 semaines.

Il fallait effectuer simultanément les 6 immunisations et les 6 fusions

dans des conditions parfaitement similaires en faisant varier uniquement la

quantité d'antigène.

Nous avons voulu couvrir en une fois un champ assez large et avons

choisi les concentrations suivantes: 0,01 ; 0,1 ; 1 ; 10 ; 20 et 50 ug/ml.

Après avoir sacrifié 3 souris, nous avons récupéré et poolé les

lymphocytes de leur rate et avons obtenu 3,6.108 cellules que nous avons

réparties dans 6 flacons (6.107 cellules par flacon).

Nous avons ajouté dans chaque flacon:

- 15 ml de "milieu thymocytes"

- 15 ml de SDMEM

- 0,5 ml de sérum de lapin

- et l'antigène à différentes concentrations.

Après 5 jours d'immunisation dans l'étuve à 8 % de CO2 et à 3TC , les

lymphocytes ont été comptés et fusionnés avec les cellules de myélomes.

Après 5 jours de culture "in vitro" le taux de viabilité des lymphocytes était

seulement d'environ 50 %.
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Les cellules fusionnées ont été réparties en plaque de 96 puits, en

présence de macrophages, à une densité d'environ 2.105 cellules par puits.

Après 7 jours d'incubation, les puits présentant une pousse cellulaire ont

été repérés et le test ELISA effectué au 10ème jour. Les résultats de ces

différentes fusions sont rassemblés dans le tableau 24 :

Concentration en Puits présentant % age 0.0. du puits
1

1

Ag en jJg/ml une pousse puits sécrétants le plus sécrétant
,

1cellulaire en % 1puits testés 1

1

0,01 38,5 4,4 0,25

0,1 41,7 15 0,27

1 31,2 70 0,31

10 37,3 80,5 0,30

20 38,4 0 0

50 19,8 0 0

Tableau 24 : Pourcentage de réussite d'une fusion en fonction de la dose

d'antigène utilisé pour l'immunisation "in vitro ".

" est donc à noter que, mis à part la concentration de 50 }Jg/ml qui

semble diminuer le rendement de fusion, de 0,01 et 20 ]Jg/ml d'antigène le

pourcentage de puits contenant des clones est tout à fait comparable.

Par contre, il semble clair que la concentration optimale pour obtenir un

maximum de puits sécrétants soit comprise entre 1 et 10 jJg/ml pour cet

antigène. Nous utiliserons donc pour la suite de nos travaux la concentration

de 8 jJg/ml de ~ lactoglobuline.
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Cette étude n'a pas été poursuivie au-delà puisque nous avions déjà

stabilisé une souche d'hybridome anti B lactoglobuline. Par contre, le clone

ayant une 0.0. à 0,315 a été multiplié et les cellules injectées à une souris.

Après 6 jours, un liquide d'ascite s'est développé mais s'est révélé négatif lors

du test ELISA. Il est probable que les cellules n'étaient pas suffisamment

"stabilisées" et qu'elles ont perdu rapidement leur pouvoir de sécrétion.

3 - 1 - 2 - 2 - 2 Première fusion après immunisation "in vitro"

Notre première fusion après immunisation "in vitro" a été réalisée sur

une souris femelle F1 de 10 semaines.

Les cellules de la rate ont été placées dans un flacon de 75 cm2 en

présence de 15 ml de milieu thymocyte, 10 ml de milieu SDMEM, 2,5 % de

sérum de lapin et 200 ug de B lactoglobuline filtrée (8 ug/ml).

Après 5 jours d'incubation à 3TC, 8 % de C02, les lymphocytes ont été

dénombrés : 5.107 (une rate contenant au moins 1.108 lymphocytes, on

constate une perte de 50 % après 5 jours de culture "in vitro ")

Ils ont été fusionnés avec 2,5.107 cellules de myélomes (dont le temps

de doublement était de 16,6 h) et répartis dans 5 plaques à raison de 1,5.105

cellules par puits et placés à 3TC, 8 % de CO2.

Après 6 jours de culture, 30 % des puits présentaient une pousse

cellulaire (au lieu de 80 % après immunisation "in vivo "). Ils ont été testés par

un test ELISA.

Les étapes suivantes sont les mêmes que lors de la fusion après

immunisation "in vivo" :

- 6 clonages ont été effectués sur les 6 puits ayant une sécrétion> 0,2

0.0.

- Après le 2ème test ELISA, 6 nouveaux clonages ont été réalisés sur

les 6 puits présentant une 0.0. > 0,1.

- Au 3ème clonage, tous les puits avaient perdu leur sécrétion.

Les tableaux 25 A et 25 B relatent le suivi du travail et l'évolution des

sécrétions. Le principe de la dénomination des clones reste le même que

précédemment.
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480 puits

144 puits présentant un}pousse cellulaire (30 %)

~
______E_L_IS_A_n_o_1_s_ur les 144 puits

~ ~
Congélation de 6 puits présentant une 0.0. > 0,2 (4 %)

3 puits (3-4-5) ~

6 clonages

~
ELISA n° 2 sur 162 puits "positifs" (28 %)

1
6 puits ayant une 0.0. < 1

~--~-î

Restimulation des 6 clonages

clones 2-2 et 4-5 ~
ELISA n° 3 négatif

Tableau 25 A : Résumé du suivi de la fusion après immunisation "in vitro".
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ELlSAn· 1 ELISA n' 2 ELISA n· 3

0.0. 0.0. 0.0.

1 0,91

2 0,55 2.1 · 0,24 '0·JI"

~ 2.2 0,21 °... 2.4 · 0,14 °
3 0,50.

4 0,22. 4.3 · 0,15·JI"

--r 4.5 · 0,14 °~ 4.6 0,11 °
5 0,20.

6 0,19

Tableau 25 8 : Evolution des sécrétions au cours des différents clonages lors

de la fusion après immunisation "in vitro".

La comparaison de 2 fusions, l'une après immunisation en '"in vivo" et

l'autre "in vitro" est assez intéressante.

- Le pourcentage de puits présentant une pousse cellulaire passe de

80 % à 30 %.

- De plus 4 % seulement de ces clones (2 et 3) sont sécrétants (contre

10 à 16 %).

- Après le premier clonage, seuls 2 puits permettent de retrouver des

cellules sécrétant encore. Et si cela se comprend pour les clones 5 et 6 qui

avaient dès le départ des sécrétions très faibles; il est plus surprenant que le



clone n° 1, qui avait une sécrétion nettement supérieure aux autres, soit

devenu négatif aussi rapidement.

Ayant perdu toute sécrétion après l'ELISA 3, nous avons tenté de

redécongeler les puits 3, 4 et S. Mais, encore une fois, après 3 semaines de

congélation, nous n'avons pu que constater la perte de sécrétion.

3 - 1 - 2 - 2 - 3 Essai de restimulation des clones

Devant la chute rapide des sécrétions lors de l'ELISA 2, en plus des 6

clonages, nous avons tenté de réaliser une restimulation de la sécrétion sur

les clones 2-2 et 4-S. Pour cela, après les avoir fait proliférer, ils ont été

aliquotés chacun dans 3 puits contenant 1,S ml de milieu rCM et mis en

présence 1 ou 10 ug de B lactoglobuline diluée dans O,S ml de milieu

SDMEM pendant S jours.

Cet essai est resté sans résultat. Les sécrétions ne sont pas

réapparues.

3 - 1 - 2 - 2 - 2 - 4 Essai de diminution du temps d'incubation

des lymphocytes

Le mauvais état des lymphocytes après S jours de culture "in vitro" est

sans doute l'élément déterminant le petit nombre de clones positifs lors du

premier ELISA mais il n'explique sans doute pas le fait que les rares clones

sécrétants deviennent négatifs après le deuxième clonage.

Nous avons essayé de réduire ce temps d'incubation de 3 à S jours. Les

lymphocytes sont, en effet, restés en meilleur état, mais nous n'avons

obtenus aucun clone sécrétant.

3 - 1 - 2 - 2 - 5 Essai d'augmentation de la dose d'antigène

Les sécrétions lors de la première fusion étant restées relativement

faibles, nous avons tenté, tout en restant dans la fourchette optimale

déterminée au paragraphe 3-1-2-2-1, d'augmenter la dose d'antigène. Nous

sommes donc passé, pour l'immunisation, de 8 à 12 ug/ml de B

lactoglobuline.
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- 307 puits où il y avait pousse cellulaire (80 %)

- 61 puits présentant 1 sécrétion supérieure à 0,3 de 0.0. (20 %)

- Les 8 puits les plus sécrétants ont été clonés:
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1 : 2,38

2 : 1,98

3 : 1,48

4 : 1,29

5: 1,05

6: 0,98

7: 0,93

8: 0,74

- Mais n'ont donné aucune réponse lors de l'ELISA suivant.

Les sécrétions étaient lors de cette expérience très nettement

supérieures à celles de la précédente puisqu'elles allaient jusqu'à 2,3 mais

un seul clonage a suffi pour qu'elles disparaissent toutes. Nous n'avons

trouvé aucune explication à ce phénomène.

Comme l'on fait de nombreux auteurs, nous avons pensé ajouter un

glycopeptide pour essayer de stabiliser la sécrétion.

3 - 1 - 2 - 2 - 6 Fusion après ajout de MOP

Cette expérience a été réalisée sur une souris Balb C femelle agée de

trois mois.

Le milieu d'immunisation avait la composition suivante:

- B lactoglobuline

- MOP

-TMC

-SOMEM

- Sérum de lapin

- Lymphocytes

300 ug (10 ug/ml)

600 ul (20 ul/ml)

15 ml

15 ml

0,5 ml

3,4.108

Les lymphocytes lors des fusions précédentes étant très altérés (ou

morts à 50 %), nous avons supposés qu'en présence de MOP, stimulant la

réponse immunitaire, il était possible de les cultiver seulement 3 jours.

Nous avons, pour cette raison et au vu du nombre important de

lymphocytes de cette rate, augmenté légèrement la concentration de

l'antigène (10 P9 au lieu de 8).



Après 3 jours de culture, nous n'avions plus que 6,4.107 lymphocytes

qui ont été fusionnés avec des cellules de myélomes dont le temps de

doublement était de 13 heures.

Les cellules fusionnées ont été réparties dans 7 plaques à raison de

2.105 cellules par puits.

La succession d'ELISA et de clonages, toujours la même est résumée

dans le tableau 26 :

672 puits

~ ,

636 puits présentant une prolifération cellulaire (95 %)

° ~ELISA n 1 sur les 636 puits

~
50 puits sécrétants DO > 0,2 (8 %)

~
Clonage n° 1 sur les 10 plus sécrétants

~
ELISA n° 2 sur 217 puits monoclonaux

~
2 puits positifs DO > 0,2 (1 %)

~
Clonage n° 2 de 4 puits

~ ,

ELISA n° 3 sur 90 puits monoclonaux

~
négatif

Tableau 26 : Résumé des différentes étapes de l'expérience.

L'évolution des sécrétions peut être résumée ainsi:
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ELISA n° 1 ELISA n° 2 ELISA n° 3

0.0. 0.0. 0.0.

1 : 0,767

2 : 0,726 2.3 0,148 0

3 : 0,695 3.4 0,143 0

4 : 0,665 4.1 0,929 0

5 : 0,647

6 : 0,584

7 : 0,515

8 : 0,514

9 : 0,510 9,2 0,199 0

10 : 0,507

Tableau 27 : Evolution des sécrétions au cours des 3 tests ELISA suivant la

fusion après immunisation "in vitro" en présence de MDP.

La présence de MDP ne semble pas améliorer en quoi que ce soit la

stabilisation de la sécrétion de ces jeunes hybridomes et nous avons alors

voulu tenté ce qu'on pourrait appeler une immunisation mixte; c'est-à-dire,

d'abord une immunisation "in vivo" suivie d'une immunisation "in vitro ".

3 - 1 - 2 - 3 Fusion après immunisation mixte

Cette immunisation "in vivo" a été réalisée sur une souris Balb C

femelle agée de 12 semaines, avec 200 }.Jg de J3 lactoglobuline injectés en

présence de CFA en intrapéritonéal.

Après 10 jours, les lymphocytes de la rate ont été récupérés selon le

protocole habituel et l'immunisation "in vitro" a été réalisée dans le milieu

suivant:

- 15 ml de milieu TCM

- 15 ml de milieu SDMEM

- 0,5 ml de sérum de lapin

- 400 }JI de MDP (13 }.JI/ml)

- 300 ,ug de B lactoglobuline (10 }Jg/ml)

- 1,4.108 lymphocytes
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Après 3 jours d'incubation à 3TC avec 8 % de C02 la fusion a été
- - -

réalisée avec 3,5.107 cellules de myélomes dont le temps de doublement

était de 15 h.

Nous avons diminué ici le rapport lymphocytes/myélomes afin de

diminuer les risques de fusion myélome-myélome.

Les cellules fusionnées ont été réparties dans 5 plaques à raison de

2,8.105 / puits.

70 % des puits ont présenté une pousse cellulaire.

14 % d'entre eux avaient une 0.0. > 0,2.

Les 10 plus sécrétants (0.0. de 0,93 ---> 0,29) ont été clonés. L'ELISA

qui a suivi n'a plus montré de sécrétions.

Ce "compromis" "in vivo - in vitro" n'a donc pas, lui non plus, résolu nos

problèmes et nous nous sommes à nouveau tournés vers l'immunisation "in

vivo" pour fabriquer une nouvelle souche cellulaire nécessaire aux travaux

de notre laboratoire.

3 - 1 - 3 Fabrication d'hybridomes anti-hormone placentaire

lactogène

Nous avons, dans ce cas, travaillé avec 6 souris femelles F1 de 8

semaines auxquelles nous avons injecté, toujours en intrapéritonéale, 3 fois

35 )-19 d'hPL + ACF, puis 6 mois après 250 }J9 d'hPL + IFA à celle qui

présentait le taux d'anticorps le plus important.

1,3.108 lymphocytes ont été fusionnés avec 4.107 cellules de myélomes

dont le temps de doublement était de 15 h. Les cellules ont été réparties à

raison de 3,2-105 cellules fusionnées par puits.

Nous avons obtenu 60 % de puits présentant des clones. 156 d'entre

eux ont été testés.

La démarche de sélection est résumée dans le tableau 28 :
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156rilS lestés

ELISA 1 ---> 100 % des puits à 0.0.. > 1

~ .

Clonage 1 sur les 10 plus sécréfants (1,6" 0.0. > 1,2)

~
ELISA 2 sur 93 puits ----> 98,5 % des puits à 0.0. < 1,5

~ ,

Clonage 2 sur les 7 plus sécrétants (2,2 > 0.0. > 0,9)

~
ELISA 3 sur 138 puits monoclonaux ----> 86 % > 1,5 en 0.0.

+
Clonage 3 sur les 10 plus sécrétants

~
ELISA 4 sur 115 puits monoclonaux ----> 98 % > 1,5 en 0.0.

~
Clonage 4 sur les 9 puits les plus sécrétants

~
ELISA 5 sur 74 puits monoclonaux ----> 100 % > 1,5

~
Conservation des 10 puits les plus sécrétants

Passage en ascite

du clone 11.4.3.1

Congélation

des 10 puits

Mise en prolifération

du clone 1.1.4.3.1 et

du clone 10.8.10.9.10

I,

Tableau 28 : Résumé des différentes étapes de la création des hybridomes

anti-hPL.

Cette fusion nous a donné d'excellents résultats : les densités optiques

ont été très élevées dès le départ de la manipulation et le sont restées

jusqu'au Sème ELISA (Tableau 29).

Après le 3ème ELISA, on peut remarquer que tous les clones sont issus

soit du clone n'1 (le plus sécrétant), soit du clone n' 10 (le moins sécrétant).

Donc, là aussi, nous avons la preuve qu'il est difficile de sélectionner à priori

les 3 ou 4 clones les plus sécrétants afin d'alléger les séries d'ELISA et de

clonages.



ELISA nO 1 D.O.
ELISA nO 2

D.O.
ELISA nO 3

D.O.
ELISA nO 4 1 ELISA nO 5

D.O.

1 1 1,601 LI 1 2,22 * [1.1.4 1 1,75 1.1.4.1 1 1,73 t1.1.4.1.7 1 l,
1.1.4.1.9 1. 1.

1.1.4.2 1 1,67
1.1.4.3 1 1,63 -t.1es .6 plus sécrétants

1.1.6 1 1,74
1.2 1 2,20 1(1.2.3 1 1,77 rl:1.2.3.5 1 l,30 :l:de 1. 1. 4 •3 • 1 à 1. 1. 4 . 3 .

1.2.3.7 1 1,25 1.2.3.7.10 1 1.
1. 2.9 1 1,68

1.3 1 2,16 *IC1.3.1 1 1,79 (1.3.1.8 1 1,23
1. 3. 7 1 1,71 1.3.7.4 1 1,34

1.4 1 2,11 1 Essai de clonage sans
macrophages - Echec

1.9 1 1,83 IC1.9.5 1 1,75
1. 9.8 1 l,7O t 1.9.8.6 1 1,26

1 1
2 1 1,49

3 1 1,42

4 1 1,41

5 1 1,40

6 1 1,32

7 1 1,31

8 1 1,28 1 8
.
10 1 0,90 k

9 1 1,26

10 1 1,19 J..I0.5 : 2,06 Jt: plaque contamlnée
10.6 1 2,03 * 10.6.2 1 1,78
10.7 : 2,03 * aucun clone
10.8 1 2,02 10.8.10 1 l,53 ~10.8.10.9 1 1~.8.9.10

Tableau 29 : Suivi des 0.0. au cours des différents tests ELISA lors de la création d'anticorps monoclonaux anti-hPl après immunisation "in vivo



Le suivi des sécrétions au cours du temps fait ressortir que le clone

1.1.4.3.1 est toujours resté très élevé en 0.0. et on· peut penser qtJe la

régularité dans la sécrétion est une preuve de la stabilité future des

hybridomes.

Nous travaillons toujours avec cette souche d'hybridomes qui est en

effet facile à cultiver et bien sécrétante.

- Dl .



Concentration en Nombre de cellules lage de puits pr~-
Pourcentage de puits ayant un surnageant dont la 0.0. est sup~rieure l 0.2

antig~ne lors de par puits lors de sentant une pousse

l'immunisation la fusion cell ulai re ,en 1 ELISA 1 ELISA 2 ELISA 3 ELISA 4 ELISA ~

l ATT 3 x 250 J,lg --
+ 3 rappels de 1.2.105 18 40 64 72.5 15.6 > 1.5
300 J,lg

hPl
3 x 35 J,l9ln vivo
+ 250 IJ 9 apr~s 3.2.105 60 100 > 1 98.5 > 1.5 100 > 1.5 88 > 1.5 100 > J

3 mois

1 n° 1 3 x 125 1J9
4.6.105+ rappel 250 1J9 80 10.4 71 98 96.4 > 1

, ,

apr~s 2 mois 10 clones> 1.5

1 n° 2 3 x 125 IJ 9
+ rappel 250 IJg 2.7.105 76 12.5 .. EXPERIENCE ARRETEE
aprh 7 mois

Ben RP"I 3 x 125 IJ 9
+ rappel 250 J,lg 2,7.105 90 16 EXPERIENCE ARRETEE
apr~s 7 mois

Binvitro
n° 1 8 J,lg/ml 1,5.105 29 4 3,7 0

Binvitro
n° 2 12 J,lg/ml 1,3.105 80 20 0

Bin vitro "

HOP 10 J,lg/ml 2.105 70 80 1 0

3 in vitro
n vivo + 10 IJg/ml 2.8.105 96,8 14 0
n vitro

Tableau 30 : Récapitulatif des différentes fusions réalisées. t-'
V1
N



3·1 ·4 Synthèse des résultats des différentes fusions et

discussion

Le tableau n030 résume toutes les fusions que nous avons réalisées.

Ce bilan nous permet de faire un certain nombre de constatations et

d'émettre quelques suggestions qui devraient nous permettre d'optimiser les

techniques, surtout en ce qui concerne l'immunisation" in vitro",

"In vivo"

- Le fait de faire subir à une souris trois injections de rappel semble ne

rien apporter ni au rendement de fusion, ni au nombre de puits positifs, ni à

leur sécrétion, encore qu'il soit assez difficile de comparer nos trois

immunisations puisqu'elles ont été faites avec des antigènes différents.

Quant aux diverses expériences réalisées avec la beta

lactoglobuline, mis à part le fait que de toute évidence, on obtienne de bien

meilleurs résultats en "in vivo" qu'en "in vitro", il semble que le milieu de

fusion n'intervienne pas de façon fondamentale.

"In vitro"

Si l'on compare les deux fusions après immunisation in vitro, il

semblerait qu'en passant de 8 à 12 IJg / ml , on obtienne 5 fois plus de puits

sécrétants. On peut s'interroger alors sur le fait que cette sécrétion

disparaisse dès le premier clonage.

L'immunisation a t-elle été trop peu importante et donc le nombre de

cellules immunisées trop faible?

Les clones ont - ils perdu leur sécrétion très rapidement par

réarrangements chromosomiques?

Pour essayer de résoudre ce problème, plusieurs solutions peuvent

être envisagées:
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1 - Optimisation de l'immunisation

* Puisque l'augmentation de la concentration en antigène mis au

contact des lymphocytes n'améliore pas la stabilité de la sécrétion, peut-être

faudrait - il étudier le temps de contact des lymphocytes avec l'antigène. Il est

vrai que la réduction de 5 à 3 jours que nous avons tentée ne nous a pas

permis d'obtenir des clones sécrétants. Pourtant Boerner et al. ( 1991) ont

montré que les meilleurs rendements étaient obtenus avec une mise en

contact comprise entre 2 et 5 jours. Il faudrait donc renouveler cette

expérience afin d'obtenir des clones sécrétants et étudier ensuite leur stabilité

au cours du temps.

* L'addition d'adjuvant au cours de l'immunisation afin de stimuler la

réaction immunologique est souvent citée dans la littérature. Dans notre cas,

la présence de MDP avec une dose d'antigène intermédiaire ( 10ug ) a

permis une augmentation spectaculaire du nombre de puits sécrétants lors

du premier ELISA ( 80%), taux jamais atteint après une immunisation "in

vitro". Mais là aussi les sécrétions ont rapidement chuté puisqu'il ne reste que

1% de puits positifs lors du second ELISA et plus aucun au suivant.

Ceci est sans doute dû au fait qu'après une immunisation de 5 jours on

obtienne presque exclusivement des isotypes IgM ( Boer et al. 1989 )

beaucoup moins stables que les IgG. Il faudrait pouvoir prolonger jusqu'à 8

jours la stimulation, tout en gardant une bonne viabilité des lymphocytes,

pour obtenir des IgG (Takanaski et al. 1987 ).

Beaucoup d'autres adjuvants ont été testés semble t-il avec succès:

L'ester méthyl leucyl leucine (Borrebaeck 1989 ), le sulfate de dextran (

Schelling 1986), le milieu conditionné en thymocytes que nous avons

d'ailleurs utilisé.

* L'addition de cytokines est sans aucun doute une expérience à

réaliser. En effet, Blank et al. ( 1991) ont obtenu quatre souches différentes

d'hybridomes stables à la suite d'une immunisation in vitro en présence

d'interleukine 2. Cette interleukine favorise in situ la formation de lymphocytes

en lymphoblastes. Nous pouvons donc supposer qu'en l'utilisant in vitro,

l'immunisation serait meilleure. Il serait intéressant de les utiliser lors de nos

futures expériences.
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Danielsson (1987) a lui aussi étudié l'effet de différentes cytokines et a

démontré que le s PWMT et l'IL2 augmentaient le nombre de clones

sécrétants stables mais qu'il n'en était rien pour l'IL1 et le BCDF qui ,eux,

restent sans effet.

* L'immunisation intrasplénique qui semble, d'après Maeno(1988),

donner d'excellents résultats avec des doses d'antigène de l'ordre de 100 ng,

pourrait être elle aussi envisagée.

* La restimulation in vitro des cellules de la rate immunisées in vitro n'a

pas donné de résultats encourageants au cours de notre expérimentation.

Pourtant, Erich (1989) a montré que cette technique, en présence de MDP

avait permis d'obtenir 17 hybridomes producteurs d'lgG spécifiques au lieu de

6. C'est peut-être le fait que nous n'ayons pas ajouté ce dipeptide qui nous a

conduits à l'échec.

2/ Stabilisation des sécrétions.

Pour obtenir une plus grande stabilité des clones sécrétants, plusieurs

stratégies peuvent être envisagées:

* Le passage rapide des clones positifs en ascite après le premier

clonage permettrait peut être l'évolution des immunoglobulines d'isotype IgM

à l'isotype IgG plus stable. Bien sûr se pose le problème de la présentation

de l'antigène à une cellule Iymphoblastoïde dont on ne connait rien des

recepteurs de surface.

* Jalfré (1981) quant à lui conseille plutôt une multiplication des

cellules issues d'un même clone après le premier clonage afin de favoriser

l'obtention d'un génotype stable. Bien sûr il reste nécessaire de les recloner

par la suite mais ce procédé permet d'éliminer rapidement les cellules qui de

toute façon perdraient leur sécrétion au cours du temps.

Quoi qu'il en soit, l'étape la plus critique semble être le clonage.
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* La stabilisation des sécrétions dépend en effet de la séparation

rapide des clones sécrétants des non sécrétants. Il est important comme le

suggère Leitzke et al. (1985) d'essayer de distinger les clones provenant

d'une seule cellule de ceux issus de plusieurs par un examen microscopique

survenant le plus tôt possible. Underwood et al. (1988) ont démontré que les

changements de spécificité d'un anticorps anti-influenza étaient dus à la

présence de populations cellulaires mixtes mal sélectionnées par cette

technique suivie de clonages. Cette sélection par dilution limite est peut-être

à remettre en cause, encore que ces mêmes auteurs pensent que l'utilisation

d'un milieu semi-solide ne garantisse pas non plus la "monoclonalité".

* Dans ces conditions extrêmes de culture , les facteurs paracrines

sécrétés étant très faibles et donc peu efficaces sur la croissance ( Ozturk et

al. 1990 ), il est préférable d'ajouter des macrophages comme cellules

nourricières. Leur utilisation systématique lors de nos clonages nous a permis

de stimuler la croissance des hybridomes, mais en revanche, nous nous

sommes ainsi trouvés dans ce que Saszewski ( 1984) appelle la pire des

situations: la proportion de puits présentant des clones est importante mais

rares sont ceux qui sécrètent l'anticorps recherché. Il pense que dans ces

conditions, la probabilité d'obtenir des clones producteurs du "bon" anticorps

diminue d'au moins moitié par rapport au seul fait du hasard.

En tenant compte de ces différentes suggestions nous pouvons

essayer d'établir un protocole "optimisé" qui consisterait à :

- sélectionner au microscope les puits supposés monoclonaux (dès le

quatrième ou le cinquième jour) et ayant un titre élevé en anticorps

(déterminé par ELISA).

- cloner par dilution limite, en présence de macrophages,une dizaine

de clones.

- multiplier les cellules les plus sécrétantes à l'issue de ce clonage.

- sélectionner à nouveau les populations cellulaires dont la production

en immunoglobulines spécifiques est élévée. .

- congeler une partie de cette population.

- réinjecter à des souris une autre partie puis recloner les ascites

obtenues.
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- cloner directement la dernière partie vraisemblablement encore

hétérogène afin d'obtenir des hybridomes monoclonaux dont la sécrétion est

importante et stable dans le temps.

Ce protocole, multipliant les chances de maintien des sécrétions, ne

garantit pourtant pas le résultat. La clef de la réussite passe indéniablement

par la multiplication du nombre des fusions.

3/ Qualité des immunoglobulines

Naguère, les paramètres de sélection des clones étaient presque

uniquement fonction du titre en immunoglobulines qu'ils sécrètaient. De plus

en plus, les progrès de la technologie permettent d'étudier également la

qualité de ces anticorps. En effet, leur utilisation ultérieure dépend de cette

qualité.

Des études d'affinité et de spécificité des interactions antigène

anticorps ainsi que l'approche de leur toxicité doivent être systématiquement

envisagées. De même, l'activité de ces immunoglobulines dans des

conditions biologiques, surtout si elles sont destinées à la thérapeuique,est

un passage obligatoire. Une meilleure connaissance de leur structure,

. particulièrement en ce qui concerne la glycosilation, donnera sans doute de

nouveaux critères de sélection.
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3·2 PRODUCTIONS D'ANTICORPS MONOCLONAUX "IN VIVO'

. Les trois souches d'hybridomes établies au laboratoire ont été injectées

à des souris de 8 à 10 semaines en vue de leur production "in vivo".

107 cellules sont injectées dans le péritoine d'une souris qui avait reçu

une injection de 500 }JI de pristane 8 à 10 jours auparavant.

La récupération des liquides d'ascite est effectuée lorsque l'abdomen de

l'animal a plus que doublé de volume. En règle générale, 3 ponctions sont
réalisées aux jours J7, J11 et J15 ; à ce stade l'animal est sacrifié. Les 3

ponctions permettent de prélever 10 à 12 ml de liquide d'ascite environ.

3 • 2 • 1 Production d'anticorps monoclonaux anti~1 antitrypsine

Les cellules du clone le plus sécrétant (0.0. = 1,9) ont été injectées à

une souris.

Après récupération des liquides d'ascite, le test ELISA (non spécifique

réalisé après coating en IgG anti-souris) a donné les 0.0. suivantes:

Dilutions P 1 1/10 1/100 1/1000 1/10000

0.0. >2 >2 >2 >2 1,77·

N'ayant pas poursuivi les dilutions au-delà du 10 OOOème, nous n'avons

pas pu établir une quantification exacte de la sécrétion d'lgG. En effet, la 0.0.

de 1,77 était supérieure au dernier point de gamme de notre courbe étalon

présentée au paragraphe 2-6-2-4.

Le même clone ayant été congelé 2 mois à -80°C en présence de

lactosérum, (Derbuiche, 1990) décongelé puis injecté à une souris, nous a

permis de confirmer cette première approximation. En effet la dilution au

1/100000 correspond à une production de 1,1 g/I

,1 _



Dilution 1/100 1/1000 1/10000 1/100 000

0.0. 2,347 2,210 2,621 0,704

Toutefois, il faut être très prudent en ce qui concerne ce résultat. En

effet, il est certain que cette quantification ne fait pas la distinction entre les

immunoglobulines spécifiques anti 1 antitrypsine et celles du sérum de la

souris, qui bien qu'étant relativement jeune, possède toutefois un taux

d'anticorps élevé. D'après Bazin (1990) 5 à 70 % du total des

immunoglobulines dosées dans un liquide d'ascite proviendraient de l'hôte.

3 • 2 • 2 Production d'anticorps monoclonaux anti B

lactoglobuline

Les cellules du clone ayant une 0.0. de 0,686 ont été injectées à une

souris, 12 ml de liquide d'ascite ont été ponctionnés.

Le test ELISA réalisé après coating en B lactoglobuline nous a donné:

Dilution Pur 1/10 1/100 1/1000 1/10000 1/105 1/106 1/107

0.0. 1,659 1,256 1,357 0,864 0,537 0,173 0,057 0,010

La quantification, qui cette fois est spécifique, fait apparaître une

concentration de 86 mg/I d'Ig anti-}3 lactoglobuline.

" n'est toutefois pas possible de comparer ce taux de production

d'anticorps à celui de l'ascite précédente puisque cette fois le test ELISA a

été réalisé après un coating en f3 lactoglobuline pour ne quantifier, que les Ig

produites par l'hybridome lui-même.
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3 - 2 - 3 Production d'anticorps monoclonaux anli-hPL

Les cellules du clone 1.1.4.3.1 (ayant une 0.0. de 1,907) ont été

injectées à une souris. 15 ml de liquide d'ascite ont été récupérés et purifiés

dans le laboratoire du Professeur BAZIN par chromatographie d'affinité à

l'aide d'immunoglobulines de rat anti-chaÎne Kappa de souris.

Le liquide d'ascite avait une concentration de 6 g/I d'immunoglobulines

totales. Là non plus, il n'est pas possible de faire la distinction entre les

immunoglobulines de la souris et celles de l'hybridome qui lui a été injecté.

3 - 2 - 4 Discussion

Si l'on compare les taux d'anticorps obtenus avec nos 3 souches

d'hybridomes (qui varient de 0,9 à 6 g / 1) à ceux obtenus, par Reuveny

(1986), ( 10g / 1) nous nous trouvons dans une fourchette un peu basse.

L'utilisation d'adjuvant incomplet de Freund (IFA) souvent préconisée

(Mueller et al., 1986) plutôt que de pristane, pourrait peut-être augmenter la

concentration d'anticorps à partir de nos ascites. En effet, Manouvrier et al.,

(1990) ont réalisé une étude comparative des différents types d'adjuvants qui

a montré qu'un mélange volume à volume d'IFA et de pristane (PIFA) pouvait

donner jusqu'à deux fois plus d'anticorps. De plus, le temps écoulé entre la

stimulation par l'adjuvant et l'injection intrapéritonéale des hybridomes

semble lui aussi jouer un rôle important. Dans notre cas nous avons sans

doute trop attendu (10 jours) puisque Kints et al. (1989) conseillent une

injection simultanée des cellules et de l'IFA ou du PIFA pour obtenir un taux

maximal d'immunoglobulines.
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"
été conservé afin de

d'établir les courbes

3 ·3 PROOUCTION 0'ANTICORP~MONOCLONAUX "IN VITRO'

3 • 3 • 1 Production d'anticorps en flacons spinners avec de

différents milieux de culture

La production d'anticorps monoclonaux "in vivo" imposant la gestion

lourde d'une animalerie et le sacrifice de nombreux animaux, la plupart des

laboratoires se tournent maintenant vers la production "in vitro".

Dans ce cas, les concentrations en anticorps étant moins importantes,

le but des "cultivateurs" de cellules est donc d'optimiser les techniques de

culture "in vitro" afin de s'approcher le plus possible des conditions

rencontrées par les cellules "in vivo".

Dans cet esprit, nous avons établi sur plusieurs souches d'hybridomes

(Mark3 , A49, F34, TSH), des comparaisons de croissance, de viabilité

cellulaire, et de productions d'anticorps en fonction de différents substituts de

milieu de culture (Legrand, 1990).

Nous avons prolongé ce travail sur les hybridomes anti-hPL en

comparant 3 compléments de milieu : 10 % de sérum de veau foetal et le

lactosérum à 9 % supplémenté soit par 1 % de sérum de veau foetal, soit par

1 % de sérum de cheval.

Nous avons travaillé selon le protocole décrit au paragraphe 2-1-3-3-6 :

Les hybridomes ont été cultivés en flacons spinners en système récolte

recharge. L'ensemencement de départ était de 2.105 cell/ml et la culture a

été menée durant 7 jours.

Chaque jour un échantillon du surnageant a

réaliser différents dosages qui nous ont permis

comparatives qui suivent. Nous désignons par:

- SVF le milieu supplémenté par 10 % de sérum de veau foetal,

- LS + SVF le milieu supplémenté par 9 % de lactosérum + 1 % de

sérum de veau foetal,

- LS + SCH le milieu supplémenté par 9 % de lactosérum + 1 % de

sérum de cheval.

3 - 3 - 1 - 1 Croissance

La figure 37A fait apparaître pour les 3 milieux des profils de croissance
comparables avec un maximum de cellules au Jour J4'

La densité cellulaire maximale obtenue est d'environ 4.106 cell/ml avec

toutefois un nombre de cellules resté plus faible en LS + SCH.
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Figure 37 A : Prolifération cellulaire d'une souche anti-hPL en mode récolte

recharge en présence de différents compléments de milieu de culture:

eRPMI + 10 % SVF

..RMPI + 9 % LS + 1 % SVF

• RPMI + 9 % LS + 1 % SCH
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Figure 37 B : Mortalité cellulaire d'une souche anti-hPL en mode récolte

recharge en présence de différents compléments de milieu de culture:

e RPMI + 10 % SVF

... RPMI + 9 % LS + 1 % SVF

• RPMI + 9 % LS + 1 % SCH



Le nombre de cellules mortes durant les 3 premiers jours de la culture
(Jo à J3) est comparable dans les 3 milieux alors qu'à partir de J4 le taux de

mortalité dans le milieu SVF devient jusqu'à 3 fois plus important que' dans

les milieux contenant du lactosérum (Figure 37B). Ce phénomène s'est vérifié

avec toutes les souches d'hybridomes utilisées. " semblerait que le

lactosérum retarde l'apparition des cellules mortes.

3 - 3 - 1 - 2 Sécrétion d' Anticorps Monoclonaux

Le but d'une culture d'hybridomes est d'obtenir le maximum d'anticorps

avec le minimum de milieu, afin de diminuer le coût de production.

Pour comparer la capacitié des différents milieux de culture à stimuler la

sécrétion d'anticorps monoclonaux, nous avons ramené les taux d'lgG

produites à 104 cellules en 24 h . C'est ce que nous appellerons la production

spécifique. Les figures 37 C et 37 C' montrent que les cellules cultivées en LS

(+ SVF ou + SCH) sécrétent plus que celles cultivées en SVF.

Si on considère les sécrétions ramenées au nombre de cellules

vivantes, elles sont environ deux fois plus élevées en LS + SVF et presque

trois fois plus élevées en LS + SCH qu'en SVF.

Même si les différences n'ont pas toujours été aussi évidentes au cours

des différentes expériences réalisées au laboratoire, le lactosérum présente

toujours l'avantage d'obtenir des concentrations supérieures en anticorps

monoclonaux.

3 - 3 - 1 - 3 Approche comparative du métabolisme

Une première approche concernant le métabolisme cellulaire a été

effectuée dans notre laboratoire sur plusieurs souches cellulaires par C.

LEGRAND (1990).

Nous avons prolongé ce travail sur la souche hPL.

Toutes les courbes présentées reflétant le métabolisme cellulaire dans

les différents milieux sont elles aussi exprimées en production ou en

consommation spécifique, c'est-à-dire ramenées à 104 cellules et cumulées

sur 24 h. Chaque valeur est calculée de la façon suivante:

- 163 -



SECRETION SPECIFIQUE D'Ac.

Hybridome at:rtl-hPL

0.06

........-. 0.05.--CD
a 0.04
v
CD
0 0.03...
......
DI 0.02e-~ 0.01
CI

0.00
0 1 2 3 4 5 6 7

Temps en jours

- 164

Figure 37 C

Figure 37 C : Sécrétion d'anticorps (en mg) ramenées à 104 cellules vivantes

dans une culture de la souche anti-hPL en mode récolte-recharge en

présence de différents milieux de culture:

• RPMI + 9 % SVF

..RPMI + 9 % LS + 1 % SVF

• RPMI + 9 % LS + 1 % SCH
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Figure 37 C' : Sécrétions d'anticorps (en mg) rapportées à 104 cellules totales

(vivantes et mortes) dans une culture de la souche anti-hPL en mode récolte

recharge en présence de différents milieux de culture :

• RPMI + 10 % SVF

.. RPMI + 9 % LS + 1 % SVF

• RPMI + 9 % LS + 1 % SCH



Pour les éléments nutritifs consommés:
(valeur à Jo - Valeur à Jx)

x 104

nombre de cellules

Pour les métabolites produits:
(valeur à Jx - valeur à Jo)

X 104

nombre de cellules

Il est à noter que les interprétations ne peuvent être généralement faites

que sur la période exponentielle de croissance. A partir du jour J5, toutes les

courbes se lissent à cause de la déficience en éléments nutritifs, qui malgrè

le renouvellement quotidien, sont consommés très rapidement par les

cellules arrivées à une densité d'environ 3.106 cell / ml.

3 - 3 - 1 - 3 - 1 Consommations de glucose et de glutamine

Ces deux composés sont les principaux éléments énergétiques de la

cellule.

On remarque que:

- quel que soit le milieu, le glucose présent (environ 11 mM) est

consommé totalement en 24 h au 4ème jour dès qu'on atteint une

concentration cellulaire de 3.106 cell/ml (Tableau 31).
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Consommation journalière du glucose en mM

Jours SVF LS + SVF LS + SCh

a a a a
1 3,83 3,94 4,22

2 10,5 9,06 7,00

3 11,06 10,61 9,17

4 11 J 11 10,72 10,94

5 11,11 10,28 11,00

6 11 ,11 10,72 11,00

Tableau 31 : Consommations journalières de glucose dans les 3 milieux au

cours d'une culture en récolte-recharge de la souche anti hPL

- A l'exception du point J2 pour le milieu LS + SCH, la consommation

spécifique de glucose est globalement équivalente quel que soit le milieu

(Figure 37D).

Quant à la glutamine la quantité à l'origine dans les milieux de culture est

différente : les milieux LS en contiennent environ 2 mmoles/I alors que le

milieu SVF en contient environ4 mmoles/1.

Or, lors du premier jour de la culture, son taux de consommation

spécifique est environ 4 fois plus important en LS, pour devenir équivalent

par la suite (Figure 37 G).

De plus, on remarque que dans les 3 milieux, la glutamine n'est jamais

complétement consommée en 24 h (il en reste chaque jour environ 1/4 dans

les milieux LS et la moitié dans le milieu SVF) (Tableau 32).

" semble donc que dans cette expérience, cet acide aminé ne soit pas

un facteur limitant de la croissance.
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Consommation journalière de glutamine en mM

Jours SVF LS + SVF LS + SCH

° ° ° °1 0,384 1,538 1,185

2 1,716 1,850 1,255

3 2,030 1,880 1,342

4 1,776 1,683 0,975

5 1,489 1,436 1,087

6 1,852 1,576 0,899

7 1,819 1,470 1,052

Tableau 32 : Consommation journalière de glutamine dans les 3 milieux au

cours d'une culture en récolte-recharge de la souche anti hPL

3 - 3 - 1 - 3 - 2 Production de lactate

A l'exception du point J2 pour le milieu LS + SCH, la cinétique de

production spécifique de lactate est similaire dans les 2 milieux

complémentés avec du LS et reste nettement supérieure à celle observée

dans le milieu SVF, alors que la consommation de glucose est équivalente

dans les 3 milieux (Figure 37 E). D'ailleurs si on établit lors de la phase
exponentielle (J3) de croissance, le rapport :

Lactate produit

'( = -----------------------
Glucose consommé
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Milieux Lactate produit Glucose consommé y établi au J3

en mM en mM de la culture

SVF 16.04 11.05 1.45

LS + SVF 21.08 10.61 1.98

LS + SCH 18.56 9.17 2.02

on remarque que dans le cas du milieu SVF, le rapport est d'environ 1,45

(72 % du maximum de production théorique) alors que dans les 2 milieux LS

il avoisine 2,00 (98 % du maximum de production théorique de lactate à

partir du glucose).

3 - 3 - 1 - 3 - 3 Production de pyruvate

Ce métabolite est produit à des taux très faibles (entre 0,4 et 0,6 mM) et

se situe au carrefour de nombreuses voies métaboliques. L'interprétation de

ses variations est donc délicate. Nous pouvons toutefois observer une

production spécifique supérieure dans le milieu LS + SCH (Figure 37 1). Mais

compte-tenu du seuil de détection du dosage et de son coefficient de

variation, il serait prudent de confirmer cette observation sur plusieurs

expériences.

3 - 3 - 1 - 3 - 4 Productions d'acide glutamique et

d'ammoniaque

Pour les 3 milieux nous observons de très faibles différences en fin de

culture, alors qu'en phase exponentielle de croissance, l'acide glutamique est

produit en plus grande quantité dans les milieux LS. Ceci correspond aux

différences observées dans la consommation de glutamine (Figure 37 H) .

De la même façon, la production spécifique d'NH3 est similaire dans les

3 milieux à partir de J4, alors qu'en début de culture les cellules cultivées en

présence de LS produisent plus d'NH3'

- 168 -



. loti" ""

Hybridome"antl-hPL

0,00

~ -0,02
al
a

-0,04~
al Figure 37 D0 -o,OB
~......
~ -o,oa
E

-0,10

al -0,12
Il
0

-0,14a
:J
(; -0,16

0 1 2 3 4 6 6 7

Temps en jours

0,30....
al 0,25a
~
al 0,20
0
~

......
0,15

~ Figure 37 E
E- 0,10
Il.. D,OS•..
a•..1 0,00

0 1 2 3 4 6 6 7

Temps en jours

~ 0,02

i
a
~
Il
0...
......
~ 0,01 Figure 37 F
E-
Il..•:>
::l..
>.
Il.

0,00
0 1 2 3 4 6 6 7

Temps en jours
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De plus, si on établit à J3 le rapport :
---------'NR3 produit

y =

GLN consommée

on met en évidence une différence importante dans les 3 milieux.

Milieux Gin cons NH3 prod Y à J3

en mM en mM

SVF 2.03 1.28 0,63

LS+ SVF 1.89 1.55 0,82

LS + SCH 1.34 1.88 1,44

Il est intéressant de souligner que même si les quantités d'NH3 produit

sont supérieures en milieu lactosérum (Figure 37 1), les taux de croissance et

de production d'anticorps monoclonaux n'en sont pas affectés (Figure 37 H).

Ceci est d'ailleurs à rapprocher de la constatation faite par Hu et al.
(1976) qui pensent que la concentration en ions NH4 ne serait towique pour

le shybridomes et ne causerait une réduction de la production d'anticorps

qu'au-delà de 6 mM.

3 - 3 - 1 - 3 - 5 Métabolisme des acides aminés

Nous présenterons ici seulement les résultats des acides aminés dont

les concentrations ont varié au cours de l'expérience.

Leurs concentrations avant ensemencement dans les différents milieux

utilisés pour les cultures sont quelque peu différents:
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-

Concentration en RPMI RPMI RPMI

acides aminés + 10% SVF +9%LS +9%LS

dans les dif- + 1 % SVF + 1 % SCH

rents milieux

(en }Jmoles)

Alanine 111 17 8

Glycine 187 113 348

Leucine 409 336 97

Isoleucine 399 368 109

Sérine 304 263 249
--

Valine 226 160 143

Tableau 33 : Concentrations en acides aminés des milieux de culture avant

ensemencement.

C'est surtout l'alanine qui présente des profils très différents en LS et en

SVF (figure 37J) et des concentrations de départ qui varient de 1ci à 100].JM

(Tableau 33).

On remarque d'ailleurs que c'est dans les milieux qui en contiennent 10

fois moins que sa production est au moins 2 fois plus importante, surtout lors

de la phase exponentielle de croissance.

Lors de notre étude comparative,les taux de glycine et de proline

augmentent au cours du temps de façon supérieure dans les milieux LS

(Figures 37K et 37L).

La sérine (Figure 37M) est plutôt consommée dans le milieu SVF, alors

qu'elle est plutôt produite dans les milieux LS. .



Hybridome anti-hPL
Production spécifique d'alanine
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• RPMI + 9 % LS + 1 % SVF

• RPMI + 9 % LS + 1 % SCH
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Hybridome anti-hPL

Consommation spécifique de Valine
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Figure 37 P, N, 0 : Consommations spécifiques de valine, leucine et

isoleucine au cours d'une culture de la souche anti-hPL en mode récolte
recharge dans différents milieux.

• RPMI + 10 % SVF

• RPMI + 9 % LS + 1 % SVF

• RPMI + 9 % LS + 1 % SCH



Quant aux acides aminés branchés : leucine, isoleucine et valine quel

que soit leur concentration de départ,ils évoluent de la même façon durant

toute l'expérience. Pour chacun des trois milieux, leurs variations sont

identiques mais restent toutefois délicates à interpréter (Figures 37N, 370 et

37P). Toutefois, en fin de culture (les 4 derniers jours), on peut observer une

consommation spécifique légèrement supérieure dans le milieu SVF.

Les observations qui viennent d'être énoncées ont déjà été faites lors

des précédentes études comparatives SVF - LS et ce quel que soit la souche

d'hybridome et quel que soit l'origine du lot de lactosérum.

Un chercheur de notre laboratoire, C. Legrand décrit les mêmes

phénomènes sur 4 souches d'hybridomes avec du lactosérum d'une autre

origine (Lactosérum en poudre de la Société ASMAR).

Nous avons également confirmé ces observations avec le même lot de

lactosérum liquide EST LAIT sur une autre souche d'hybridomes: les Mark 3

en SVF, LS + SVF et LS + SCH (1. Parmentelot, 1991 ).

3 - 3 - 1 - 4 Discussion

3 - 3 - 1 - 4 - 1 Croissance et sécrétion dans différents milieux

* Le LS à 9 % qu'il soit complémenté par 1 % de SVF ou de SCH induit

une croissance équivalente dans les cultures d'hybridomes. De plus, il

semblerait qu'il ait un effet protecteur sur les cellules puisque nous avons

observé des taux de cellules mortes inférieurs à ceux obtenus avec le SVF.

Ces remarques sont concordantes avec les résultats obtenus lors de la

cryopréservation des cellules à - 80·C en présence de LS.

En effet, nous avons montré (Derouiche et aL, 1990) qu'un certain

nombre d'acides gras connus pour jouer un rôle dans la conservation de

l'intégrité de la membrane plasmique sont présents à des concentrations plus

importantes dans le LS. Ils pourraient donc assurer une meilleure

préservation de la membrane des hybridomes.

D'autre part Otzurk et al. (1990) ont observé l'effet protecteur de

certains facteurs de croissance dans les cultures cellulaires. Leur présence

dans des fractions de lait, humaines ou bovines, (Shing et aL, 1984 ;
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Campbell et aL, 1989) pourrait expliquer également le nombre moins

important de cellules mortes obseNé dans les derniers jours des cultures en

présence de lactosérum.

Ceci peut présenter un avantage certain pour la production d'anticorps

qui est d'ailleurs supérieure en LS. En effet, Reuveny et al. (1986) ont montré

qu'il était préférable de prolonger la viabilité des cellules plutôt que

d'optimiser leur croissance et donc d'augmenter la densité cellulaire pour

améliorer la production d'anticorps.

3 - 3 - 1 - 4 - 2 Métabolisme

C'est en tenant compte des principales voies métaboliques résumées

dans le schéma 1, que nous discuterons les différentes obseNations qui

viennent d'être faites.
* Quoi qu'il en soit, la phase de déclin des cultures débute au jour J5

pour les 3 milieux, ce qui coïncide avec la consommation totale du glucose

en 24 h. Celui-ci peut donc être considéré comme un facteur limitant la

croissance. " serait peut-être intéressant d'augmenter l'apport de glucose à
ce moment de la culture comme l'ont décrit Reuveny et al. (1986).

Toutefois, il faut savoir que l'absence ou la diminution de glucose n'est

pas le seul facteur responsable de la mort cellulaire qui est aussi provoquée

par l'accumulation d'inhibiteurs tels que le lactate et l'ammoniaque (Glaken et

aL, 1986).

Dans notre expérience nous constatons que le glucose est converti

majoritairement en lactate (> 70 %) ce qui corrobore les obseNations de

Lauks et al. (1987).

* En fait, seulement 5 % du glucose entrerait dans le cycle de Krebs

dans ces conditions de culture (Zielke et aL, 1978). Les hybridomes seraient

apparemment dépendants de la voie glycolytique puisque le rapport lactate!

glucose est très élevé et la concentration de pyruvate très basse. Miller et al.
\

(1989) ont suggéré que ce phénomène pouvait être attribué au besoin de

réoxyder le N.A.D.H. dérivé de la glycolyse.

De plus, on sait que le lactate peut être produit à partir de la glutamine

(Zielke et al., 1980). Ce dernier étant produit de façon plus importante dans

les milieux LS (dans lesquels la glutamine est elle-même consommée de

façon plus importante) laisse à penser que le lactate est non seulement

produit à partir du glucose mais aussi à partir de la glutamine.
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* Après le glucose, c'est la glutamine qui est l'élément énergétique le
-_...:...-----------

plus abondant dans les milieux de culture. Elle est consommée à 75 % dans

les milieux contenant du LS et à 50 % dans le milieu SVF.

Cette différence de consommation se retrouve d'ailleurs dans les

productions plus importantes en milieu LS de glutamate et d'ammoniaque, les

deux principaux produits de la glutaminolyse d'après Mac Kehan (1986).

Or, nous avons remarqué que dans les milieux LS (moins riches en

protéines et donc moins tamponnés), le pH était toujours plus alcalin qu'en

milieu SVF.

Ces deux observations pourraient peut-être expliquer la consommation

plus importante en glutamine dans les milieux LS. En effet, Ozturk et al.

(1990) ont montré qu'un pH alcalin ainsi qu'une forte concentration en ions

phosphates contribueraient à cette forte consommation de glutamine.

Les cellules cultivées en LS produisent plus d'NH3 que celles cultivées

en SVF, ce qui pourrait présenter un inconvénient car l'NH3 est souvent

considéré comme un inhibiteur dans les cultures cellulaires. Glacken et al.

(1986) ont expliqué son effet inhibiteur sur la croissance et la production

d'AcMc par le fait qu'il peut induire la déplétion de certains intermédiaires du

cycle de Krebs, en particulier celle de l' cétoglutarate ( cétoglutarate ----->

glutamate). Cette déplétion bloquerait le cycle en entraînant une diminution

de l'énergie nécessaire à la croissance cellulaire et à la production d'AcMc

dans le cas des hybridomes. De la même façon Butler et al. (1989) ont

montré qu'une augmentation des productions d'alanine et de glycine pouvait

induire une déplétion de phosphoénolpyruvate et de l'acétyl CoA qui

interviennent dans le cycle de Krebs, et diminuent la croissance cellulaire.

Bien que dans les milieux LS le glutamate, l'alanine et la glycine soient

produits de façon plus importante, le taux de production d'AcMc ne s'en

trouve pas affecté. Ce qui ne semble pas confirmer l'hypothèse de Glacken et

al. mais ceci pourrait venir du fait que les différences observées ne sont pas

suffisamment importantes.



La production légèrement supérieure de NH3 par les cellules cultivées

en LS ne présente donc pas un handicap à l'utilisation de ce substitut de

sérum. Les acides aminés branchés tels que valine, leucine, isoleucine sont

consommés de façon équivalente dans les 3 milieux. Ils ne sont pas

complétement utilisés en 24 h et ne semblent donc pas être des facteurs

limitants de la croissance cellulaire. Toutefois, Griffiths (1970) a émis

l'hypothèse que ces acides aminés deviendraient des facteurs limitants avant

que leur consommation n'atteigne 100 %. Selon lui une concentration

résiduelle dans le milieu serait nécessaire pour établir un équilibre entre les

milieux intra et extracellulaires.

D'autres acides aminés, encore, réagissent différemment sans que nous

puissions donner d'explications précises. C'est le cas de la sérine, qui est

plutôt utilisée dans le milieu SVF et produite dans les milieux LS. Elle provient

essentiellement du glucose pour donner, entre autre, des phospholipides.

NAD

Glucose ------> 3 phosphoglycérate --------> Ac. 3P hydroxypyruvique ----->

phosphosérine -------> Sérine -------> Glycine
<-------

Protéines / Phospholipides

Les milieux LS étant plus riches en phospholipides, la transformation de

la sérine a sans doute tendance a se faire plutôt vers la glycine, puisqu'elle

est plus produite dans les milieux LS.

Quant à la proline, sa production deux fois plus importante en LS qu'en

SVF, peut s'expliquer par le fait qu'elle provient du glutamate et donc de la

glutamine qui sont eux aussi soit plus produits, soit plus consommés dans les

milieux LS.
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Quant à la voie ornithine, arginine, elle semble peu utilisée puisque ces

deux acides aminés ne varient pas au cours de la culture quelque soit le

complément de milieu.

En résumé, la culture en LS entraîne quelques différences au niveau du

métabolisme alors que les cinétiques de croissance et de production restent

comparables à celles obtenues en présence de SVF, avec tout de même un

léger avantage en ce qui concerne la production d'anticorps en milieu LS.

Cependant, il est difficile de tirer des conclusions péremptoires; seules

des expériences complémentaires avec des produits marqués pourraient

nous indiquer les voies métaboliques empruntées dans un cas ou dans

l'autre (Schéma 2).

De plus, il faut tenir compte du fait que nos calculs ne représentent

qu'une estimation globale des variations des différentes métabolites qui ne

tient pas compte des phénomènes de protéolyse.

Afin d'obtenir une approche plus précise, il serait peut-être intéressant

de suivre les variations métaboliques de façon encore plus régulière par des

dosages plus rapprochés et des marquages par des éléments radioactifs.
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3 • 3 • 2 Recherche de marqueurs biochimiques de l'état

physiologique des hybridomes.
----

Notre but étant de produire la plus grande quantité d'anticorps dans les

meilleures conditions possible (en particulier de coût), nous sommes, après

ces différentes expériences en spinner, passés à l'étape suivante : le

bioréacteur à cellules piégées.

En effet, l'avantage de ce système est de permettre, lors d'une culture

continue, la récupération du milieu usé sans entraîner l'élimination des

cellules et ce sans avoir recours au système de spin-filters dont les

inconvénients ont été décrits au chapitre 1 - 3 - 2 - 3.

Toutefois, le fait de ne pouvoir suivre l'évolution du nombre des cellules

au cours d'une culture dans un tel système, nous a amené à rechercher au

préalable des marqueurs de la prolifération et de l'état des cellules.

Aussi, différentes expériences ont été réalisées.

3 - 3 - 2 - 1 Choix des marqueurs

Des composés connus comme étant des marqueurs du cancer et

donc de la prolifération de cellules tumorales ont été dosés dans les

surnageants de cultures : la ~ 2 microglobuline, l'antigène carcino

embryonnaire (ACE), l'eX foetoprotéine, les acides sialiques liés aux lipides.

Diverses enzymes marqueurs des principaux compartiments

cellulaires ont été étudiées. Ce sont la phosphatase alcaline (PAL), la

glutamyl tranférase (t GT), la 5' nucléotidase comme enzymes

membranaires. La lactate déshydrogènase (LDH), l'aspartate amino

transférase (ASAT), la créatine phosphokinase comme enzymes

cytosoliques. La B glucuronidase (}3Glu) et la N acétyl glucosaminidase

comme enzymes Iysosomiales.

Afin de rechercher parmi tous ces composés, lesquels étaient

susceptibles de nous donner des informations sur l'état des cultures

d'hybridomes, nous avons réalisé une première expérience en "batch" en

flacons statiques. Soixante dix flacons de 25 cm2 ont été ensemencés au jour
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o avec 10.104 cellules Mark 3/ml (viabilité> 95 %) dans 9 ml de milieu RPMI

1640 + 10 % de SVF + 2 mM de glutamine. Chaque jour, 7 flacons ont été

prélevés, les cellules comptées et les surnageants obtenus après

centrifugation, conservés à -20°C jusqu'aux dosages.

A partir de cette expérience, aucune relation n'a pu être établie entre

l'état physiologique des cellules et :

-l'ACE

- la 132 microglobuline

- l' foetoprotéine

- les acides sialiques liés aux lipides

- la à" GT

- la 5' nucléotidase

-la GOT

- la créatine phosphokinase

- et la N acétyl glucosaminidase.

En revanche, nous avons montré que les activités phosphatase alcaline

et B glucuronidase correspondent à un nombre de cellules vivantes, et que

celle de la lactate déshydrogènase est liée au nombre de cellules mortes

(Bour, 1988).

Il semblerait que soit naturellement, soit sous l'effet des conditions de

culture, les hybridomes relarguent dans le milieu une forte activité

phosphatase alcaline.

Quant à la B glucuronidase, c'est une enzyme glycoprotéique que l'on

trouve dans les microsomes et les lysosomes des cellules. Cette enzyme

synthétisée dans le cytoplasme rejoint le lysosome grâce à une molécule

signal : le mannose 6 phosphate. Cependant, on sait maintenant qu'une

partie de cette enzyme est sécrétée.

Quant à la LDH, nos résultats semblent confirmer les remarques faites

par Figueiredo et al (1986) qui proposait d'utiliser l'activité LDH libérée dans

le milieu de conservation d'un organe à transplanter pour en juger l'état.

D'ailleurs, de nombreux auteurs utilisent maintenant cette relation (Legrand,

1991 ).
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3 - 3 - 2 - 2 Marqueurs de la viabilité cellulaire _

Afin d'établir des corrélations précises entre le nombre de cellules

vivantes et les marqueurs du métabolisme, nous avons réalisé une série de

culture en "batch" de 24 heures en flacons spinners de 250 ml. Pour se faire,

des hybridomes A 49 et Mark 3 ont été ensemencés dans 150 ml de milieu

RPMI + 10 % SVF à 6 concentrations différentes:

10.104 cell / ml

25.104 cell / ml

50.104 cel! / ml

100.104 cell / ml

150.104 cell / ml

200.104 cell / ml

Le taux de viabilité des cellules ensemencées était toujours supérieur à

95%.

Après 24 h de culture, les milieux ont été centrifugés et les surnageants

ont été utilisés pour effectuer différents dosages.

Les manipulations ont été réalisées en une seule fois sur 6 spinners

différents. Si une discordance quelconque apparaissait, 6 nouveaux spinners

étaient réensemmencés.

Les productions et consommations en 24 h ont été établies pour les

glucose, lactate, pyruvate, ammoniaque, 13 glucuronidase, phosphatase

alcaline et 20 acides aminés.

Les corrélations ont été ensuite établies entre la moyenne d'au moins 3

comptages des cellules vivantes dans le milieu et 9 composés dont les

variations étaient suffisamment importantes pour pouvoir être exploitées.

Les diverses équations ainsi établies sur les deux souches sont

résumées dans les tableaux 34 et 35 et présentées sur les figures 38 et 39.
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Paramètres

dosés

glucose

lactate
NHa

PAL

~glu

glutamine

alanine

cystine

lysine

Equations des droites de régression

établies pour la souche A 49

y = - 19,8x - 22,627

Y = 17x - 28,395
Y = 126,7x - 14,338

Y= 2,867x - 6,498

Y = 5,464x - 35,487

Y = O,079x - 38,789

Y = 0,221 x - 16,358

Y = -0,73x - 37,188

Y = -1,068x - 35,753
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Coefficient de

régression R -1-----

0,978

0,975
0,934

0,915

0,914

0,963

.0,974

0,959

0,919

Tableau 34 : Récapitulatif des différentes équations établies sur la souche

A49.

Paramètres Equations des droites de régression Coefficient de

dosés établies pour la souche Mark 3 régression R

Glucose Y =- 26x - 24,7 0,980

Lactate Y = 19,7x - 32,9 0,979

NH3 Y = 168,2x - 12,2 0,927

PAL Y =3,85x - 3,3 0,970

~glu Y = 7,31 x - 41,1 0,926,
Glutamine Y =- O,11x - 46,5 0,961

Alanine Y =O,29x - 15,8 0,969

Cystine Y =- O,98x - 44,6 0,959

Lysine Y =- 1,44x - 44 0,926

Tableau 35 : Récapitulatif des différentes équations établies sur la souche

Mark 3.

3 - 3 - 2 - 3 Marqueur de la mort cellulaire

Cette expérience ne nous permettait pas d'établir une corrélation entre

la LDH et les cellules mortes: la culture ne durant que 24 h, même à une

concentration de départ de 2.106 cellules / ml nous n'avions qu'environ

10.104 cellules mortes / ml.
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Figures 38 G, H, 1 : Corrélations entre le nombre de cellules vivantes et la

concentration des différentes molécules dosées dans le surnageant de

culture d'hybridomes A 49.



Figures 39 A, B, C : Corrélations entre le nombre de cellules vivantes et la

concentration des différentes molécules dosées dans le surnageant de

culture d'hybridomes Mark 3.
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culture d'hybridomes Mark 3.
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Cultures de 6 jours en flacons spinners en récolte-recharge, en RPMI

+ 10 % SVF.



Nous avons donc réalisé, toujours sur cellules Mark 3, une culture de 8
---- --- ---

jours en "batch" en flacons statiques de 25 cm2.

Au jour 0 de l'expérience, 21 flacons statiques ont été ensemencés avec

10.104 cellules/ml (viabilité> 90 %) dans 10 ml de milieu de culture. Chaque

jour, 3 flacons ont été prélevés et leurs cellules comptées. Après

centrifugation à 800 g, 5 min, la LDH a été dosée sur les surnageants de

culture. La figure 40 montre que l'activité de la LDH augmente parrallèlement

au nombre de cellules mortes (dénombrées par coloration au bleu trypan).

Cette expérience a été vérifiée sur 4 autres souches d'hybridomes.

De plus, nous avons confirmé ces observations sur des cultures de 6

jours en flacons spinner en récolte-recharge, système dont le renouvellement

de milieu s'approche plus d'un bioréacteur en perfusion (Figure 41).

Par la suite, nous avons utilisé la LDH comme marqueur de la mort

cellulaire.

Ces différentes corrélations étant établies, nous avons cultivé nos

cellules en système continu dans un réacteur.

3 - 3 - 3 Culture des hybridomes en bioréacteur

3 - 3 - 3 - 1 Essai d'évaluation de la croissance cellulaire en

bioréacteur

Nous avons ensuite essayé d'appliquer les corrélations établies pour

évaluer la croissance cellulaire à l'intérieur d'un bioréacteur dont les cellules

étaient inaccessibles.

Nous avons réalisé 6 bioréacteurs selon le protocole décrit au

paragraphe 2-6-2. Ils ont tous été ensemencés à 7,5.107 cellules pour 1,4 1

de milieu (1,2 1 dans le bol du réacteur et 0,2 1 dans l'éponge) ce qui

correspond à une concentration de 5,35.104 cellules/ml. Ils ont été

interrompus à des temps divers à savoir aux jours 3, 7, 10, 14, 14 et 21.

Les cellules ensemencées étaient des hybridomes Mark 3. Le milieu de

culture était du RPMI enrichi par 10 % de SVF pour 5 d'entre eux: 3, 7, 10,

14 et 21 jours. Un 6ème a été réalisé avec seulement 5 % de SVF afin
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d'étudier l'influence de la concentration en sérum sur le nombre de cellules et

sur les sécrétions obtenues. Nous reparlerons de cette étude ultérieurement.

Des prélèvements sont effectués chaque jour à heure fixe et différents

paramètres dosés.

La consommation journalière de milieu a été mesurée par pesée afin

d'établir les productions et les consommations en fonction du volume de

milieu renouvelé en 24 h.

A la fin de chaque expérience le nombre de cellules à l'intérieur de

l'éponge, a été déterminé par comptage selon le protocole décrit au

paragraphe 2-6-2-5 et comparé à celui obtenu en appliquant les corrélations

établies lors de nos expériences en spinners et présentées dans le chapitre

ci-dessus.

En fait, nous nous sommes rendu compte que ces 9 corrélations

donnaient des résultats assez discordants avec les comptages effectués en

fin de culture et nous n'avons pu comparer le nombre de cellules comptées

(par défaut) qu'avec la moyenne des chiffres obtenus grâce aux formules

établies pour le glucose et le lactate.

Temps de Conditions Cellules dénombrées Cellules estimées

culture de par comptage par la moyenne

en jours culture des corrélations

établies en glucose

et lactate

3 7.108 6,4.108

7 1,2.109 9,9.108

10 2,5.109 2,7.109

14 10 % SVF 2,7.109 3,4.109

14 5%SVF 1,6.109 1,65.109

21 4,3.109 4,55.109

Tableau 36 : Comparaison du nombre de cellules compté à la fin de la

culture et estimé grâce aux corrélations établies en glucose et lactate.
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Le fait que seules les corrélations établies en glucose et lactate

puissent s'appliquer à nos différents bioréacteurs nous a surpris mais peut

sans doute s'expliquer.

Nous sommes en bioréacteur dans un système différent de celui des

spinners:

- Les cellules sont immobilisées dans un cas et agitées dans l'autre.

Leur comportement est sans doute différent.

- De plus, le fait que les nutriments soient apportés en continu dans le

réacteur et toutes les 24 h en spinner modifie vraisemblablement leur

métabolisme.

Cette hypothèse a d'ailleurs été confirmée par Reuveny (1986) qui a

prouvé que les besoins nutritionnels de cellules étaient nettement inférieurs si

celles-ci étaient cultivées en perfusion plutôt qu'en batch et ce plus

particulièrement lors de leur phase stationnaire de croissance.

3 - 3 - 3 - 2 Etude comparative du SVF et du LS comme substituts de

milieu de culture

Ayant montré en flacons spinners que le milieu LS pouvait remplacer le

milieu SVF avec une prolifération cellulaire comparable et une sécrétion

d'anticorps supérieure dans un système récolte-recharge, nous avons réalisé

un bioréacteur où les hybridomes anti-hPL étaient cultivés en LS.

A J11, les cellules étaient entrées dans leur phase stationnaire de

croissance puisque le renouvellement quotidien de milieu était de 1,250 1 et la

consommation de glucose stabilisée à 1,15 g/I depuis 3 jours.

A J12, nous avons donc remplacé le milieu contenant du SVF par un

milieu contenant du LS à 9 % et du SVF à 1 %. 1,7 1 de milieu étaient ainsi

renouvelés.

Ce système ne permet jamais d'être complètement à 9 % LS + 1 % SVF

mais un calcul nous a permis d'estimer le temps nécessaire pour se trouver à
99 % de nouveau milieu.

Nous avons calculé:
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dVCi

------- = DCe - DCi

dt

-v d (Ce -Ci)

= dt

D Ce - Ci

V étant le volume de milieu dans le

réacteur

Ci étant la [C] de milieu à l'intérieur du

bol

Ce étant le [C] de milieu frais dans le bol

D étant le débit de la pompe

t étant le temps en jour
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Ce étant une constante par rapport au temps. Sa dérivée par rapport au

temps est nulle.

-v d(-Ci)

dt =
D Ce-Ci

log Ce-Ci = -t D + log Ce

V

Ce - Ci = Ce e -Dt

V

Ci = Ce - Ce e -Dt

V

Ci = Ce (1 - e -Dt)

V

Donc au Jour J12 la concentration en milieu LS + SVF est de 70 %

J13 91 %

J14 97 %

J15 99 %

Il est donc possible de raisonner à partir du J14 ou J15 pour établir les

comparaisons entre les deux milieux.



3 - 3 - 3 - 2 - 1 Essai d'estimation de la pousse cellulaire

Après avoir établi des corrélations sur les souches A49 et Mark 3, nous

avons utilisé la souche anti-hPL fabriquée dans notre laboratoire pour

poursuivre nos études de milieux de culture en bioréacteur.

Les expériences de corrélations décrites au chapitre 3-3-2-2 étant très

lourdes (30 à 60 spinners pour chaque souche) et très coûteuses, nous

avons tenté d'exploiter les résultats de ces expériences pour interpréter les

cultures de la souche anti-hPL en bioréacteur.

Nous avons appliqué ces corrélations à J13, jour correspondant au

maximum de glucose consommé et de lactate produit en SVF, et à J17, jour

à partir duquel les cellules se trouvent totalement en milieu LS. Nous ne

pouvions pas établir nos corrélations à J22 car ce jour correspond à l'arrêt de

la culture, dû à un début de contamination bactérienne.

Le métabolisme des bactéries aurait sans aucun doute faussé nos

interprétations.
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Les différentes estimations du nombre total de cellules réparties dans
- -

l'éponge sont résumées dans le tableau suivant:

Nombre de cellules estimées

Equations établies en A49 Mark 3

fonction de la souche

Glucose nb de cell nb de cell nb de cell nb de cell

J13 J19 J13 J19

Y = - 19,8 x - 22,6 1,6.109 1.109

Y = - 26,6 x - 24,7 1,8.109 1,4.109

Lactate

y = 17 x - 28,4 1,7.109 1.109

Y = 19,7 x - 32,9 2,35.109 1,4.109

Tableau 37 : Estimations en fonction des corrélations établies en A 49 et
1

Mark 3 du nombre de cellules à l'intérieur de l'éponge au cours de la culture

d'hybridomes anti-hPL en bioréacteur.

Il est impossible de comparer les chiffres obtenus à J13 et à J19 avec

un comptage puisque nous n'avons accès aux cellules qu'à l'arrêt du

bioréacteur. Cependant, on remarque qu'ils sont sous-estimés puisque le

comptage à J22 nous donne 9,2.109 cellules (comptage par défaut, les

cellules n'étant pas récupérées à 100 %) et qu'entre J17 et J22 on observe

une stabilisation de la culture (les taux de consommation de glucose et de

production de lactate étant parfaitement stables).
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Plusieurs hypothèses peuvent être alors émises:

1) Les valeurs obtenues en fonction des équations sur les 2 souches

A49 et Mark 3 varient de façon assez importante (Tableau 37). Il est donc

permis de penser que chaque souche d'hybridome à un métabolisme qui lui

est propre et il est fort probable que celui de la souche hPL soit assez

différent des 2 autres.

2) A J19 nous avons établi mathématiquement que les cellules se

trouvaient à 100 % de milieu à base de lactosérum. Or nous avons observé

précédemment que le métabolisme des cellules était très dépendant du

milieu de culture (paragraphe 3-3-1-4). La production spécifique de lactate,

par exemple, est supérieure en lactosérum, donc si on utilise les corrélations

établies en SVF, pour une même quantité de lactate produit on aura un

nombre de cellules inférieur en LS.

Il est donc clair que ce système de "surveillance" de la culture par

méthode de corrélation sera à établir pour chaque souche d'hybridomes et

pour chaque milieu de culture.

3 - 3 - 3 - 2 - 2 Etude de l'évolution de la consommation de glucose

Nous pouvons tout d'abord faire quelques observations (Figure 42 A). Si

l'on admet que la consommation du glucose est le reflet de l'évolution d'une

culture on peut dire que:

- de J1 à J4 les cellules se trouvent en phase de latence. Elles essaient

de s'adapter à leur nouveau mode de culture (immobilisation après l'agitation

du spinner).

- de J4 à J1 a les cellules sont en phase exponentielle de croissance.

- de J10 à J12 elles arrivent, malgrè le renouvellement constant du

milieu, à une phase stationnaire de croissance.

C'est d'ailleurs ce moment que nous avons choisi pour les passer à un

autre milieu de culture.

- de J13 à J18 nous remarquons une diminution de la consommation de

glucose.
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Ce phénomène peut s'expliquer par les observations faites en spinner

au paragraphe 3-3-1-3-1 à savoir une consommation spécifique moins
----

importante en LS qu'en SVF.-

De plus, l'adaptation des cellules à ce nouveau milieu a pu entraîner un

ralentissement ou un arrêt momentané de la pousse cellulaire.

- à partir de J18 les cellules semblent atteindre un plateau tout comme

en SVF au jours 10, 11 et 12. Notre souhait était de maintenir cette culture le

plus longtemps possible dans cette phase de latence qui correspond souvent

à un maximum de production d'anticorps mais une contamination nous a,
hélas, obligé à arrêter là l'expérience à J22.

3 - 3 - 3 - 2 - 3 Etude de la production de lactate

La figure 42 A fait apparaître dans les deux cas, une cinétique de

production de lactate tout à fait proportionnelle à celle de la consommation de

glucose. Toutefois, ces productions et consommations sont supérieures en

milieu LS.

Ceci correspond bien aux observations faites en culture agitée

(paragraphe 3-3-1-3-2). On remarque, en effet, qu'après une phase de

latence de 4 jours, 90 % du glucose est transformé en lactate en milieu SVF,

alors que 70 % seulement se trouve transformé en milieu LS.

Ces remarques expliquent l'impossibilité que nous avons eu d'établir

une estimation exacte du nombre de cellules présentes dans l'éponge, dans

un milieu LS, grâce aux corrélations établies en SVF.

C'est sans aucun doute aussi le mode de culture différent (cellules

piégées ou agitées, perfusion ou récolte-recharge toutes les 24 h) qui influe

sur le métabolisme cellulaire. En effet, le fait de se trouver en récolte

recharge avec un taux de glucose qui chute très rapidement quand les

cellules sont très nombreuses, fait que les conditions de cultures sont

fondamentalement changées.

- 201 -



De plus, nous avons au niveau du bioréacteur un apport d'oxygène

régulé, lequel joue un rôle prépondérant dans le métabolisme énergétique et

plus particulièrement dans la glycolyse.

3 - 3 - 3 - 2 - 4 Etude de la consommation de glutamine

Nous remarquons que tout comme en récolte-recharge la

consommation de glutamine est deux fois plus importante lorsque les cellules

se trouvent dans le milieu LS, puisqu'elle est inférieure à 1 mM en SVF et

atteint praitquement 2 mM en LS (Figure 42 B).

3 - 3 - 3 - 2 - 5 Etude de la production d'ammoniaque (Figure 42 C)

Après une production relativement stable en début de culture, la nette

progression du taux d'ammoniaque à J13 correspond vraisemblablement au

chargement de milieu: nous avons déjà observé lors des cultures en récolte
recharge que la production de NH3 était globalement supérieure en milieu LS

(paragraphe 3-3-1-3-3). Les cellules consomment plus de Glutamine en LS et
produisent plus d'NH3.

Quant à l'augmentation régulière de J20 à J22, elle pourrait s'expliquer

par la contamination bactérienne qui s'accompagne généralement d'une
importante libération d'NH3.

De plus, nous pouvons observer que le taux de NH3 dans les

bioréacteurs à renouvellement continu reste relativement faible puisque

toujours inférieur à 1 mM en milieu LS et inférieur à 0,5 mM en milieu SVF.

Cette remarque est valable pour tous les bioréacteurs que nous avons

réalisés.

Ce taux n'est vraisemblablement génant ni pour la croissance cellulaire,

ni pour la production d'immunoglobulines et il ne semble pas nécessaire de

devoir détoxifier le milieu de culture dans un système à renouvellement

continu.
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culture de la souche anti-hPL en bioréacteur avec renouvellement continu en

SVF pendant 12 jours puis en LS jusqu'à la fin de la culture.
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SVF pendant 12 jours puis en LS jusqu'à la fin de la culture.
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3 - 3 - 3 - 2 - 6 Etude de la production d'alanine (Figure 42 0)
----------- .---

La cinétique de la production d'alanine suit tout à fait celle de la

consommation de glucose. Il serait donc logique de penser que cet acide

aminé pourrait être également utilisé comme marqueur du métabolisme actif

des cellules et donc du nombre de cellules vivantes.

Nous avons donc appliqué les équations des corrélations établies:

1) Avec la souche Mark 3 :

- y = 0,29 x - 15,84 et avons obtenu une estimation de 1,5.109 cellules

2) Avec la souche A49 :

- y = 0,22 x - 16,35 pour obtenir 1,1.109 cellules

Nous remarquons que ces estimations sont relativement proches de
-----

celles établies en glucose et lactate.

Les corrélations obtenues avec l'alanine ne s'étant vérifiées que dans

2/3 de nos bioréacteurs, nous ne les avons pas présentées.

Comme de plus la technique de dosage de l'alanine, qui se fait

.concomitamment avec celui de tous les autres acides aminés, est plus lourde

que celle du glucose ou du lactate, nous avons préféré utiliser seulement ces

deux derniers comme contrôles continus de nos cultures.

3 - 3 - 3 - 2 - 7 Etude de l'évolution de la LDH (Figure 42 E)

La courbe du marqueur de la mort cellulaire présente un pic dès le

premier jour de la culture. Ceci s'explique par la mort, lors de

l'ensemencement, d'un nombre de cellules relativement important. En effet,

ces cellules cultivées en suspension dans un spinner, sont centrifugées et

resuspendues dans un faible volume avant d'être injectées à l'aide d'une

seringue à l'intérieur de l'éponge où elles doivent trouver leur place. Ces

différentes manipulations produisent un stress, et peuvent entraîner la mort

de certaines cellules.
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la culture.



Au cours de la culture on observe une évolution de cette enzyme par

palier qui peut s'expliquer par un équilibre se réalisant entre les cellules qui

se divisent et celles qui meurent.

A J13, la forte augmentation de la LDH est probablement due à la mort

de nombreuses cellules lors du changement de milieu qui, même s'il a été

progressif (3 à 4 jours), entraîne toujours un stress. Cette observation a déjà

été faite tant en flacons statiques qu'en flacons agités.

Ensuite, nous observons une diminution du taux de LDH jusqu'à la fin

de la culture.

Deux hypothèses peuvent être émises:

- soit la libération spécifique de LDH est inférieure en présense de LS,

- soit, et ceci a déjà été énoncé précédemment, le lactosérum ralentirait

la mort cellulaire. Les cellules poussant un peu moins vite en milieu LS, à ce

stade de la culture où elles ont déjà bien colonisé les espaces de l'éponge, il

y aurait moins de mort cellulaire.

3 - 3 - 3 - 2 - 8 Etude des enzymes marqueurs de la viabilité

cellulaire (Figure 42 F)

La Pal évolue comme la LDH par paliers et suit d'assez près l'évolution

de la consommation de glucose et la production de lactate.

A partir de J13 on observe une nette diminution du taux de Pal. Comme

précédemment, il est possible de supposer qu'en présence de LS :

- la production spécifique de cette enzyme est inférieure,

- la croissance cellulaire est ralentie.

Quant à la f3 glucuronidase, sans doute à cause du renouvellement

continu du milieu, son taux trop faible (inférieur au seuil de sensibilité du

dosage), ne nous permet pas de tirer quelles que conclusions que ce soit.
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3 - 3 - 3 - 2 - 9 Etude de la production d'anticorps (Figure 42 G)

Après une montée régulière du taux d'anticorps jusqu'à J10 puis une

stabilisation de J1 a à J14, nous observons à J15 une brusque augmentation

de ce taux.

Ce pic s'explique facilement par le fait qu'un nombre sans doute

relativement important de cellules n'ont pas supporté le changement de

milieu et sont mortes en relargant une quantité importante d'anticorps. Ce

phénomène a été maintes et maintes fois décrit dans la littérature.

Mais ce qui est le plus intéressant, c'est le phénomène observé en fin

du culture, à savoir qu'après ce pic, il y a une stabilisation de la sécrétion à

un taux plus élevé qu'en SVF. Cette constatation corrobore les observations

faites en flacons spinners.

De plus, les observations précédentes nous permettant de supposer

que nous sommes en présence d'un nombre moins important de cellules

qu'en SVF, nous pouvons affirmer que ce substitut LS, moins cher que le

SVF, présente un intérêt majeur pour la production d'anticorps.

L'objectif de notre travail restant cette production d'anticorps à moindre

coût ... nous avons voulu ensuite réaliser des bioréacteurs en batch pour

établir un rapport entre le taux d'anticorps obtenus et la quantité de milieu
utilisé.

- 208 -



BIOREACTEUR hPL SVF/LS

-----3'tOII0iiiiiiiii0i00iiiiiiiii0i0=-=======;;;;;;;;;;.;:=;::::::::;:r=============.======~

- 209 -

..J-":lEc:
CD
tn
Q,..
o
.E-c:
et

8 10 12 14

Temps en jours
18 18 20 22

Figure 42 G
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jours puis en LS jusqu'à la fin de la culture.



3 - 3 - 3 - 3 - Etude comparative de différents modes de culture en

masse

Une étude comparative a été établie sur les 14 derniers bioréacteurs

réalisés au laboratoire afin de trouver les conditions optimales de culture

permettant d'obtenir le meilleur rendement de production d'anticorps.

Le tableau n° 38 présente les quantités d'anticorps obtenus au cours

d'une culture en fonction:

- de la souche cellulaire,

- du milieu de culture,

- du nombre de cellules au départ de la culture,

- de la quantité de milieu utilisée.

8 bioréacteurs ont été réalisés avec la souche Mark 3 et un système

d'alimentatio_o_COJltinue. _

La souche anti-hPL a été utilisée pour les 6 autres, l'un ayant fonctionné

en renouvellement continu et les 5 autres en batch, ou système fermé, de 7

jours.

Pour une meilleure approche comparative, nous raisonnerons toujours

en sécrétions ramenées au litre de milieu consommé ou rapportées à 109

cellules.

Malgrè tout, la sécrétion obtenue, étant particulièrement faible, avec

les cellules Mark 3 lors de la culture n° 8 (à 25 mg / 1 /109 cellules), nous

avons préféré continuer pour les expériences suivantes avec la souche anti

hPL que nous maintenions en culture de routine.

Pour établir des comparaisons de sécrétions entre plusieurs

expériences, il faudrait être certain de travailler avec des cellules se trouvant

toujours au même stade de culture.
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TYPE CELLULAIRE : HYBRIDOME Mark 3

Nombre de Nombre de Nombre de Sécrétion en
1 ,

Mode de Milieu Total Ides Sécrétion elQuantite de
N° Date cellules au cellules jours de mg / l fuilieu en culture utilisé sécrétions "mg / 1 de

départ comptées en culture ramenée à litres 1 milieuen mg
fin de 109 consonuné

culture cellules

1 7/90 6.108 1.109 15 9.45
1

18,4 Continu RPMI + 9,45 0,51
SVF à 10 %

1

1

8/90
8- 2,8.109 16 9.9 26,0 Continu RPMI + 27.9

1
1,07

2- 7,5.10
SVF à 10 %

3 11/90 7,5.107 7.108 3
1

3,8 Continu RPMI +
SVF à 10 %

7,5.107 2,5.109 17,5 Continu
" 1

4 12/90 10 3.3 RPMI + 8,1

1
- 0,46

1

SVF à 10 %

5 2/91 7,5.107 4,3.109 22 6.7
\

45,5 Continu RPMI + 29,oJ 0,64
SVF à 10 %

1

~ 3/91 7,5.107 2,7.109 14 5.2 21,8 Continu
1

RPMI + 14,16 0,65
SVF à 10 %

1

-
17 4/91 7,5.107 1,65.109 14 6.9 18,5 Continu SVF 5 % 0,6211 ,..371

8 6/91 7,5.107 1,2.109 7 2,0 7,8 Continu RPMI + 12,40

1

0,30
SVF à 10 %

Tableau 38 : Tableau récapitulatif des 14 bioré:acteurs réalisés au laboratoire

: Etude comparative des taux d'anticorps en fonction de différents paramètres

sur les souches d'hybridomes anti hPL et mark 3.

N......
......



1
TYPE CELLULAIRE : HYBRIDOME ABTI-hPL

Nombre de Nombre de Nombre de Sécrétion en QI. , d Mode de Milieu T~ta~ I~es Sécrétion,uant1te e
N° Date cellules au cellules jours de mg / 1 m~lieu en culture utilisé secret10ns mg /1 de

départ comptées en culture rapportée à litres 1 milieuen mg
fin de 109 consommé
culture cellules

1

9 9/91 7,5.107 9,2.109 22 24,7 26,4
SVF

227,J4Continu ----) LS 8,6

1

10 4/1/92 7,5.107 1,9.109 7 2,0 1,4 Batch éponge SVF 3'r 2,69

10/1/92 7,5.107 1,0.109 Il,2
Batch en 1

11 7 4,0 suspension LS 4,03 3,35

7,5.107 1,0.1010 SVF + 1

12 6/2/92 7 0,45 1,4 Batch .éponge cortine 4'Î9 3,2
1

13 25/2/92 1,5.108 4,5.108 7 1,0 1,4 Batch éponge
LS +

4,y 3,03
GIn

14 3/92 1,5.108 5,4.108 7 5,0 Il,4 Batch éponge LS 5,J5 3,67

1

Tableau 38 : Tableau récapitulatif des 14 bioréacteurs réalisés au laboratoire

: Etude comparative des taux d'anticorpsl en fonction de différents para~ètres
sur les souches d'hybridomes anti hPL e~ mark 3.

N
t-'
N



Pour cela, deux solutions:

- soit l'utilisation d'un même souche, bien stabilisée et dont la sécrétion

varie peu au cours du temps;

- soit l'utilisation d'une banque de cellules conservées à - 196°C au

même stade de culture dont on décongèle une cryule avant chaque début

d'expérience. Les deux solutions ont leurs avantages et leurs inconvénients ;

nous avons choisi la première. La souche Mark 3 étant bien stable, nous

avons préféré prendre le risque d'une éventuelle diminution de sécrétion (qui

n'est d'ailleurs apparue qu'après un an de travail) plutôt que d'utiliser

différentes cryules, ne sachant pas comment évoluent les cellules au cours

du temps à -196°C. De plus, Hill G.W. et al (1991) ont observé comme

d'autres équipes d'ailleurs, une diminution de la productivité des hybridomes

après décongélation qui peut aller jusqu'à 40 %.

3 - 3 - 3 - 3 - 1 Effet de la concentration cellulaire de départ

Si l'on compare les bioréacteurs 1 et 2 :

- On remarque que pour une différence d'ensemencement faible 6.108

cellules et 7,5.108, on obtient dans un cas après 15 jours 1.109 cellules et

dans l'autre après 16 jours 2,8.109, c'est-à-dire qu'elles se sont multipliées

dans le premier cas par 1,6 et dans le second par 3,7.

Les conditions de culture étant par ailleurs restées les mêmes, on peut

dire que les cellules réagissent différemment selon les manipulations sans

pouvoir donner d'explications. Peut-être ne se trouvaient-elles pas dans la

même phase de leur cycle au moment de l'ensemencement ? Il serait

intéressant de le vérifier par cytométrie de flux avant chaque expérience.

De plus, celles qui ont poussé le mieux ont aussi produit un taux

d'anticorps (ramené au litre de milieu consommé) plus important. Par contre

si on ramène ces taux d'anticorps produits au nombre de cellules, il est de

9,45 mg/109 cellules dans le premier cas, et de 9,9 mg/109 cellules dans le

second et peuvent donc être considérés comme équivalents.

Cette remarque est plutôt en contradiction avec d'autres constations

faites lors de cette étude comparative.
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- Si l'on compare le bioréacteur n° 2 avec le n° 6 ensemencé 9 mois

après à une concentration 1a fois moins importante, on remarque que le

même nombre de cellules a-été-obten[J aprèsÎ 4 joors de-culture(2-;i'.1 a9-au

lieu de 2,8.1 a9 à 16 jours).

Par contre la sécrétion spécifique est plus faible pour le second (5,2

mg/I au lieu de 9 mg/I) ainsi que la sécrétion / litre de milieu consommé. Cela

peut être dû au vieillissement de la souche évoqué précédemment (le fait que

la culture ait duré 2 jours de moins ne pouvant expliquer cette diminution à lui

seul). On ne peut cependant pas écarter l'influence de la concentration

d'ensemencement de départ.

De plus, le réacteur n° 3 nous a permis de constater qu'en ensemençant

à une concentration 1a fois inférieure à celles des bioréacteurs 1 et 2, les

cellules se sont multipliées rapidement en 3 jours (temps de doublement =
15,6 h).

Nous nous sommes alors fixés à cette concentration pour toutes nos

expériences: 7,5.1 a7 cellules, c'est-à-dire 5.1 a4 cellules / ml de milieu.

Ceci ne nous a posé aucun problème quelque soit la souche, jusqu'au

moment où nous sommes passés en milieu LS + SCH où là, nous avons subi

une série d'échecs : les cellules anti-hPL n'ayant pas poussé dans plusieurs

bioréacteurs réalisés à la suite l'un de l'autre.

Après de nombreux essais, nous avons ensemencé à une

concentration deux fois plus élevée et avons résolu notre problème. Ce

phénomène est d'autant plus étonnant que lors de nos cultures soi~ en boites,

soit en spinners, soit en réacteur avec les cellules en suspension dans le

milieu, nous ne rencontrons pas ce problème. Cet élément confirme une fois

de plus le fait qu'il est très difficile de comparer le comportement cellulaire

lorsque les conditions de culture varient, en particulier lors du passage d'un

système en suspension à un système à cellules piégées.
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3 - 3 - 3 - 3 - 2 Evolution des cultures en fonction du temps

Nous avons réalisé avec toujours le même ensemencement de départ

(7,5.107 cellules) une série de réacteurs que nous avons interrompu à 3, 7,

10, 15 et 21 Jours.

Le bioréacteur n° 3 nous permet de constater qu'en 3 jours les cellules

se sont multipliées par 10.

C'est donc au début de la culture, le temps d'adaptation à un nouvel

environnement étant terminé, que les cellules poussent le plus vite

puisqu'elles doublent entre le 3ème et 7ème jour. Il semble d'ailleurs que les

cellules se multiplient par plateaux (Figure 43 B) comme si elles évoluaient

en fonction de cycles réguliers. En effet, nous constatons qu'au delà de 15

jours de culture, la croissance cellulaire semble redémarrer à un taux

identique à celui observé entre 0 et 7 jours (pentes de la courbe identiques).

Cependant il serait prudent de confirmer ces observations en réalisant

quelques bioréacteurs supplémentaires d'environ 10 jours.

La figure 43 C montre que la consommation du milieu de culture suit

étroitement la concentration cellulaire au cours du temps. Les sécrétions

cumulées quant à elles restent proportionnelles au temps de culture (Figure

43 A)

On peut donc s'interroger sur l'intérêt de prolonger une culture au-delà

de 15 jours. Ne serait-il pas préférable de réaliser deux bioréacteurs de 15

jours au lieu d'un de 30 jours, d'autant qu'au-delà de 15 jours la

consommation de milieu redevient plus importante ?

Par contre les sécrétions ramenées au litre de milieu consommé

montrent une stabilisation au-delà de 15 jours (Tableau 39).
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Figure 43 A et B : Evolution des concentrations cellulaires et des sécrétions

dans différents bioréacteurs ensemensés à 7.5 10 7 cellules Mark 3 dans du

milieu RPMI + 10% de SVF.
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Figure 43 C : Consommation de milieu RPMI + 10% SVF en fonction du

temps de culture de cellules Mark 3



,

Temps de culture

(en jours) 7 10 14 22

'.'

Sécrétions en

mg/I milieu cons. 0,3 0,45 0,65 0,65

.'

Tableau 39 : Evolution des sécrétions ramenées au litre de milieu consommé

en fonction du temps de culture.

3 - 3 - 3 - 3 - 3 Influence de la concentration en SVF

Si l'on compare les bioréacteurs 6 et 7 dont la seule différence est leur

milieu de culture, l'un a été réalisé avec un milieu de culture supplémenté par

10 % de SVF (Bio 6), l'autre par 5 % SVF (Bio 7). On constate que le premier

atteint une concentration finale de 2,5.109 cellules alors que le second

n'atteint que 1,65.109.

Le passage de 10 % à 5 % entraîne une diminution du nombre de

cellules d'environ 1/3 et donc du taux de croissance. Mais ceci présente

l'avantage de réduire le renouvellement du milieu (21,8 1à 18,5 1), puisque

celui-ci est fixé en fonction de la consommation du glucose. De plus, le milieu

de culture ne contenant que 5 % de SVF, une double économie est réalisée.

Par ailleurs même si la sécrétion par litre de milieu consommé est

équivalente (0,65 et 0,61 mg/I), la sécrétion spécifique c'est·à·dire ramenée

au nombre de cellules est supérieure (6,9 au lieu de 5,2). L'intérêt de cultiver

les cellules à 5 % de SVF semble donc tout à fait évident.
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Toutes ces remarques sur des bioréacteurs à renouvellement continu
----:--~=------

réalisés avec la souche Mark 3 nous ont amené à :

- ensemencer à une concentration d'environ 5.104 cellules / ml de milieu

présent (dans le bioréacteur, ce qui correspond à 30.104 cellules réparties

dans les 250 ml irrigant l'éponge.

- utiliser plutôt du milieu de culture complémenté à 5 % de SVF.

- quant à la durée de la culture, elle reste fonction des contraintes des

manipulations.

3 - 3 - 3 - 3 - 4 Comparaison des modes de culture

Nous nous sommes ensuite intéressés au mode de culture. Cette étude

a été menée sur la souche antî-hPL.

Nous avons débuté notre expérimentation par un réacteur de 22 jours

en renouvellement continu (afin de le comparer à celui de 22 jours réalisé
------

avec la souche Mark 3).

La deuxième souche a poussé deux fois plus vite (9,2.109 au lieu de

4,3.109) avec une sécrétion ramenée au litre de milieu 10 fois plus

importante, 8,6 mg/I contre 0,6 mg/!. Il n'est donc, une fois de plus, pas

possible de comparer les deux souches entre elles.

La comparaison des trois premiers modes de production est

interéssante car dans tous les cas la consommation de milieu est équivalente

- 7 x 150 ml = 1,051 en spinner

- 1,2 1en batch avec cellules en suspension

- 1,4 1en batch avec cellules dans la mousse



Modes de culture --

Spinner Bioréacteur Bioréacteur Bioréacteur
en récolte- en Batch en Batch à renouvelle-
recharge éponge suspension ment continu

7J 7J 7J 22 J

Sécrétions
spécifiques en mg 58 9,5 4,0 24,7
(ramenées à
109 cellules)

Total des
sécrétions 26,1 5,20 4,0 227,1
(en mg)

Sécrétions en
mg cumulées et
ramenées au 24,8 3,70 3,40 8,6
litre de milieu
consommé

Tableau 40 : Comparaison des sécrétions selon 4 modes de culture différents

sur des hybridomes anti-hPL cultivés en milieu LS + SCH.

Si l'on considère les 3 cultures de 7 jours, la technique de production

d'anticorps en spinner en mode récolte-recharge l'emporte très nettement sur

les bioréacteurs en batch, puisque la concentration en Ac/I de milieu est 7

fois plus importante, de même que celle ramenée au nombre de cellules.

Ceci est tout à fait logique dans le premier cas le renouvellement complet du

milieu est réalisé chaque jour (150 ml) alors que dans un batch, il y a à la fois

épuisement du milieu nutritif et accumulation de toxiques.

Cependant, il faut souligner qu'un bioréacteur en batch demande moins

de manipulations qu'un spinner en récolte-recharge.

Maintenant si l'on compare les productions cumulées d'anticorps de 3

spinners de 7 jours et d'un bioréacteur de 22 jours, on obtient dans le même

temps de culture:

26,1 x 3 = 78.3 mg en spinner contre 227.14 mg en bioréacteur
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Par contre si l'on raisonne en quantité d'anticorps produits par litre de

milieu consommé, le s inner résente un avantag~Quisgu1Lproduit 3 fois,__

plus d'anticorps (24,8 mg contre 8,6 mg) pour la même quantité de milieu

utilisé. Mais le mode de culture en bioréacteur à renouvellement continu

permet d'obtenir une quantité finale d'anticorps 3 fois plus importante pour

des contraintes de manipulations réduites.

3 - 3 - 3 - 3 - 5 Comparaison du complément de milieu de culture.

Si l'on considère les cultures 10 et 14, c'est-à-dire des batchs de 7 jours,

avec cellules piégées dans l'éponge, l'un étant en milieu SVF et l'autre en

milieu LS + SCH, on remarque qu'en SVF les cellules sont passées de

7,5.107 à 1,9.109 et qu'en LS + SCH elles se sont simplement multipliées par

4 (1,5.108 à 5,4.108) alors que les sécrétions par litre de milieu consommé

sont de 2,7 mg en SVF et de 3,7 mg en LS + SCH. Les cellules dont la

croissance était plus faible ont sécrété plus d'anticorps.

L'avantage de la culture en milieu LS est une fois de plus confirmée

d'autant que si l'on ramenait la sécrétion au nombre de cellules, l'écart est

encore plus évident (2 mg à 9,5 mg).

D'autre part, il est important de signaler qu'une étude comparative des

rendements de purification des immunoglobulines à partir de surnageants

contenant soit du SVF soit du lactosérum a montré un net avantage pour ce

dernier. Ce rendement est passé de 44 à 62% pour des IgM et de 57 à 83%

pour des IgG.Cette étude a été réalisée au laboratoire du Professeur Bazin

après des cultures en récolte-recharge de deux souches d'hybridomes du

laboratoire.

3 - 3 - 3 - 3 - 6 Intérêt du système "éponge"

Si l'on compare les cultures 11 et 14, c'est-à-dire des batchs de 7 jours

en milieu LS + SCH, les cellules étant dans l'un en suspension dans le bol et

dans l'autre piégées dans l'éponge, on note que les cellules se multiplient 4

fois plus vite en suspension mais que leur sécrétion spécifique est nettement

inférieure (4 mg au lieu de 9,5 mg).



Une fois encore, nous montrons qu'une croissance cellulaire rapide est

plutôt défavorable à une bonne sécrétion.

3 - 3 - 3 - 3- 7 Essais de stimulation de la sécrétion

Dans le but de stimuler la sécrétion nous avons ajouté diverses

molécules durant des cultures en batch telles que de la cortine ou de la

glutamine. Ces expériences n'ont pas répondu à notre attente.

En effet, la cortine ajoutée à raison de 100 }JI aux jours 3 et 5 de la

culture semble avoir multiplié la croissance cellulaire par 5 (Bioréacteurs 10

et 12) sans toutefois augmenter sensiblement la sécrétion (7,7 mg à 3,2 mg).

Cette spécialité du laboratoire Laroche Navarron est un extrait de

cortico-surrénale titré à 0,1 mg/ml de corticoïdes exprimés en hydrocortisone.

Ce stimulant métabolique grâce aux glucocorticoïdes qu'il contient joue

un rôle dans le métabolisme énergétique en régulant essentiellement le

métabolisme du glucose et en entraînant une conversion en glycogène des

acides aminés glycoformateurs.

Par ailleurs, la glutamine, élément énergétique de la cellules, ajoutée
dans le bioréacteur n° 13 au jour J4 à 4 mM et au jour J6 à 2 mM n'a pas

amélioré la croissance cellulaire (4,5.108 au lieu de 5,4.108 pour le

bioréacteur n° 10), ni la sécrétion (3 mg au lieu de 3,7 mg).

Toutefois, il serait utile de compléter ces études en essayant d'autres

concentrations de cortine ou de glutamine ajoutées à des temps différents de

la culture.

3 - 3 - 3 - 4 Discussion

Les résultats précédents nous permettent d'émettre un certain nombre

d'hypothèses qui restent à confirmer par de nouvelles manipulations. En

effet, les paramètres influençant le comportement cellulaire "in vitro" sont

nombreux et parfois mal déterminés (ASHIHARA et BASERGA, 1979).
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Nous avons observé quelques variations concernant le taux de
croissance dont les causes sont encorejnc_o_onUB_s., _

Une multiplication du nombre d'expériences pourrait apporter des

éclaircissements et permettre une exploitation plus sûre. Mais devant la

lourdeur des techniques et le coût important, cette répétabilité reste très

limitée.

C'est en tenant compte de ces remarques que nous essayerons

d'interpréter au plus juste les événements observés.

3 - 3 - 3 - 4 - 1 Influence du taux d'ensemencement

Des bioréacteurs ensemencés dans un système à renouvellement

continu à des concentrations différentes (tant pour la souche Mark 3 que pour

la souche anti-hPL) ont montré que la concentration cellulaire de départ

influence peu la quantité de cellules obtenues en fin de culture.

En effet, deux bioréacteurs ensemencés à des concentrations

cellulaires proches donnent un nombre de cellules très différent en fin de

culture alors que deux autres bioréacteurs ensemencés à des concentrations

très différentes donnent un nombre de cellules proches.

Ozturk et al. (1990) ont eux aussi montré que si l'on fait varier la

concentration d'ensemencement de 102 à 105 cellules / ml en mode batch, le

ratio de croissance varie seulement de 20 %, ce qui confirme nos résultats.

Il semblerait que d'autres paramètres qui seront développés

ultérieurement, influencent le nombre de cellules obtenues en fin de culture.

Toutefois, cette même équipe a montré que ces remarques ne sont pas

valables pour des cellules cultivées dans un milieu sans sérum. Elle constate

que l'ensemencement de départ doit être d'au moins 103 cellules / ml et qu'à

cette concentration les cellules poussent 30 % moins vite qu'à 104 ou 105.

Ceci les amène à supposer qu'il existerait un seuil critique d'ensemencement

de départ au-dessous duquel la croissance ne pourrait s'établir correctement

et ce pour des lignées cellulaires diploïdes normales comme pour des

cellules d'hybridomes.



Cette remarque est à rapprocher des difficultés que nous avons

rencontrées lors de notre culture en milieu LS + SCH où nous avons dû

ensemencer à 105 cellules / ml au lieu de 5.104.

De plus, Ozturk et al. (1990) ont constaté que la production spécifique

d'anticorps monoclonaux était indépendante de la densité cellulaire de

départ.

Nous pouvons, nous aussi, faire cette constatation en considérant les

bioréacteurs 1 et 2 qui présentent des sécrétions spécifiques proches.

Par contre, le bioréacteur 6 à un ensemencement 10 fois moins

important ne donne plus que 5,2 mg de production spécifique.

Mais dans ce cas, il est possible que ce soit le vieillissement (9 mois) de

la souche qui soit responsable de cette diminution de 45 % de la sécrétion.

A moins que les cellules, lors de cette expérience, ne se soient pas

trouvées dans une phase favorable à la production d'anticorps. En effet, AI

Rubeai et Emery (1990), Ramirez et Mutharasan (1990), Suzuki et Ollis

(1989) suggèrent que la synthèse des anticorps serait maximale dans les

deux phases GO et G1 du cycle cellulaire et préconisent de majorer cette

production en bloquant les cellules à ce stade.

Par contre, si l'on raisonne en sécrétions ramenées au litre de milieu

consommé, elles sont deux fois plus importantes dans le bioréacteur 2 que

dans le bioréacteur 1 dans lequel les cellules se sont moins multipliées. Ceci

est à rapprocher de la constatation faite par Merten (1988) qui démontre

qu'un batch ensemencé à 8.105 cellule's / ml produit au total deux fois plus

d'anticorps qu'un ensemencé à 4.105.

Il est donc important de distinguer les sécrétions ramenées au litre de

milieu consommé de celles ramenées au nombre de cellules présentes.

L'étude comparative des premières renseigne sur l'aspect du rendement

économique des cultures, alors que l'étude des secondes aborde un aspect

plus fondamental, l'optimisation de la production suivant l'état physiologique

des cellules.
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3 - 3 - 3 - 4 - 2 Influence de la concentration en SVF

Les bioréacteurs 6 et 7 ont montré qu'avec une concentration en SVF

inférieure on obtient un nombre de cellules en fin de culture plus faible mais

une sécrétion plus importante qu'elle soit ramenée au litre de milieu

consommé ou au nombre de cellules obtenu.

Il semble donc qu'une diminution de la concentration en SVF favorise la

sécrétion au détriment de la croissance. Ceci est confirmé par de nombreux

rapports dans la littérature (Low et al., 1987 ; Hagedorn et al., 1990)

Comme Suzuki et Ollis (1990) nous pouvons supposer que les cellules

utiliseraient dans ce cas l'énergie métabolique qui leur est apportée pour la

synthèse d'anticorps plutôt que pour la division cellulaire.

Les milieux utilisés pour la culture en masse qui ralentissent la pousse

cellulaire, tels que ceux à faible concentration de sérum ou ceux utilisant du

lactosérum, favorisent la sécrétion d'anticorps. Cette stratégie de production

de molécules à haute valeur ajoutée est d'ailleurs de plus en plus utilisée.

Ceci présente le double avantage d'augmenter le rendement des cultures

tout en diminuant leur coût (Griffiths, 1986).

Dans notre laboratoire nous avons opté pour l'utilisation du milieu LS +

SCH qui est plus économique que l'utilisation du SVF. En effet, le lactosérum

est un des produits dérivés de la fabrication fromagère encore

insuffisamment valorisé et disponible en grandes quantités à des prix très

intéressants.

3 - 3 - 3 - 4 - 3 Comparaison cellules piégées ou en

suspension

Nous allons discuter de l'intérêt des systèmes à cellules piégées par

rapport à la suspension.
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D'une façon générale, lorsque la concentration cellulaire est inférieure à

3. m6 cellules / ml, les techniques de culture (suspension, fibres creuses,

batch, perfusion, ... ) ont peu d'influence sur la cinétique de production des

anticorps (Merten, 1988).

Par contre, au-delà de cette concentration, des différences importantes

sont observées selon le mode de culture (Reuveny et al., 1986). Or dans la

majorité de nos expériences, nous nous trouvons à des concentrations

cellulaires de cet ordre et nous observons un certain nombre de différences.

Comme Altshuler et al. (1986) nous constatons qu'un système à cellules

immobilisées produit au moins deux fois plus· d'anticorps qu'un système en

suspension. Lee (1991) a vérifié ces observations avec des hybridomes

piégés dans des billes d'alginates. Plusieurs hypothèses peuvent alors être

émises pour expliquer ce phénomène:

1) Lorsque les cellules sont confinées, les variations de pH,

-------a'osmolarité, de concentration en oxygène dissous, sont probablement plus

faibles que celles du milieu circulant et perturbent moins les cellules.

2) Ce confinement entraîne également une concentration supérieure en

facteurs autocrines activant la croissance ou la sécrétion, comme

l'interleukine 6, connue pour stimuler la synthèse des immunoglobulines

(Aarden, 1989).

3) Par ailleurs, les forces de cisaillement résultant de l'agitation d'une

suspension cellulaire peuvent être défavorables à la synthèse d'anticorps (Pol

et aL, 1990) bien que cette hypothèse soit souvent controversée.

Certains auteurs pensent au contraire que des conditions de stress

pourraient favoriser la sécrétion d'anticorps (Oyaasetal, 1989 ; Lee et aL,

1991 ).

La mesure du contenu intracellulaire en immunoglobulines, réalisée par

cytométrie de flux, a montré qu'il était plus important pour des hybridomes

cultivés en système immobilisé.Les concentrations obtenues en fibres

creuses par Munster et al. (1991) en sont la preuve, puisqu'ils y obtiennent

jusqu'à 40 fois plus d'anticorps qu'avec la même souche cultivée en
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suspension. De plus, si l'on tient compte des difficultés que représentent les

cultures perfusées en suspension en particulier le colmatage des filtres

(Shirai et al., 1987), il devient donc tout à fait intéressant d'utiliser un système

à cellules piégées.

3 - 3 - 3 - 4 - 4 Modes d'alimentation

Nous allons maintenant étudier l'influence du mode de renouvellement

du milieu (récolte-recharge, batch, perfusion, ... ) sur la production d'anticorps.

Le système le plus défavorable lors de nos expériences a été le mode

batch.

Comme de nombreux auteurs l'ont décrit (Reuveny et al., 1986) dans

cette technique, il y a acidification du milieu, diminution rapide des nutriments

et accumulation de toxiques qui entraînent une densité cellulaire finale plus

faible ainsi qu'une production finale inférieure.

De plus, Mc Kinney (1991) a émis l'hypothèse d'un phénomène de rétro

inhibition sur la sécrétion d'anticorps lorsque la concentration atteint un

certain seuil, dépendant d'ailleurs de la lignée cellulaire. La dégradation des

immunoglobulines par les protéases présentes dans le milieu, surtout à pH

acide (Karl et al., 1990), est aussi un facteur à prendre en considération. Le

renouvellement continu du mileu de culture offre le double avantage de ne

pas permettre une forte accumulation d'immunoglobulines dans le milieu et

d'éviter leur dégradation. Le mode batch, encore souvent utilisé en industrie,

présente l'unique intérêt de manipulations très réduites, en cours de culture

(pas de milieu à fabriquer, peu de surveillance) diminuant ainsi

considérablement les risques de contaminations.

Le mode récolte-recharge (ou semi-continu dans la littérature) s'est

montré dans nos expériences, très avantageux sur la production spécifique

d'anticorps et sur le rendement de production comparés au mode perfusion. Il

semblerait que sur des petits volumes (250 ml environ) la culture en

suspension avec renouvellement total du milieu toutes les 24 heures soit plus

favorable à la synthèse d'immunoglobulines. Ces résultats sont

contradictoires avec ceux de Reuveny et al. (1986 ) qui ont comparé les

modes batch, semi-continu et perfusion, ce dernier étant le meilleur pour la

production d'anticorps. Mais comme l'ont souligné Seamans et al. (1990), le

- 225 -



choix du taux de perfusion fixé par rapport à la consommation du glucose,

reflet partiel de la croissance cellulaire, reste très arbitraire. En effet, certains

auteurs (Boraston et aL, 1984 ; Miller et aL, 1988) ont obtenu des viabilités

cellulaires et des sécrétions d'Ig proportionnelles aux taux de dilution. Par

contre Hiller et al. (1991) ont observé une diminution de ces deux facteurs

au-delà du renouvellement total du milieu par 24 heures.

Or, dans nos expériences, nous nous trouvons rapidement dans ces

conditions jusqu'à atteindre quelquefois un renouvellement complet toutes les

12 heures. Nous pouvons donc supposer que pour nos souches

d'hybridomes, une perfusion trop importante serait nuisible à la production

d'Ac.

De plus, le changement complet toutes les demi-heures du milieu

irrigant l'éponge, ne correspond peut-être pas à un optimum.

Il serait intéressant de trouver un taux de dilution et un débit plus

favorables à la production d'anticorps, non seulement en fonction du glucose,

mais aussi d'autres facteurs qui restent à déterminer.

Il faut souligner qu'il est difficile de comparer un spinner de petit volume

dans lequel peu de régulations sont effectuées et où les cellules se trouvent

en suspension, à un bioréacteur de volume plus important où les cellules sont

piégées. Il serait plus rigoureux d'établir des comparaisons de

renouvellement de milieu en réalisant des récoltes-recharges dans un

bioréacteur, ce qui est beaucoup plus délicat à réaliser.

Quoiqu'il en soit, le système perfusion reste intéressant car la

maintenance qu'il nécessite est réduite et il permet d'atteindre de plus gros

volumes avec une quantité d'anticorps finale supérieure. Enfin, les cellules,

se trouvant dans des conditions plus proches des conditions physiologiques

de l'organisme, croissent et sécrètent pendant des temps plus longs.

Cependant, il faut souligner qu'il n'est pas prudent de prolonger une culture

trop longtemps car une perte de sécrétion peut apparaître (Frame et aL,

1990). Comme l'ont démontré nos expériences, les sécrétions par litre de

milieu de culture consommé étant stables entre 15 et 22 jours de culture,

nous pouvons donc fixer une durée optimale d'un bioréacteur en perfusion

aux alentours de 20 jours.

Maintenant la comparaison de ces taux d'anticorps à ceux obtenus en

ascite (paragraphe 3 - 2) montre peu de différences. En effet les taux
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cumulés obtenus dans un bioréacteur en perfusion sont d'environ 70mg en

7 jours et une ascite de 10 jours donne au maximum 60 mg. Ces deux

systèmes de production semblent donc être équivalents, cependant il est plus

facile et moins cher de prolonger une culture "in vitro' que de multiplier le

nombre des ascites. De plus,la purification des immunoglobulines à partir

d'un milieu de culture est nettement plus simple et son rendement meilleur

surtout s'il sagit d'un milieu complémenté en lactosérum.

Comme tous les "cultivateurs", nous avons essayé, à travers cette série

de bioréacteurs comparatifs, d'établir le système de culture permettant

d'obtenir la quantité d'anticorps la plus importante au meilleur coût.

Notre technique de culture en perfusion' avec cellules immobilisées ne

nous a pas permis d'établir avec autant de précision que d'autres équipes, les

cinétiques de production spécifique d'anticorps.

Toutefois, dans le cadre de notre expérience, nous pouvons conclure

que le meilleur système de production d'anticorps réunirait les conditions

suivantes:

- Reacteur de 1 à 5 1

- Cellules piégées dans une mousse de polyéther

- Alimentation continue

- Renouvellement continu d'environ un volume par 24 heures

- LS + SCH comme complément du .milieu de culture

- Suivi de la culture par marqueurs (glucose/ LDH)

- Durée d'une vingtaine de jours environ

Il convient cependant d'apporter quelques nuances à ces grands

principes qui sont fonctions:

- de la souche utilisée

- de la disponibilité du manipulateur

- de la qualité exigée pour les anticorps produits

- des crédits dont on dispose

tout en ne perdant jamais de vue les risques permanents de contamination.
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4 - CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Il était important que nous maîtrisions aussi bien que possible les

différentes étapes de la production d'anticorps monoclonaux à partir d'une

molécule immunogène, et que nous conservions vivace au laboratoire une

technique lourde: la culture de cellules animales.

Si le point de départ, l'immunisation, est maintenant bien maitrisée dans

des conditions "in vivo", quelques problèmes subsistent encore en "in vitro".

En effet, la perte de la sécrétion des hybridomes obtenus reste inexpliquée et

devrait pouvoir se résoudre par l'optimisation des milieux d'immunisation et

de fusion. L'adjonction de nouvelles molécules stimulatrices, telles que les

interleukines, peut être envisagée. La maîtrise de cette partie est également

tributaire des progrès de la compréhension fondamentale des facteurs

intervenant dans le réarrangement génique lors de l'immunisation.

Une fois les hybridomes stabilisés, le choix de la méthode de production

s'impose. Bien que les ascites de souris permettent d'obtenir de fortes

concentrations, il faudrait envisager de travailler sur des rats afin d'augmenter

les volumes recueillis. Devant les difficultés de purification des

immunoglobulines à partir de ces liquides, nous avons préféré opter pour les

techniques de culture "in vitro".

Le système mis au point au laboratoire constitué d'un réacteur perfusé

en continu à cellules immobilisées dans un support bon marché, donne des

résultats encourageants.

Pourtant quelques améliorations restent encore à apporter à cette

méthode qui sélectionne les hybridomes les plus sécrétants qui ne sont peut

être pas les meilleurs producteurs d'anticorps. Celles-ci passent par une

meilleure compréhension du comportement des hybridomes en fonction de

leurs conditions de culture. Si nous avons pu établir un certain nombre de

corrélations et mettre en évidence la prépondérance de quelques voies

métaboliques, beaucoup de questions restent posées.
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L'approche plus fondamentale des variations du cycle cellulaire et de la

synthèse des immunoglobulines par cytométrie de flux, actuellement en cours

au laboratoire, en collaboration avec l'INPL, devrait répondre en partie à ces

questions. De même l'optimisation des profils d'alimentation des hybridomes

cultivés en continu devrait aboutir à une meilleure maîtrise de la culture en

masse.

Le recyclage du milieu de culture par dialyse ou ultrafiltration, offrirait le

double avantage : éliminer les inhibiteurs de croissance et de production et

réduire les coûts de production dus majoritairement au milieu de culture. Il

suffirait donc d'ajouter seulement, en fonction de leur consommation, les

nutriments et facteurs de croissance, nécessaires au maintient des cultures.

L'avenir de la production d'anticorps monoclonaux passe sans aucun

doute par des dosages "on line" d'un certains nombres de paramètres. Ce

contrôle permanent devrait permettre une automatisation de l'alimentation et

de la détoxification du système afin de s'approcher le plus possible de

l'environnement que trouvent les cellules dans un organisme vivant.

Nous n'envisageons pas pour notre part d'aborder ces trois derniers

domaines, mais l'équipe de Madame le Docteur Annie Marc y travaille et

nous apportons notre collaboration aux dosages.

Des variations de facteurs physicochimiques comme le pH, osmolarité,

apport d'oxygène dissous peuvent être intéressants eux aussi. L'étude de ces

paramètres qu'ils soient physiques ou chimiques demande encore du temps.

Elle sera d'ailleurs plus facilement réalisable en flacons spinner mais il ne

faudra pas perdre de vue le fait qu'une fois établie dans ce système, il faudra

la transposer en bioréacteur.

Une stimulation des sécrétions par ajout de différents éléments est elle

aussi à envisager: ajout d'agents chimiques comme la carnitine et la cortine

(en cours au laboratoire), le tryptophane ou d'autres acides aminés, des

caséines, des vitamines, etc... Toutefois, la difficulté de ces essais réside

dans le fait qu'on ne connait pas toujours leur mode d'action. Cette voie

"Pharmacologique" nous semble intéressante et nous l'avons abordée.
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Ceci est d'ailleurs à rapprocher des recherches du laboratoire sur les

compléments de milieu.

Ayant maintenant résolu les problèmes que nous avions rencontrés

pour la stérilisation de volumes importants, nous pouvons dire que le

lactosérum complémenté avec un sérum de cheval est un produit très

intéressant pour la culture en masse d'hybridomes d'autant plus

qu'actuellement de nombreuses équipes de culture cellulaire se refusent à

utiliser le sérum de veau foetal.

En effet, le prion responsable de l'encéphalite bovine spongiforme

(EBS) présent dans les tissus d'origine nerveuse, des "vaches folles" serait

transmissible à l'homme par injection. Il n'est donc plus possible d'utiliser

pour les thérapies humaines des anticorps monoclonaux produits à partir de

milieux de culture ayant contenu du sérum de veau foetal. La substitution de

ce dernier, par un milieu lactosérum + sérum de cheval, présente donc un

avantage supplémentaire, d'autant que connaissant maintenant l'origine de

ce prion, l'on sait que le cheval n'est pas susceptible de contracter cette

maladie.

Une étude de reproductibilité de tous ces résultats serait nécessaire à la

validation des observations qui viennent d'être énoncées. En effet, il ne faut

jamais perdre de vue que nous travaillons sur du matériel vivant et qu'il n'est

pas possible de maîtriser les innombrables paramètres entrant en jeu.

Enfin, une étude qualitative des anticorps produits dans ces conditions

s'avère indispensable. La glycosylation de ces protéines, dont dépendent,

entre autre leur spécificité et leur affinité, est en cours d'étude au laboratoire,

en collaboration avec l'équipe du Docteur Annie Marc.

Nous sommes conscients du chemin restant encore à faire mais ceci est

stimulant.
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Nous ne voudrions pas oublier l'aspect appliqué au domaine hospitalier.

Cette technique a également pour but de nous permettre au moins pour

certains paramètres, de pouvoir fabriquer nos propres réactifs. A ce titre

notre laboratoire fabrique tous ses sérums étalons avec une économie

certaine. Nous pensons également fabriquer des anticorps. D'ores et déjà,

lorsque des dosages d'hPL nous sommes demandés, nous pouvons utiliser

nos réactifs dans un système ELISA et ne plus acheter des coffrets de

réactifs onéreux.

En effet, la prolifération des marqueurs à doser, le marché captif des

kits de dosage, leur prix, nous laissent à penser que le budget global de la

santé ne pourra suffire. C'est dans cet esprit que nous avons réalisé ces

travaux que nous comptons poursuivre en établissant de nouvelles souches

dont les anticorps pourront être utilisés comme réactifs de laboratoire.
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Résumé

L'objectif principal de ce travail est "étude des différentes étapes de la fabrication

de souches d'hybridomes et de la ctifture en mksse des anticorps monoclonaux produits.'

Après une description :détaillée des techniques utilisées, sont' présentés les

résultats des fusions réalisées après immunisation (par plusieurs antigènes) des lymphocytes

de souris soit "in vivo" soit "in vitrd". Ensu~e sont expliqués la sélection et les différents

modes de culture et de sauvegarde de ces souches d'hybridomes obtenues: anti beta

lactoglobuline, anti alpha 1 antitrypsine et anli hormone lactogène placentaire.

Les productions d'anticor;ps mondclonaux "in vivo" (ascite de souris) et "in vitro"

(bioréaeteur) sont développées.

Une étude comparative de la croissance et du métabolisme des cellules cultivées

dans des milieux complémentés 'SM par 10% de sérum de veau foetal soit par 9% de

lactosérum (sous produit de la fabrication fromagère peu onéreux) et 1% de sérum de cheval

a été menée et nous avons mis au point un système original de culture des cellules

d'hybridomes en bioréacteur: les ce'l\1les étant fixées dans une mousse de polyéther, elles

sont alimentées en continu par un '/1i1Îeu régulé grâce à un cytoculteur et complété par un

mélange de lactosérum et de sérum ,de cheval à 9 % et 1 %.

Des corrélations établies ,entre 'certains marqueurs biochimiques et le nombre de

cellules vivantes et mortes permet le suivi du système.

Enfin, dans l'optique de production en masse d'anticorps, une série d'expériences

a déterminé un certain nombre de ,conditions permettant.d'obtenir de plus grandes quantités

d'anticorps monoclonaux à un côut rédUit.

The main focus of this work was the study of the different phases of the producing of

hybridoma strains and their mass ctiJiJre to obtain large amounts of monoclonal antibodies.

After having described in datail the techniques used, we presented our results of'cells

fusions after mice immunizations byvarious antigens as weil as "in vivo" as "in vitro". Cultures

type selection, and saving of the obtained strains are presented for thefollowing strains : anti

~ lactoglobulin, anti cJ..1 antitrypsine and antiplacental lactogene hormone.

"In vivo" (ascetic fluid) and Win vitro" (bioreactors) monoclonal antibodies prQ(fuction

was developped. ,

We have comparatively studlied proliferation and metabolism of the culturedcells in

". two mediums : one complemented by 10 % of fetal calf serum (FCS) and the other with 9 %

whey and 1 % horse serum. We have set up an original bioreactor using a-polyether foam in

which the cells are included and pertlsed by a regulated medium containing 9 % whey and

1 % FCS.

Some correlations have been established between rbiochimical markers and the

number of viable and dead cells. They allowed us tocheck'continuously the culture.

We have determined by serveral experiences some conditions allowing mass

production of monoclonal antibodies at the Iowest priee.
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