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(p/p):
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Acide désoxyribonucléique

Acide ribonucléique

Milieu minimum d'Eagle modifié par Dulbecco
"Dulbecco's modified Eagle medium"
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Culture d'hybridomes : production d'anticorps, étude de l'apoptose
et application a la toxicité de surfactifs

RESUME

La production d'anticorps monoclonaux par des cultures d'hybridomes peut
étre optimisée en utilisant des milieux sans sérum ou en effectuant des cultures en
masse. Par ailleurs, la production d'anticorps peut étre améliorée en maintenant
les cultures en vie pendant des temps de plus en plus longs. Ceci nous a donc
amené a étudier la mort des cellules par apoptose et nécrose.

Trois hybridomes différents (449, A6+ et B146) ont été adaptés a plusieurs
types de milieux sans sérum suivant une technique dite d'adaptations lentes.
Nous décrivons ensuite un autre type d'adaptations qui ont été réalisées en un
temps plus court : adaptations rapides. Nous avons, par ailleurs, comparé trois
hybridomes (AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19) dans 3 systémes de culture
différents (boites, flacons a agitation et systémes comportant des tubes a dialyse),
en observant leur croissance et l'état du matériel génétique (empreinte digitale et
Sragmentation de I'ADN). Un certain nombre d'expériences complémentaires oit
été réalisées afin de tester les propriétés du systéme de culture a base de tubes a
dialyse : Utilisation de différents tubes a dialyse, utilisation de différentes
souches cellulaires ; culture dans un milien sans sérum ;  utilisation
d'antiprotéases, "scaling up".

Nous avons étudié la mort cellulaire programmée ou apoptose chez les
hybridomes a l'aide de techniques diverses : électrophorése sur gel, observations
morphologiques et suivi du cycle cellulaire. L'apoptose a été induite en ufilisant
des chocs thermiques, privation de sérum et des inhibiteurs de la synthése des
protéines. Nous avons mis en évidence l'existence d'apoptose spontanée che:z la
plupart des hybridomes étudiés avec une étude plus approfondie concernant les
hybridomes A+49 et 12H8. Un hétérohybridome '"résistant" a l'apoptose a été
étudié plus en détail (hétérohybridome homme-souris HF2 x 633).

Finalement nous avons examiné la toxicité de surfactifs non-ioniques a
base de noyau B-lactame en étudiant respectivement l'apoptose et la nécrose sur
les hybridomes HF2 x 633 et I'hémolyse sur les globules rouges. Nous avons

ensuite débattu des éventuels mécanismes d'action provoquant la mort cellulaire.

Mots clés : Culture d'hybridomes, production d'anticorps monoclonaux,
systéme de culture a base de tubes a dialyse, milien sans sérum, mort cellulaire
programmée, apoptose spontanée, hétérohybridome HF2 x 633, surfactifs non

foniques.
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Hybridoma cells culture: monoclonal antibody production,
study of apoptosis and application to surfactants toxicity

SUMMARY

Monoclonal antibody (Mab) production by hybridoma cell cultures could be
improved by using serum-free media or high density cell cultures. Furthermore,
Mab production could be increased by keeping cells alive for a longer period.
That leads us fo study hybridoma cell death: apoptosis and necrosis.

Three different hybridoma cell lines (449, A6+4 and Bl46) have been
cultivated in various serum-free media using slow adaptations. We describe
another kind of adaptations realised during a shorter time: fast adaptations.
Thus, we compared three other hybridoma cell lines (AFRC MAC 65, HF2 x 653
and OX 19) which have been cultivated in three different culture systems (flasks,
spinners and dialysis tubing systems), by the study of their cell growth and the
quality of their genetic material (DNA fingerprinting and DNA fragmentation).
Experiments have been condicted to test the dialysis tubing system properties:
use of different dialysis membranes, use of different cell lines, serum-free
cultures, activity of antiproteases, scaling up.

We studied hybridoma programmed cell death or apoptosis using different
techniques: gel electrophoresis, morphologic observations and cell cycle
monitoring. Apoptosis have been induced by: heat shocks, serum deprivation and
protein synthesis inhibitors. We have shown spontaneous apoptosis in most of the
hybridoma cell lines. More detailed study has been made with A49 and 12HS8
hybridomas. An apoptosis "resistant” heterohybridoma has been studied
(human-mouse HF2 x 653 heterohybridoma).

Finally we studied [-lactam non ionic surfactants toxicity by
determination of the heterohybridoma HI2 x 653 apoptosis and necrosis and red
blood cell haemolysis. Thus, we discussed the hypothetical mechanisms of cell
death.

Key words: Hybridoma cell culture, monoclonal antibody production, dialysis
culture system, serum-firee media, programmed cell death, spontaneois apoplosis,

HF2 x 653 heterohybridoma, non ionic surfactants.



Cultivo de hibridomas : producciéon de anticuerpos monoclonales, estudio de la
apoptosis y aplicacion a la toxicidad de tensioactivos

RESUMEN

La produccion de anticuerpos monoclonales a partir de cultivos de
hibridomas, puede ser optimizada utilizando medios sin suero o realizando
cultivos masivos. Ademcdas la produccion de anticuerpos puede ser mejorada si los
hibridomas se mantienen en vida durante un periodo de tiempo mads largo. Todo
esto nos ha llevado a estudiar la muerte de los hibridomas por apoptosis o
Hecrosis.

Tres hibridomas diferentes (449, A6+ y B146) han sido adaptados a varios
medios sin suero mediante la técnica de adaptaciones lentas. Describimos luego
otro tipo de adaptaciones realizadas en un tiempo mds corto : adaptaciones
rdpidas. Por otra parte, hemos comparado tres hibridomas (AFRC MAC 65, HF2
x 633 y OX 19) cultivados en tres sistemas de cultivo diferentes (cajas, frascos
agitados y botellas comportando tubos de didlisis). Para eso se ha observado el
crecimiento celular y el estado del material genético (imprenta digital y
Jfragmentacion del ADN). Se realizaron varios experimentos complementdrios
para testar las propiedades del sistemma de cultivo a base de tubos de didlisis :
Utilizacién de diferentes membranas de didlisis, utilizacion de diferentes lineas
celulares, cultivo en medio sin suero, utilizacion de antiproteasas, "scaling up".

Hemos estudiado la muerte celular programada o apoptosis de los
hibridomas utilizando varias técnicas : electroforesis en gel, observaciones
morfoldgicas con la mezcla de colorantes (bromuro de etidio / naranja de
acridina) y seguido del ciclo celular. Hemos provocado la apoptosis por medio de
choques térmicos, privacion de suero y inhibidores de la sintesis de las proteinas.
Fuera de eso hemos puesto en evidencia el fenomeno de apoptosis espontinea en
la mayoria de los hibridomas estudiados y en particular en los hibridomas A49 y
12HS. Un heterohibridoma "resistente” a la apoptosis ha sido estudiado mds
detalladamente (heterohibridoma hombre-ratén HF2 x 633).

Finalmente se ha estudiado la toxicidad de tensioactivos no ionicos a base
de nucleos p-lactdmicos observando respectivamente la apoptosis y la necrosis
en los hibridomas HF2 x 653 y la hemdlisis en los globulos rojos. Hemos
terminado debatiendo sobre los eventuales mecanisnios de accicn que provocan
la muerte celular.

Palabras _clave : Cultivo de hibridomas, produccion de anticuerpos

monoclonales, sistema de cultivo a base de tubos de didlisis, medio sin suero,
muerte celular programada, apoptosis esponidanea, heterohibridoma HIF2 x 633,

tensioactivos no ionicos.
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I.A. Généralités

Depuis de nombreuses années les cultures de cellules ont commencé &
remplacer l'expérimentation animale in vivo en tant qu'outil de recherche. Dans le
domaine industriel, par exemple, les méthodes de production d'anticorps
monoclonaux se sont également adaptées a ces nouvelles techniques. C'est ainsi
que la technique des ascites (ou les anticorps sont produits par tumeur
intrapéritonéale provoquée chez la souris ou le rat) est pratiquement remplacée par
la fabrication d'hybridomes. Kohler et Milstein (76) ont été les premiers a décrire la
technique de fusion d'un lymphocyte B provenant d'une souris (préalablement
immunisée contre un antigéne donné) et d'une cellule de myélome (cellule
provenant d'une lignée cancéreuse). Apreés un certain nombre d'étapes de clonage
et de sélection, on obtient quelques clones de cellules ayant une partie des
caractéristiques génétiques et physiologiques des cellules parentales. En particulier,
on sélectionne les clones producteurs d'anticorps dirigés contre l'antigéne utilisé
pour l'immunisation de la souris (héritage du lymphocyte). Par ailleurs, les cellules
obtenues doivent pouvoir étre cultivées. On sélectionne donc les cellules ayant les
caractéristiques "d'immortalité" (héritage génétique des cellules myélomateuses).
Les cellules hybrides ainsi obtenues sont appelées des hybridomes.

Les hybridomes obtenus, les plus intéressants, sont ceux qui peuvent étre
cultivés de maniére & produire le maximum d'anticorps monoclonaux.

Pour optimiser la culture des hybridomes in vitro, on peut envisager trois
axes principaux de recherche :

« Définir un milieu de culture le plus adapté a la production de molécules ;
lidéal étant que les molécules produites puissent étre utilisées en
thérapeutique.

» Sélectionner un systéme de culture pour lequel on puisse obtenir des fortes

concentrations cellulaires.
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o Sélectionner des clones sur-exprimant les caractéristiques génétiques
parentales (sélection de souches hautement productrices et en méme temps

ayant une forte résistance a la dégénérescence et a la mort cellulaire).

Au cours de ce travail, nous allons nous intéresser a certains aspects de ces
trois axes de recherche :

o Adaptation des cellules a des milieux optimisés (en particulier & des milieux
sans sérum).

o Comparaison de trois systémes de culture et étude d'un systéme, non
commercialisé, de culture en masse dans des tubes & dialyse ; contréle de la
stabilité génétique des cellules (empreinte génétique de 'ADN).

o Etude de la mort cellulaire chez les hybridomes (apoptose et nécrose) :

* Détection et mise en évidence
* Induction de la mort cellulaire
* Etude de l'apoptose spontanée
* Description d'un hybridome résistant a l'apoptose.
* Utilisation de surfactifs non ioniques pour étudier la toxicité
et l'induction de la mort cellulaire
Avant de nous intéresser a ces différents aspects des cultures d'hybridomes,
nous allons rappeler quelques notions nécessaires a la compréhension de ce travail

de thése.



1.B. Milieux et cultures cellulaires

Les cellules animales appartenant & un tissu possédent au sein de celui-ci tous
les éléments nécessaires a leur croissance, a leur "reproduction” par mitose ou
méiose mais aussi & leur mort et a leur élimination.

Pour la compréhension des mécanismes cellulaires, des études ont été
réalisées depuis longtemps, de maniére & maintenir des cellules vivantes in vitro.

La culture de cellules, de tissus ou méme d'organes a l'extérieur de
l'organisme date du début du siecle. Ainsi Harrison en 1907, observa des embryons
de poulet maintenus en vie dans de la lymphe (60) alors que Carrel et al (19) ont
réalisé la culture in vitro de tissus et d'organes. L'échec du maintien en vie des
cellules en dehors de leur contexte biologique a conduit a développer des
techniques et a étudier les parameétres qui interviennent dans les cultures. En 1943,
Harris réussit a isoler des cellules fibroblastiques issues de tumeurs (lignée L.929)
(59). Plus tard, en 1959, Eagle a mis au point un milieu de culture tenant compte
des besoins nutritionnels des cellules HeLa (34,35). La figure 1.1 donne un résumé

des éléments nécessaires au développement des cellules.

Figure 1.1 : Eléments essentiels a la croissance cellulaire.

Pendant la culture des cellules in vifro, il est nécessaire de réguler au mieux
tous les paramétres nécessaires au bon fonctionnement de la machinerie cellulaire
(température, éléments nutritifs, pH, osmolarité, etc.). C'est ce qui est réalisé dans

les diverses formulations de milieux de culture.



La figure 1.2 donne un résumé des principaux composants d'un milieu de
culture, qui est constitué d’un milieu de base, d'additifs (nature et quantité

variables) et de sérum ou substituts.

MILIEU DE
BASE i ADDITIFS

(Aminoacides, | (antibiotiques,
vitamines, sels | surfactifs, SERUM

minéraux, ; antioxidants, ou

source de : etc...) SUBSTITUTS
carbone, etc...) J ou

SANS-SERUM
i e —

Figure 1.2 : Eléments constitutifs d'un milieu de culture.

Il existe de nombreux milieux de base, comme par exemple les milieux RPMI
1640 et DMEM dont les compositions sont données en annexe.

Cependant, en fonction du type cellulaire, les besoins peuvent étre différents.
Ainsi, des cellules hépatiques mises en culture nécessitent un apport en facteurs de
croissance spécifiques comme le HGF (Hepatocyte Growth Factor) (131), de
méme, les cellules nerveuses ont leur croissance stimulée par le NGF (Neuronal
Growth Factor) (36). Ces facteurs de croissance, souvent mal connus, sont
difficiles & purifier d'ou leur prix élevé. Pour pallier ces difficultés, on ajoute au
milieu de base, un certain nombre d’additifs et en particulier du sérum d'origine
animale. On utilise principalement du sérum de veau foetal ou de nouveau-né. IIs
vont apporter des facteurs de croissance, des protéines, des inhibiteurs de
protéases (56). On privilégie les sérums provenant de foetus ou de nouveau-nés car
ils contiennent trés peu d'anticorps. L'albumine, présente en quantité importante
dans le sérum (70 g/l), joue par ailleurs un role régulateur de I'équilibre osmotique
et détoxifie également le milieu de culture (50).

Le sérum peut véhiculer des éléments nocifs comme des mycoplasmes (135)

ou des virus (171) qui peuvent échapper aux étapes de stérilisation par filtration.



Pour ces raisons et plus spécialement pour des raisons de cofit, un certain nombre
de substituts de sérum ont été utilisés.

L'utilisation en thérapeutique des composés produits par culture de cellules,
impose qu'aucun produit d'origine animale ne soit utilisé dans les milieux. De plus,
la composition des milieux doit étre maitrisée au mieux. La qualité principale de
ces substituts de sérum doit étre une composition chimique totalement définie
avec une absence de risques pathogénes. Des substituts de sérum comme
I'ULTROSER®, ou le NU-SERUM®, sont commercialisés par différentes sociétés.
Plusieurs milieux sans sérum de composition définie ont été mis au point au
laboratoire et en particulier le milieu BM. Ils sont dérivés du milieu sans sérum
décrit par Schneider en 1989 (139). Sa composition chimique est décrite dans le
chapitre Matériel et méthodes. Il peut étre additionné de sérum albumine humaine
(HSA) (93). L'utilisation de milieux sans sérum nécessite cependant une période
pendant laquelle les cellules doivent s'adapter a ces milieux.

La premiére partie de notre travail va tenter de dégager un certain nombre de
considérations techniques sur la méthodologie d'adaptation a ces milieux sans

sérum.



1.C. Hvybridomes et systémes de production d'anticorps monoclonaux

Un hybridome est une cellule créée artificiellement. Il résulte de la fusion
d'un lymphocyte, qui apporte le caractere “ biosynthése d’anticorps”™ et d’un
myélome, qui apporte le caractére “ d'immortalisation”. Le meilleur taux de
réussite pour 1’obtention des hybridomes est obtenu quand les lymphocytes et les
myélomes proviennent de la méme espéce animale (en général des rongeurs comme
les rats Lou, souris Balb-c).

Les lymphocytes sont d’abord stimulés in vivo par immunisation des animaux
avec |’antigéne €tudié. Ils sont récupérés a partir de la rate des animaux immunisés
puis fusionnés, en présence d'un agent fusogéne comme le polyéthyléne glycol
(PEG), avec une lignée cellulaire myélomateuse issue de cellules tumorales
provenant d’animaux de la méme espéce et portant une déficience dans la voie
secondaire de synthése de I'ADN définie comme HPGRT". Par analogie les
lymphocytes vont avoir un phénotype HPGRT.

On obtient ainsi des :

* Homocaryons lymphocyte-lymphocyte
*  Homocaryons myélome-myélome
* Hétérocaryons myélome-lymphocyte

On utilise un milieu de culture sélectif (milieu HAT : hypoxanthine,
aminoptérine, thymidine), les myélomes ne peuvent pas s'y développer car ils ne
peuvent pas synthétiser de 'ADN (car ils sont HPGRT"). Les lymphocytes vont
également mourir car ils sont incapables de se diviser. On privilégie donc la
croissance d’hybridomes provenant des hétérocaryons myélome-lymphocyte. Au
cours des cultures des hybridomes formés, le matériel génétique se stabilise a la
suite de remaniements et d’éliminations. On réalise alors la sélection des
hybridomes (myélome-lymphocyte) qui produisent effectivement des anticorps

dirigés contre l'antigéne qui avait servi a la sensibilisation des lymphocytes.
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On effectue des clonages afin d'obtenir des lignées cellulaires provenant d'un
méme clone. Ces clones obtenus peuvent ensuite étre caractérisés par différentes
techniques (réponse qualitative et quantitative contre l'antigene de départ,
empreinte digitale de 'ADN, analyse des isoenzymes, milieu de culture etc.). Les
hybridomes sont conservés par congélation dans I'azote liquide. Cette technique de
base décrite initialement par Kohler et Milstein (76) a subi depuis, de nombreuses
modifications ou améliorations (52,95,141).

La figure 1.3 résume les différentes étapes de I'nybridation cellulaire.
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Figure 1.3 : Différentes étapes de I'hybridation cellulaire.
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Un hybridome moyennement producteur, cultivé en boite, permettra
d'obtenir environ 50 pg/ml d'anticorps (130). Il faudrait 20 | de surnageant de
culture pour obtenir 1 g d'anticorps, si on admet un rendement de purification de
100%. Pour augmenter la production d'anticorps, des systémes de culture trés
variés, faisant appel a des technologies différentes, ont été développés.

Les systémes de production in vifro peuvent étre classés en plusieurs
catégories :

. culture en mode "batch" : on utilise un systéme clos contenant la

suspension cellulaire. Le milieu nutritif n'est pas renouvelé, ce qui entraine une
accumulation des "déchets métaboliques" ainsi qu'un épuisement des nutriments.

o culture en mode "fed batch" : cette technique utilise un systéme alimenté

continuellement en milieu de culture frais qui maintient stable la quantité de
nutriments alors que les déchets toxiques s'accumulent.

. culture en mode "continu" : ce type de culture présente la particularité de

maintenir constants les taux de nutriments et de déchets toxiques par un apport
régulier d'un certain volume de milieu frais accompagné du prélévement du méme

volume de suspension cellulaire "usé".

. culture en mode perfusé : ce systéme est basé sur la capture des hybridomes
par des techniques diverses (filtres, encapsulation, fixation sur des supports solides,
culture en tubes a dialyse). Dans ce cas, les cellules sont alimentées en milieu frais

alors que le milieu usé est évacué.

Le choix d'un systéme de culture se fait en tenant compte de trés nombreux
parametres : prix de revient, rendement de production, concentrations cellulaires
obtenues, temps disponible pour la réalisation des cultures, quantité d'anticorps
désirée, etc. On a voulu souvent transposer la technologie et le savoir-faire déja
acquis en microbiologie (production par fermentation) aux cultures de cellules
animales. Malheureusement les régulations de tous les facteurs métaboliques chez

les micro-organismes qui sont simples deviennent trés complexes chez les cellules
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animales. C'est ainsi que beaucoup de systemes de production a grande échelle
d'anticorps monoclonaux n'ont pas permis d'augmenter le rendement final. Dans
ces systémes la production augmente mais le prix de revient atteint des valeurs

importantes, ce qui module a la baisse son intérét.

En fonction des différents _systemes de culture, les hybridomes se
développeront de fagon différente. Il est nécessaire de s'assurer de la qualité et de
la quantité des anticorps produits, d'ou l'intérét de controler la stabilité génétique
des hybridomes dans différents systémes de culture. C'est dans cette optique que
nous avons axé la deuxiéme partie de notre travail, en comparant la croissance
d'hybridomes dans 3 systémes de culture différents et en observant l'état du
matériel génétique par empreinte digitale de 'ADN. Nous avons, par ailleurs, suivi
I'éventuelle fragmentation de 'ADN (caractéristique de la mort cellulaire par

apoptose), dans les trois systémes de culture et avec 3 souches d'hybridomes

différents.

1.D. Apoptose ou mort cellulaire programmée

Au cours d'une culture d'hybridomes, on essaie par des techniques diverses
d'optimiser la production d'anticorps (optimisation du milieu ou du systéme de
culture). Pour produire des anticorps utilisables en thérapeutique et peu onéreux,
on a souvent opté pour la solution des cultures en milieux sans sérum et des
cultures en masse dans des bioréacteurs brassant d'énormes quantités de milieu et
de cellules. Remarquons que la production d'anticorps sera améliorée si les cultures
peuvent étre maintenues pendant des temps de plus en plus longs. Ceci améne donc

a envisager la mort des cellules.

Il existe deux types de mort cellulaire assez bien définis : la nécrose et

l'apoptose.



Le premier type, le plus anciennement décrit, est la nécrose dont la cause est
le plus souvent accidentelle, ou due & des phénomeénes physiques, et est basée sur
des propriétés mécaniques de la membrane. Dans ce type de mort cellulaire, la
cellule augmente de volume car la membrane plasmique perd une partie de son
intégrité ; de nombreux ions et molécules de faible masse quittent les cellules et
sont remplacés par de l'eau. Le deuxiéme, récemment mis en évidence et moins
bien connu, est le plus souvent déclenché par des phénomenes physiques,
biochimiques ou génétiques. Dans ce cas, la cellule subit une cascade de
remaniements biochimiques, morphologiques et physiologiques qui provoquent une
désorganisation du contenu intracellulaire, accompagnée d'une diminution de
volume. Des invaginations cellulaires vont conduire a la formation de corps
apoptotiques qui contiennent les restes de la cellule, enfermés dans des membranes
qui expriment des molécules marqueurs. Les macrophages ou les cellules
environnantes reconnaitront ces marqueurs et phagocyteront les corps
apoptotiques avant qu'ils éclatent. De cette fagon les hydrolases contenues dans ces
corps apoptotiques ne nuiront a la vie ni des cellules environnantes ni de

l'organisme. Les différences morphologiques entre l'apoptose et la nécrose sont

décrites sur la figure 1.4,

Cellule vivante

Figure 1.4 : Différents types de mort cellulaire : nécrose et apopltose.
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Ce type de mort cellulaire a été décrit dans un trés grand nombre de
populations cellulaires. Elle est présente chez les plantes (55), les invertébrés :
Caernorhabditis elegans (61), les insectes (172), les rongeurs (137), les bovins
(87), les primates (75) et 'homme (75). Quelques €études laissent penser que ce
phénoméne existe méme chez les levures (102) ou les bactéries (110).

Chez I'homme, on trouve l'apoptose aussi bien au niveau des neurones (134),
des myocytes (143), des cellules sanguines (89), des cellules visuelles (48), des
adipocytes (125).

Au niveau des lignées cellulaires en culture, on rencontre également trés
souvent le phénoméne apoptotique : HeLa (111), PC12 (124), HL60(53), 3T3

(80).

Ce n'est que depuis les années 70 que l'on a commencé a caractériser la mort
cellulaire et a distinguer morphologiquement l'apoptose de la nécrose (70). En
1980, Wyllie et al (175) relia ces observations morphologiques a l'activité
d'endonucléases sur des thymocytes dont la mort cellulaire est induite par l'action
de glucocorticoides. Horvitz et al (38) au Massachussets Institute of Technology
ont identifié plusieurs geénes appelés ced-3, ced-+4 et ced-9, responsables de la
disparition des cellules chez un nématode Caernorhabditis elegans au cours de son
développement. Des travaux ultérieurs ont montré qu'au cours de I'évolution, ces
génes ont été assez bien conservés. C'est en particulier le cas du géne bcl-2
correspondant & ced-3 (167) et plus récemment le géne /CE correspondant a ced-4
(179) qui ont été retrouvés chez les eucaryotes .

L'apoptose joue, dans tous les organismes, le role de régulateur
physiologique en éliminant les cellules indésirables ou qui sont trop vieilles. C'est
ainsi qu'au cours du développement embryonnaire, beaucoup de cellules comme les
cellules nerveuses se débarrassent des cellules inutiles (16,54). Dans la régulation
du systéme immunitaire, les lymphocytes qui fabriquent des anticorps contre les
molécules du soi, sont détruites par apoptose pour éviter une autodestruction de

'organisme (79). Le terme de mort cellulaire programmée a souvent €té associé ou
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confondu avec le terme d'apoptose ce qui a conduit un certain nombre d'auteurs a
essayer de définir ces deux termes (6,25,144). Dans un souci de simplification nous
ne ferons pas de différence entre eux.

Ces observations nous ont amenés a nous poser un certain nombre de
questions :

Les hybridomes meurent-ils par apoptose ?

Si oui, pouvons-nous estimer le pourcentage de mort par apoptose ?

Quels peuvent étre les inducteurs de l'apoptose chez les hybridomes ?

Que peut apporter I'étude de l'apoptose des hybridomes dans I'étude de la

toxicologie d'un composé ?

La derniére partie de ce manuscrit va essayer de répondre a ces questions,

aprés quoi nous débattrons de I'ensemble des résultats obtenus.






,,,,,,,,

IILA. Lignées cellulaires

Nous avons utilisé un certain nombre de lignées cellulaires dont les

caractéristiques sont décrites briévement dans le tableau I.

Tableau I : Description des lignées cellulaires utilisées.

Lignée cellulaire Tvpe Myélome Lymphocyte Type Production Origine Référence
A49 Hybridome (souris/souris) SP2/0-Agl4 Souris Balb/C | Suspension IeM INSERM (95)
A 64 Hybridome (souris/souris) SP2/0-Agl4 Souris Balb/C | Suspension 1eGo INSERM (95)
B1li6 Hybridome (souris/souris) SP2/0-Agld Souris Balb/C | Suspension 18G3 INSERM (95)
12H8 * Hybridome (souris/souris) 3P2/0-Agl4 Souris Balb/C | Suspension 1gGaa INSERM (129)
ox19 * Hybridome (souris/souris) NS Souris Balb/C | Suspension 158G, ECACC (28)
AFRC MAC 65* Hybridome (rat/rat) Y3.Ag1.23 Rat Lowlap Semi-adh. IgM ECACC (15)
HF2x653 * Hybridome (homme/souris) | P3X63Ag8.653 | WIL2729-F2 | Semi-adh. 1gG ECACC (122)
IMO1BIS Hybridome NS1 Souris Balb/C | Suspension 1gGa, BIOTROL nd
IL-A42 * Hybridome (souris/souris) | P3X63Ag8.653 | Souris Balb/C | Suspension 1eGa, ECACC 29)
IL-A43 * Hybridome (souris/souris) | P3X63Ag8.653 | Souris Balb/C | Suspension IgGn,y ECACC (29)
SP2/0-Agld  * Myélome souris Suspension ECACC (116,149)
P3/NSUI-Agd.1 Myélome souris Suspension ECACC @1
P3x63Ag8.653 * Myélome souris Suspension ECACC (69)
Y3.Ag123 * Myélome rat Suspension ECACC (46)

Les celhiles marquées avec un astérisque (*) ont été testées contre les
mycoplasmes par la méthode au Hoechst décrite dans (108).

I1.B. Milieux de culture

La composition chimique des différents milieux de base est donnée dans

'annexe 1.

II.B.1. RPMI 1640

Le milieu RPMI 1640 (SEROMED, Berlin, Allemagne) est additionné de :
glutamine 1 mM (SIGMA, St. Louis, USA) ; pénicilline G 100 Ul/ml (DIAMANT,
Puteaux, France) ; streptomycine 100 pg/ml (DIAMANT, Puteaux, France) et
d'hydroxy-éthyl-pipérazine-éthyl-sulfonate (HEPES) 20 mM (SEROMED, Berlin,
Allemagne). Exception faite des expériences d'adaptation, ce milieu a été
supplémenté soit avec du sérum de veau foetal (SVF) 10% v/v (DUTSCHER,
Brumath, France) soit avec de I'ULTROSER HY 2% p/v (SEPRACOR,

Villeneuve la Garenne, France) et SVF 0,5% v/v. Pour certaines expériences

I
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réalisées en tubes a dialyse, il a été ajouté du glucose (SIGMA, St. Louis, USA) de

maniére a obtenir une concentration finale de 4 g/1.

I1.B.2. DMEM

Le milieu DMEM (LIFE TECHNOLOGIES, Paisley, Scotland) a été
additionné de glutamine 2 mM (SIGMA, St. Louis, USA) ; de pénicilline G 100
Ul/ml (DIAMANT, Puteaux, France) ; de streptomycine 100 pg/ml (DIAMANT,
Puteaux, France) et d'HEPES 20 mM (SEROMED, Berlin, Allemagne). Ce milieu
a €té supplémenté avec du SVF 10% v/v (DUTSCHER, Brumath, France).

I1.B.3. F12 de HAM

Au milieu de HAM's F12 (LIFE TECHNOLOGIES, Paisley, Scotland) sont
ajoutés de la glutamine 2 mM (SIGMA, St. Louis, USA) ; de la pénicilline G 100
Ul/ml (DIAMANT, Puteaux, France) ; de la streptomycine 100 pg/ml
(DIAMANT, Puteaux, France) et de I'HEPES 20 mM (SEROMED, Berlin,

Allemagne).

Ce milieu est obtenu en mélangeant les milieux de base DMEM et F-12 1:1
(v/v) auquel on ajoute :
du 2-mercaptoéthanol 50 uM (SIGMA, St. Louis, USA),
du pluronic F68 0,01 % (p/v) (SERVA, Le Perray-en-Yvelines, France),
de I'éthanolamine (0,01 %), 50 uM (SIGMA, St. Louis, USA).
Pour certaines expériences, ce milieu est en outre additionné de :
Sérum albumine humaine (HSA) 1 g/l,
et de SVF a diverses concentrations,
Pour d'autres expériences, le milieu BM a été supplémenté avec des additifs

IBF. Ce milieu que nous appellerons BM-IBF est commercialisé sous le nom de

IMOCELLY®.



I.C. Systémes de culture

Les cultures ont été réalisées dans 4 systémes de culture différents. Dans
tous les cas, ces systémes ont été maintenus a 37°C, soit dans un incubateur
thermostaté (JOUAN, Saint Nazaire, France), soit dans un incubateur équipé de

rouleaux tournants (BELLCO, Vineland, USA).

IL.C.1. Plaques de culture

Pour l'étude des adaptations, on a utilis¢ des plaques stériles & 24 puits

(COSTAR, Cambridge, USA) en utilisant 1 ml de milieu par puits.

II.C.2. Boites de culture

Les cultures en "batch" ont été réalisées dans des boites de culture de 25 cm?
et 75 cm? (CORNING, New York, USA) contenant respectivement 10 et 30 ml de

milieu.

II.C 3. Spinners

Des "spinners a boule" de 250 ml (TECHNE, Cambridge, UK) contenant
100 ml de milieu ont été utilisés. Ils sont agités par un agitateur magnétique

tournant & 10 rpm (TECHNE, Cambridge, UK).

I1.C.4. Systémes 4 membrane de dialyse

Nous avons mis au point un systéme (94) permettant I'obtention de solutions
concentrées d'anticorps ou de molécules produites par des cellules en culture. Ce
dispositif a été préalablement décrit (Lettre Soleau déposée a I'Institut National de
la Protection Industrielle, France N° 67637). Il est constitué d'un tube a dialyse de
point de coupure 25 kDa (SPECTRUM, Los Angeles, USA) contenant la
suspension cellulaire, le tout placé dans un flacon tournant (CORNING, New

York, USA) (figure 2.1) & une vitesse de 20 rpm.



— Flacon tournant

: Milieu de culture

Tube 3 dialyse installé
sur un support

Figure 2.1 : Schéma de principe du systéme de culture a dialyse. Le tube a
dialyse, maintenu sur un support, est rempli avec une suspension de cellules
prélevées en phase exponentielle de croissance. Le tube a dialyse sur son support
est placé a l'intérieur d'un flacon tournant, partiellement rempli de milieu de
culture. L'ensemble est placé a 37°C sur un dispositif permettant la rotation

contimie du flacon.

Trois systémes de tubes de volumes différents ont été réalisés (tableau II).

Tableau 11 : Caractéristiques des différents systémes a dialyse.

Type de systéme | Vi (ml) [ Ve (ml) I Flacon tournant
Systéme I 10 200 490 cm?
Systéme II 40 400 850 cm? .

Systéme IIT 80 800 850 cm?®

Vi : volume du tube a dialyse contenant la suspension cellulaire. Ve :

volume dans lequel est immergé le tube a dialyse.



I1.D. Manipulation et entretien des cellules

II.D.1. Cellules semi ou peu adhérentes

Ces cellules sont mises en suspension avec un grattoir stérile (COSTAR,

Cambridge, USA).

II.D.2. Congélation des cellules

Chaque souche cellulaire est réguliérement congelée. 109 cellules en phase
exponentielle de croissance sont centrifugées. Le culot cellulaire est resuspendu
dans 1 ml de mélange stérile constitué de 90% de SVF (DUTSCHER, Brumath,
France) et 10% de diméthyl sulfoxyde DMSO (SIGMA, St. Louis, USA). La
solution est placée dans un cryotube de 1 ml (NUNC, Kamstrup, Danemark). Le

cryotube est maintenu 1h 30min a -80°C avant d'étre stocké dans l'azote liquide.

I1.D.3. Décongélation des cellules

Un cryotube sorti de l'azote liquide est maintenu 2 minutes & la température
ambiante. Il est alors partiellement décongelé dans un bain-marie a 37°C jusqu'a
décollement du culot, puis dilué dans 50 ml de milieu frais préalablement chauffé a
37°C. Aprés une centrifugation de 5 minutes & 100 g, le culot cellulaire est prét a
étre utilisé.

Dans certains cas, le culot cellulaire est repris dans un milieu de 2 a 3 fois
plus riche en SVF de maniére a obtenir une viabilité cellulaire supérieure a 80%,

apres quoi les cellules sont placées dans leur milieu normal.

L'ensemencement des systémes a base de tube a dialyse ainsi que le

prélévement des cellules est réalisé a l'aide d'une seringue stérile.



ILE. Adaptations

II.E.1. Définition

On appelle adaptation d'une lignée cellulaire & un milieu donné, la période
transitoire pendant laquelle on remplace progressivement le milieu de culture initial
par un autre milieu. On effectue ainsi un certain nombre de passages. Un passage
est un renouvellement de milieu classique. Suivant I'évolution des différents
paramétres observés, on conserve le milieu, ou on augmente la proportion de

nouveau milieu. On appelle Py le premier changement de milieu.

II.E.2. Paramétres mesurés

Le nombre de doublements d; est défini & partir du nombre de cellules au
passage 1 (n;) et du nombre de cellules au passage i-1 (n;,) par la formule

suivante :

_Log (n;/ ny ;)
Log (2)

d;

On utilise la courbe de doublements cumulés. Cette courbe est obtenue en
additionnant les nombres de doublements depuis le 1°f jusqu'au i*™M¢ passage pour

obtenir le nombre de doublements cumulés N;.

N; =24
i=1

L'allure de cette courbe et en particulier sa pente permettent d'apprécier la

maniére dont les cellules doublent leur nombre.



ILF. Détermination des paramétres cellulaires

II.F.1. Coloration au bleu trypan

ILF.1.a) Réactifs

CH. CHg
NH, OH OH NH,
' ' N=N N=N
Na O3S I O SO,Na Naoas SOSNa

Figure 2.2 : Molécule de bleu trypan.
Le bleu trypan (formule figure 2.2) pénétre dans les cellules dont la
membrane plasmique est détériorée. Elles se trouveront alors colorées en bleu.
Cette coloration est obtenue avec le mélange suivant :
« un volume d'une solution de NaCl a 4,25% (p/v) (SIGMA, St. Louis, USA),
« quatre volumes d'une solution de bleu trypan a 0,20% (p/v) (SIGMA, St.
Louis, USA).
On observe, au microscope optique, une suspension faite avec 1 volume de
la solution précédemment décrite de bleu trypan et 1 volume de la suspension

cellulaire placée dans un hémocytométre de Thoma.



IL.F.1.b) Paramétres mesureés

- On définit :

e La concentration de cellules de I'espéce x (Cx) par :

K
> n,-d
C, = —]_i— . 10* cellules / ml

avec :
""" n, : nombre de cellules de I'espéce x comptées sur un hémocytometre,
d : facteur de dilution pour la mesure,
’’’’’’ k : nombre de comptages.
On définit ainsi :
« La concentration de cellules vivantes : Cv.
+ La concentration de cellules mortes : Cm.
« La concentration de cellules totales Ct (Ct = Cv + Cm),

On définit également :

o Le % de cellules de l'espéce x (%X) par :

%X=—(—:l-100

~ ¢
« Le pourcentage de cellules vivantes (%V) est également appelé viabilité.
o Le pourcentage de cellules mortes (%oM) est également appelé mortalité,
» L'intégrale de cellules vivantes Iy (ou de cellules totales I;), entre les temps t,

et t, est définie comme suit :

H {
Iy = [cy (1)t « Ip=[cp(t)dt
1 t0
avece |
t : temps,

¢y : concentration de cellules vivantes au temps t,

cp . concentration de cellules totales au temps t,
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t, : premier temps de comptage,

t : dernier temps de comptage.

Les valeurs de I et I entre les temps t, et t sont estimées expérimentalement
par la détermination de l'aire sous la courbe & 'aide de la méthode des trapézes

donnant la concentration en fonction du temps, en utilisant la formule :

i=t

Iy = _ % ‘ (Cvi + Cviﬂ)'(tm - )]

Ip = _%'(Cn T CTM )'(ti+1 - ti)]
i=t

<

avee !

C,; : concentration de cellules vivantes au temps t,

C; : concentration de cellules totales au temps t;.

La vitesse spécifique de croissance d'une culture pendant la phase

exponentielle de croissance est déterminée par :

dCy

B
4T

avece |

1 : vitesse de croissance spécifique dont l'unité est l'inverse de l'unité de temps,

C; : concentration de cellules totales au temps t.

Si on se place dans la phase exponentielle de croissance entre deux temps t, et

t,, on peut écrire :

Log C; - Log Cy,
t, -1,

avec .

W, - vitesse de croissance spécifique entre les temps t, et t,.

4]



ILLF.2. Coloration avec le mélange bromure d'éthidium/acridine orange

Cette technique est dérivée de celle décrite par Mercille et Massie (98). Elle

utilise un mélange de bromure d'éthidium et d'acridine orange (figure 2.3).

ILF.2.a) Réactifs

S
=
H,C-N N N—CH,

CH, CH

Bromure d'éthidium Acridine Orange

Figure 2.3 : Formules du bromure d'éthidium et de l'acridine orange.

On utilise une solution contenant 100 pg/ml d'acridine orange et 100 pug/ml
de bromure d'éthidium (SIGMA, St. Louis, USA), préparée dans du PBS sans
Ca?* et sans Mg2*pH 7,4. 4 pl de ce mélange sont ajoutés a 100 pl de suspension
cellulaire ( 10° cellules/ml). 8 pl de cette suspension sont déposés sur une lame et
recouverts d’une lamelle pour I’estimation des pourcentages des différentes
populations cellulaires et 20 pl sur un demi-hémocytometre pour I’estimation des
concentrations cellulaires. L’observation a été réalisée avec un microscope a
fluorescence Axioskop (ZEISS, Strasbourg, France) avec une longueur d'onde

d'excitation (A,,) : 450-490 nm et une longueur d'onde d'émission (A,) : 520 nm.

em

L'acridine orange pénetre dans toutes les cellules (vivantes ou non) et
s'intercale dans les ADN double-brin qui apparaitront colorés en vert. Elle se fixe
également aux ARN et ADN simple-brin qui apparaitront colorés en rouge-orange.
Une cellule vivante va donc présenter un noyau vert et un cytoplasme rouge-
orange. Le bromure d'éthidium pénetre uniquement dans les cellules dont la
membrane est altérée, (pour s'intercaler dans les ADN bicaténaires). Les cellules

apparaitront alors colorées en orange vif. Il se fixe un peu de bromure d'éthidium

dans les ARN qui apparaitront légérement colorés en rouge. Donc, une cellule
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morte aura une chromatine orange vif (Ia coloration du bromure d'éthidium

dominera celle de l'acridine orange) et son cytoplasme apparaitra rouge foncé.
Pl

IL F.2.b) Paramétres mesureés

On définit les différents stades cellulaires :

VNA : cellules Vivantes avec noyau Non Apoptotique,

VA : cellules Vivantes avec noyau Apoptotique,

NVA : cellules Non Vivantes avec noyau Apoptotique,

N : cellules nécrotiques (cellules mortes avec noyau normal).

Les pourcentages des différentes populations cellulaires sont calculés par

rapport au nombre total de cellules.

VNA

% VNA =

100
(VNA + VA + NVA +N)

Figure 2.4 : Cellules colorées avec le mélange bromure d'éthidium /

acridine orange et observées au microscope a fluorescence.

I1.GG. Analyse des métabolites

I1.G.1. Dosage des anticorps par test ELISA

Pour doser les anticorps présents dans les différents surnageants de culture

obtenus, on a utilisé la méthode E.L.I.S.A. (Enzymed Linked Immuno Sorbent

Assay).



I1.G.1.a) Principe

3

e Révélation par le TMB

A

#

Anticorps marqué

a la peroxydase

Anticorps a doser

Anticorps de revétement
ou de "coating”

Puits d'une plaque

a microtitration

Figure 2.5 : Schéma de principe du test ELISA.

Cette méthode immunochimique permet le dosage des protéines en phase
hétérogéne par immunoadsorption d'immmunoglobulines préalablement fixées a
une surface plastique. Elle combine une action enzymatique et immunologique en

vue d'obtenir un titrage colorimétrique (figure 2.5).
I1.G.1.b) Réactifs

I1.G.1.b.1) Tampons

e Tampon PBS-Tween :

NaCl..oooooiiiii, 130 mM
Na,HPO,..........ccccoooii 5 mM
KH,POyuooioiiiiiiiic 1,5 mM
,,,,, Tween 20............ccco..e.......0,1% Vv
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Tampon de revétement :
Na,COs.iviiiiiiiiicii 50 mM ajusté & pH 9,6 par NaHCO, solide
Tampon acétate/citrate :
CH,COONa.......cccooveviiiiiiann, 140 mM ajusté a pH 6,0 par une solution
d'acide citrique 100 mM.
I1.G.1.b.2) Anticorps de revétement des plaques
IgG de chévre anti-IgG de souris (TAGO, Burlingame, USA)
IgG de chévre anti-IgM de souris (TAGO, Burlingame, USA)
Solution de saturation : HSA 2% p/v dans du PBS-Tween.
[1.G.1.b.3) Anticorps standard
IgG standard (JACKSON IMMUNORESEARCH INC., West Grove,
USA) a 1 mg/ml dans du tampon NaHPQO, (10 mM) / NaCl (500 mM) a pH
8 diluée dans du PBS Tween.
IgM standard (SOUTHERN BIOTECHNOLOGY ASSOCIATES INC,,
Birmingham, UK) a 1 mg/ml diluée dans du PBS Tween.
I1.G.1.b.4) Anticorps marqués a la peroxydase
Anticorps de chévre anti-IgG de souris marqués a la peroxydase (TAGO,
Burlingame, USA) en solution dans du PBS Tween.
Anticorps de chévre anti-IgM de souris marqués a la peroxydase (NORDIC

IMMUNOLOGY, Tilburg, Pays Bas) en solution dans du PBS Tween.

I1.G.1.b.5) Substrat de la peroxydase
Solution mére de 3,3',5,5-tetraméthylbenzidine (TMB) 1% v/v dans le
tampon acétate/citrate a laquelle on rajoute du H,0, (30 volumes) 0,04%
viv.

Solution de fin de réaction : H,S0, 2N.
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11.G.1.¢) Revétement des plaques "coating"

Les 96 puits d'une plaque de microtitration (COSTAR, Cambridge, USA)
sont recouverts d'anticorps en déposant : .
~ Pour le dosage des IgG : 100 pl de la solution d'anti Ig G de souris dans du
PBS Tween a une dilution de 1/500.
~ Pour le dosage des IgM : 100 ul de la solution d'anti Ig M de souris dans du
PBS Tween a une dilution de 1/1000,
Aprés une nuit d'incubation a 4°C les puits sont lavés 3 fois avec du PBS
Tween puis saturé€s avec une solution de gélatine de poisson (0,2% dans PBS)
(SIGMA, St. Louis, USA-Ref G 7765) a raison de 150 pl/puits et conservés

ainsi une nuit a 4°C.
11.G.1.d) Dépét de l'anticorps a doser

Les plaques sont lavées 3 fois avec du PBS Tween. Les échantillons a
doser sont ensuite déposés a raison de 100 pl/puits aux dilutions allant de 1/50
a 1/51200 dans du PBS-Tween (10 minutes a 20°C). On réalise parallélement
une gamme étalon avec l'anticorps standard (IgG ou IgM suivant le type de

dosage).
I1.G.1.e) Dépot du conjugué anticorps-peroxydase

Les plaques sont lavées 3 fois avec du PBS Tween, puis on ajoute 100
ul/puits de la solution d'IgG (ou IgM) marquée a la peroxydase a une dilution
de 1/2000 pour les IgG et de 1/1000 pour les IgM. On laisse incuber les
plaques pendant 1 heure & température ambiante et dans l'obscurité.

Apres 5 lavages avec du PBS Tween puis 1 lavage avec le tampon
acétate/citrate, les puits sont remplis avec 100 ul de la solution de révélation.

Aprés 10 min. d'incubation dans l'obscurité, on arréte la réaction en déposant
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25 pl par puits d'acide sulfurique 2N. Les valeurs d'absorbance & 450 nm sont
lues par un lecteur de microplaques Titertek (FLOW LABORATORIES,
Puteaux, France).

Les concentrations sont calculées graphiquement a par’gir de courbes

étalon réalisées sur chaque plaque.

II.G.1.f) Parameétres mesurés

» La production en anticorps au temps t (P¢) d'une culture, correspond a la
concentration en anticorps mesurée au temps t.

« La productivité en anticorps d'une culture, en fonction des cellules vivantes
[Ty (ou des cellules totales I1t) sera obtenue par le quotient de la production

par l'intégrale de cellules au temps correspondant, soit :

I
Il

Pt
1—IV T HT
IV

et

Pt
I
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ILLH. Analyse de 'ADN par électrophorése

IL.LH.1. Extraction de 'ADN

Des suspensions cellulaires (environ 107 cellules), sont centrifugées & 100 g
pendant 5 minutes. Les culots cellulaires sont lavés deux fois avec 5 ml de PBS
froid (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1,8 mM, pH 7,4).
Les cellules sont reprises dans 0,5 ml de tampon de lyse (Tris 10 mM, EDTA
5 mM, SDS 0,5%, Protéinase K 50 pg/ml, pH 7,8) et incubées 1h a 37°C. L'ADN
est extrait avec 400 ul d'un mélange phénol (équilibré avec du Tris 100 mM pH 8)
(FLUKA, Buchs, Suisse) / chloroforme (PROLABO, Paris, France) / alcool
isoamylique (SIGMA, St. Louis, USA) (25 : 24 : 1 v/v). Aprés 5 minutes de
centrifugation a 12000 g, la phase aqueuse (phase supérieure) est prélevée et
extraite de nouveau avec 400 pl de chloroforme. L'ADN est précipité en
mélangeant la phase aqueuse avec 70% d'éthanol (concentration finale) pendant
une nuit. Aprés centrifugation (10 minutes a 12000 g a température ambiante) le
culot d'ADN est séché et repris dans 400 pl de tampon TE (Tris-HCI 10 mM
pH 8, EDTA 1 mM). Cette solution d'ADN est alors incubée a 37°C avec de la
ribonucléase A (SIGMA, St. Louis, USA) a une concentration finale de 0,2 g/ml.
La réaction est arrétée et les protéines retirées par une nouvelle extraction
phénol/chloroforme comme précédemment. Finalement I'ADN est précipité avec
70% d'éthanol auquel on ajoute 10 ul d'une solution d'acétate d'ammonium 4M et
10 ul de MgCl, 1,5 M pour améliorer la précipitation des ADN de petite taille.
Aprés 10 minutes de centrifugation & 12000 g, le culot est repris dans 50 ul de
tampon TE. Ces solutions d'ADN sont conservées & 4°C si elles ne sont pas

analysées immédiatement. Ce protocole est schématisé sur la figure 2.6.
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Figure 2.6 : Schéma d'extraction et de dosage de 'ADN cellulaire.
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ILH.2. Dosage de I'ADN

La pureté des échantillons est vérifiée en les diluant dans du tampon TE et en
déterminant leur absorbance a 260 et 280 nm 4 l'aide d'un spectrophotométre UV-
160 (SHIMADZU, Kyoto, Japon). Les échantillons pour lesquels le rapport des
absorbances a 260 nm et 280 nm est >2 ou <1,6 sont écartés.

Le dosage de I'ADN est réalis¢ a l'aide d'un spectrophotométre a
fluorescence LS-5 (PERKIN-ELMER, Bucks, UK) en utilisant le colorant
HOECHST 33258 (SIGMA, St. Louis, USA) dilué a 10% v/v dans du tampon
TNE (Tris-HCI 10 mM pH 8, NaCl 0,1 M, EDTA 1 mM pH 8). Afin de
déterminer A, pour le couple HOECHST 33258 / ADN, on utilise de 'ADN de
thymus de veau (SIGMA, St. Louis, USA) & 100 pg/ml dans du tampon TE. Le
spectre obtenu est présenté sur la figure 2.7. La quantit¢é d'ADN est
proportionnelle a la quantité de fluorescence émise par le Hoechst 33258, jusqu'a

la concentration de 100 pg/ml, lorsqu'il s'intercale a I'ADN.

Spectre d'absorbtion du Hoeclist 33258 dans du TNE Ix

60 ~| ) abis max = 339
Fle scaling: 15
Fente excliation: S
Fente emission: 10

EM 380 400 420 440 460 480 500
EX 343

Figure 2.7: Spectre du couple ADN/HOECHST 33258. Ce spectre

d'émission est obtemi pour A,,.=3+43 nm.
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IL.H.3. Electrophorése sur gel d'agarose

Les gels sont préparés avec 2% d'agarose (SIGMA, St. Louis, USA - Ref
A9539) dans du tampon TBE avec 0,5 pg/ml de bromure d'éthidium (SIGMA, St.
Louis, USA).

IIL.H.3.a) Préparation des échantillons

Les échantillons sont préparés avec au moins 5 pg d'ADN en solution dans
10 ul de tampon TE. On leur ajoute 1 pl d'une solution de bleu de bromophénol a

0,01% et Ficoll 400 a 20% (PHARMACIA, Uppsala, Suede) dans du tampon TE.

II.H.3.b) Séparation

La migration éléctrophorétique est réalisée dans une cuve HORIZON 58
(LIFE TECHNOLOGY, Gaitherburg, USA) avec un champ électrique de 4V/cm.
En fonction des expériences, différents marqueurs de taille de 'ADN ont été
utilisés :

1. Echelle de 100 pb (PHARMACIA, Uppsala, Suéde)

2. pBR322 hydrolysé par Hae III (SIGMA, St. Louis, USA)

3. ADN marqueur II (BOEHRINGER, Mannheim, Allemagne)
ADN marqueur IV (BOEHRINGER, Mannheim, Allemagne)
ADN marqueur VI (BOEHRINGER, Mannheim, Allemagne)

S

Megabase II (LIFE TECHNOLOGIES, Gaithersburg, USA)

IL.H.3.c) Visualisation

Aprés migration, le gel est lavé pendant 12h a I'eau distillée pour étre ensuite

observé sous lumiére UV avec une table Fluo-Link FL-35M (EST.LAB,,
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Strasbourg, France). Le gel est photographié a I'aide un systéme Polaroid avec des

films 667 (POLAROID, Cambridge, USA).

IL.H.4. Empreinte digitale de 'ADN

IL.H.4.a) Principe
Pour réaliser I'empreinte digitale de 'ADN, nous avons utilisé le protocole
sous licence de ICI Cellmark Diagnostics Ltd décrit dans (156). Les enzymes de
restriction Hinf I et Hae IIT ont été utilisées. La figure 2.8 résume les différentes

étapes nécessaires a la réalisation de l'empreinte génétique.

—_—
CULTURE DE
CELLULES , DIGESTION DE
EXTRACTION L'ADN PAR UNE ELECTROPHORESE
DE L'ADN ENZYME DE SUR GEL
RESTRICTION D'AGAROSE
~~~~ - i —
EMPREINTE DIGITALE DE
INCUBATION .
L'ADN OBTENUE PAR SOUTHERN
AVEC UNE BLOTTING"
REVELATION DES SONDE
rrrrrrrr FRAGMENTS RECONNUS MARQUEE
PAR LA SONDE

- Figure 2.8 : Principe de la détermination de l'empreinte digitale de I'ADN.
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ILH.4.b) Marquage de la sonde oligonucléotidique 33.15

Les oligonucléotides de la sonde 33.15 (sonde de Jeffrey) ont été marqués

avec de la phosphatase alcaline comme il est montré dans la figure 2.9.

e 0—0
279 O Me O Me o}
pH92 tampon 0 Me
- R
CTAB,37°C
OPONa, phosphatasc alcaline D o o i
Lumi-phos TMPPD ® H,0 +  lumiére

Amplificateur
de humiére

Figure 2.9 : Méthode NICE™ de marquage des sondes oligonucléotides
avec émission lumineuse. La molécule PPD en présence de la phosphatase
alcaline donne un intermédiaire instable HPD qui va se dégrader en libérant de
la Iumiére. L'énergie absorbée par un complexe moléculaire fluorescéine (F) /
surfactif cationique (+) excite les groupements fluorescéine qui émettent de la

lumiere visible.

IL.H.4.b.1) Hybridation, lavage et marquage des southern blots

Une préhybridation est réalisée pendant 20 minutes & 50°C dans du Na,HPO,
0,5 M (pH 7,2) contenant 0,1% de SDS. Les oligonucléotides de la séquence
33.15 marqués a la phosphatase alcaline, sont utilisés dans une solution
d'hybridation (Na,HPO, 0,5 M (pH 7,2) avec 0,1% de SDS) avec 10% d'un
bloqueur des sites spécifiques de la membrane. Aprés 20 minutes d'hybridation a

50°C, on lave deux fois avec du Na,HPO, 80 mM contenant 0,1% de SDS
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pendant 10 minutes & 50°C. On lave ensuite deux fois avec la méme solution
pendant 5 minutes a température ambiante. Les tampons d'hybridation sont

stérilisés (chauffage 2 minutes dans un four & micro-ondes puissance maximale).

I1.H.4.b.2) Mécanisme d'action du marquage

Une fois hybridées et lavées, les membranes sont enfermées avec 3 ml de
Lumi-phos™ 530 (ZENECA, Manchester, UK) entre des feuilles de polyester
scellées avec du ruban adhésif de maniére a étre "autoluminographiées".

Le Lumi-phos™ est un mélange de : dioxétane phényl phosphate (PPD), un
"activateur", un promoteur d'activité enzymatique et du bromure de cétyl triméthyl
ammonium, CH,-(CH,),sN*(CH,),Br" (CTAB).

La phosphatase alcaline fixée a la sonde, hydrolyse le groupement phosphate
du PPD en produisant un intermédiaire instable qui se dégrade et libere de la
lumiére (figure 2.9). L'amplificateur est un complexe de surfactifs cationiques et de
fluorescéine liée a un surfactif et qui forme des micelles avec CTAB, ce qui permet
d'augmenter I'émission de lumiére. L'énergie lumineuse libérée excite les
groupements fluorescéine dans les micelles, qui réémettent de la lumiére visible
pendant plusieurs jours.

Les membranes hybridées avec la sonde 33.15 et traitées au Lumi phos™
sont recouvertes d'un film sensible aux rayons X (FUJI-RX). Le film est exposé
pendant 3h a 37°C. D'autres expositions deux a trois jours plus tard peuvent €tre

nécessaires pour améliorer la révélation.

I1.H.4.c) Deshybridation

Les sondes en excés sont éliminées par incubation de la membrane & 80°C

pendant 15 minutes dans une solution de SDS 0,1% (v/v dans de 'eau désionisée)

et un ringage dans du tampon SSC (NaCl 150 mM et citrate de trisodium 12 mM a
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pH 7,4). La membrane est ensuite séchée a l'air puis stockée dans des sachets de

polythene.

ILH.4.d) Observation des empreintes digitales de 'ADN

Les bandes des empreintes digitales d'ADN sont lues & l'aide d'un
transilluminateur a lumiére blanche. L'identification des bandes communes entre les
différentes pistes est réalisée en alignant des pistes standard de chaque c6té du gel

provenant de HeLa S3.

ILH.5. Electrophorése capillaire

Les analyses sont réalisées avec une unité d'électrophorése capillaire PACE
2000, pilotée par le logiciel System GOLD Software (BECKMANN, Fullerton,
USA).

Les échantillons et les mélanges standard sont dilués dans un tampon TE
auquel on ajoute 5% (v/v) de solution d'Orange G.

Les séparations se font 4 30 kV & intensité et température constantes (16 pA
et 21+0,5°C). On utilise une cartouche comportant un capillaire de 75 pum de
diamétre interne (kit eCAP™ ds DNA 1000, BECKMANN, Fullerton, USA). Le
capillaire est rempli avec un gel actif a base de polyacrylamide. Les échantillons ont
été injectés en appliquant une tension de 5 kV pendant 10 secondes. Chaque
injection a été réalisée en triple. La détection est effectuée par mesure de la lumiére
a 254 nm et un échantillonnage de données de 2 Hz. Les paramétres suivants ont
été également respectés : Echelle de détection 0,0050 UA, sensibilité
d'augmentation de temps de détection normale, seuil négatif de détection 10%. La
calibration a été faite avec de I'ADN de pBR322 coupé par Hae III (SIGMA, St.

Louis, USA). Les résultats obtenus sont donnés sur la figure 2.10.
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Figure 2.10 : Calibration du tube de [l'électrophorése capillaire.
L'électrophorégramme a) correspond au marqueur de taille de 'ADN pBR 322
digéré par Hae III (cf. chapitre Matériel et méthodes). La figure b) présente la
courbe de calibration donnant les temps de rétention en fonction du nombre de

paires de base.
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ILI. Analyse de ' ADN par cytométrie en flux

IL1.1. Fixation des cellules

Des suspensions contenant de 10¢ & 107 cellules sont prélevées dans la
culture et centrifugées & 100 g pendant 5 minutes. Le culot est repris dans du PBS
puis centrifugé & 100 g pendant 5 minutes. Le culot est resuspendu dans une
solution CABS/éthanol (1:1) (v/v) préparée extemporanément. Le tampon CABS
(citric acid buffered saline) est préparé selon une méthode dérivée de celle décrite
par Alanen et al. (5). Il est constitué de saccharose 83,5 g (MERCK, Darmstadt,
Allemagne), citrate de trisodium 11,8 g (SIGMA, St. Louis, USA), DMSO 50 ml
(MERCK, Darmstadt, Allemagne), eau distillée q.s.p. 1000 ml, pH 7,6. La solution
est stérilisée par passage sur 0,22 pum. Les cellules ainsi fixées se conservent

plusieurs mois a 4°C.

I1.I.2. Coloration a l'iodure de propidium

0,2 ml d'une suspension de cellules (4.10¢ cellules/ml) fixées suivant le
protocole décrit ci-dessus, est mélangé a 1 ml de PBS. Le mélange obtenu est
centrifugé pendant 3 minutes a 3500 rpm. Le culot cellulaire repris dans 4 ml de
PBS est maintenu a température ambiante pendant 15 minutes. La solution obtenue
est de nouveau centrifugée (3 minutes a 2500 rpm). Le culot est repris dans 1 ml
de tampon de coloration (PBS + EDTA 0,1 mM + Triton X-100 0,1%) auquel
sont ajoutés 50 ul d'une solution d'iodure de propidium (1 mg/ml dans H,0
additionnée de 4% d'éthanol pour conservation) et 10 ul d'une solution de RNaseA
(BOEHRINGER Mannheim, Allemagne) (2,5 mg/ml dans H,0 préalablement

chauffée pendant 10 minutes a 95°C afin d'éliminer toute activité¢ DNAse).
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I1.1.3. Analyse du cycle cellulaire

L'étude du cycle cellulaire a été effectuée a l'aide d'un cytomeétre en flux
ORTHO CYTE® (ORTHO-DIAGNOSTICS, Roissy, France).' Les analyses du
cycle cellulaire ont €té réalisées en utilisant le module "Multiple Option Cell Cycle
Fitting" du logiciel MULTICYCLE Autofit Version 2.10 (PHOENIX FLOW
SYSTEMS, San Diego, USA). Ce logiciel calcule les pourcentages des différentes
phases du cycle avec la méthode paramétrique de Dean et Jett qui assimile les
phases G1 et G2/M a deux distributions gaussiennes, alors que la phase S est
approximée par un polyndme du deuxiéme degré. Le calcul du pourcentage de
cellules en apoptose est réalisé a l'aide du module "Multiple Option Two
Parameters Analysis" du logiciel MULTI2D Version 3.0 (PHOENIX FLOW
SYSTEMS, San Diego, USA).

11.J. Analyse de la fluidité membranaire

La fluidité membranaire a été déterminée par polarisation de fluorescence en
utilisant un fluofluidimetre (REGULEST, Florange, France) avec comme sonde
fluorescente le 1-[4-(triméthylamino) phényl] 6-phényl hexa 1,3,5-triéne TMA-
DPH (Molecular probes, Oregon, USA) dont la formule est représentée sur la

figure 2.11.

TMA-DPH

Figure 2.11 : Molécule de TMA-DPH : Structure chimique.
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Le TMA-DPH dissous dans la N,N’-diméthylformamide (DMF) (SIGMA,
St. Louis, USA) & la concentration de 2.10% M, est conservé i +4°C pendant 3
semaines maximum. Ses caractéristiques optiques sont les suivantes : longueur

=425 nm.

em

d’onde d’excitation A, = 365 nm et longueur d’onde d’émission A

Pour introduire la sonde dans les cellules, on incube (pendant 10 minutes
dans 20°C a l'obscurité) 3 ml de suspension cellulaire dans du PBS (2.106
cellules/ml) auxquels on ajoute 3 ul de solution de TMA-DPH. Les mesures de
polarisation de fluorescence et les observations au microscope a épifluorescence
sont réalisées immédiatement.

On détermine les intensités de lumiére a travers un polariseur placé
parallélement (I)) et perpendiculairement (I,) 4 la direction de polarisation de la

lumiére excitatrice. On en déduit 'anisotropie de fluorescence <r>qui est donnée

par :

_ (1 ~Tby )= (If, ~Tb)
I
avec I, = (If-Ib)) + 2(If, - Ib,)

()

If : intensité de fluorescence mesurée pour l'échantillon (parallélement
et perpendiculairement).
Ib : intensité de fluorescence mesurée pour le blanc (parallélement et

perpendiculairement).

ILK. Expériences de choc thermique

Pour 3 hybridomes nous avons étudié l'effet d'un choc thermique sur
I'évolution d'une culture en batch.
Nous avons utilisé les hybridomes suivants :
« AFRC MAC 65 dans du DMEM + 10% SVF,
« HF2 x 653 dans du RPMI + 10% SVF,
e 0OX 19 dans du RPMI + 10% SVF.
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Les cultures sont réalisées dans des boites de 25 cm? (CORNING, New
York, USA). L'ensemencement des cellules se fait a 5.10° cellules/ml. Pour
effectuer un choc thermique, les cellules sont plongées dans un bain-marie
thermostaté a différentes températures et pendant des laps de‘ temps différents.
Aprés le choc thermique, les cellules sont placées dans une étuve a 37°C. La
culture est arrétée 18 heures plus tard. On réalise alors un comptage au bleu trypan

et une analyse de 'ADN.

JLL. Etude de surfactifs non-ioniques

Les surfactifs non-ioniques utilisés ont tous été synthétisés par L. Molina,
dans l'équipe du professeur C. Selve au LESOC, Universit¢ Henri Poincarg,
Nancy I. Ils possédent un noyau B-lactame susceptible de leur conférer des

propriétés antibiotiques. Les structures chimiques de ces composés sont

rassemblées dans la figure 2.12 (cf. page suivante).

Les propriétés physico-chimiques des surfactifs on été mesurées par L.

Molina (107) et sont rassemblées dans le tableau III.

Tableau Il : Propriétés physico-chimiques des surfactifs décrits dans la

Sigure 2.12.

Produits | PM (g/mol) 103CMC ¥ Solvant Phase HLB
(M) (mN/m)

S1 488.6 3.7 32 cau micelles 15,5
S5 461,2 0,1 16 eau lamellaire 4.9
S4 2273 0,039 29 cau micelles 10,0
S9 375.5 nd 33 formamide micelles 9.1
S7 361,35 nd 47 formamide micelles 9,5
53 431.6 nd 35 formamide | micelles 7,9
S6 333.4 nd 35 formamide | micelles 9.7
S8 374,35 nd 38 formamide | micelles 9.1
S2 631.7 1.2 32 eau micelles 13,5

Les surfactifs ont été numérotés de SI a S9. Le poids moléculaire PM est
calculé a partir de la formule chimique. Dans le cas des surfactifs solubles dans
l'eau, on a pu mesurer la concentration micellaire critique CMC. On a également

mesuré la tension superficielle y ainsi que la balance hydrophile/lipophile HLB.
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Figure 2.12 : Surfactifs a base de noyau béta-lactame. Les structures

chimiques des surfactifs sont accompagnées de leur dénomination.
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ILL.1. Tests d'hémolyse

Les échantillons sanguins nous ont été fournis par le laboratoire
d'hématologie de la Faculté de Médecine (Université Henri Poincaré, Nancy I). Les
hématies sont obtenus par centrifugation a 100 g a 4°C pendant 5 minutes. Les
culots sont repris dans du tampon PBS.

La concentration en globules rouges de la suspension obtenue est déterminée
par comptage dans une cellule de Thoma. On mélange le volume nécessaire de
suspension a un volume de surfactif, de maniére a obtenir une suspension
contenant une concentration donnée de surfactif en présence d'une concentration
en globules rouges de 10%cellules / ml. Parallélement des témoins permettant
d'obtenir 0% d'hémolyse (globules rouges + PBS) et 100% d'hémolyse (globules

rouges + eau), sont préparés.

Les différents échantillons ont été mis a incuber & température ambiante
(20°C), sous agitation constante pendant 1 heure, puis les échantillons sont
centrifugés a 100 g pendant 5 minutes. Les surnageants sont dilués 1000 fois et
leur absorbance est mesurée a 414 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-160
(SHIMADZU, Kyoto, Japon). Le pourcentage d'hémolyse pour un échantillon

%H. , est calculé de la maniére suivante :

ech

Aech — AO
AIOO - AO

%Hech -

avec |

A, : absorbance mesurée pour I'échantillon,

ech *

A, : absorbance mesurée pour le témoin globules rouges dans I'eau,

A, : absorbance mesurée pour le témoin globules rouges dans le PBS.
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I1.L.2. Toxicité des surfactifs sur des cultures d'hybridomes

Afin d'étudier I'éventuelle toxicité des différents surfactifs sur des cultures
cellulaires, nous avons choisi, pour des raisons que nous expliquerons plus loin,

des hétérohybridomes homme-souris HF2 x 653.

Les différentes concentrations en surfactifs ont été réalisées dans 5 ml de
PBS de maniére non stérile a partir d'une solution mére a 5 g/l dans la N,N’-
diméthylformamide (DMF) (SIGMA, St. Louis, USA). Les hybridomes HF2 x 653
sont prélevés en phase exponentielle de croissance et centrifugés a 100 g pendant 5
minutes. 10¢ cellules sont ensuite reprises dans 5 ml de PBS stérile. On ajoute 5 ml
d'une solution de surfactif préparée de la maniére suivante : & 5 ml de tampon PBS
est ajouté le volume nécessaire de solution mére a 5 g/l dans la DMF pour obtenir
la concentration finale en surfactif désirée. Aprés 1 heure d'incubation a 37°C, la
suspension est centrifugée a 100 g pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est repris
dans 10 ml de milieu de culture (RPMI 1640 + 10% SVF). Aprés deux jours de
culture, les cellules sont comptées (test au bleu trypan) et observées au microscope
a l'aide de la coloration au bromure d'éthidium / acridine orange. Les cultures sont
faites chaque fois en triple exemplaire. Le principe de ces manipulations est résumé

dans la figure 2.13.
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Figure 2.13 : Protocole d'incubation des surfactifs.
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II1I.A. Adaptations des cellules & un nouveau milieu de culture

Dans les cultures d'hybridomes, pour obtenir des taux de croissance et des
productions d'anticorps maximum, on a I'habitude d'utiliser des milieux de culture
supplémentés en sérum d'origine animale. L'emploi de sérum animal présente un
certain nombre d'inconvénients comme : prix €levé du sérum, variations entre lots,
composition chimique mal définie, difficultés rencontrées lors de la purification des
anticorps monoclonaux, en particulier. Pour ces raisons, de nombreuses recherches
ont été développées pour mettre au point des milieux sans sérum. De plus,
l'utilisation de composés obtenus par culture cellulaire (anticorps monoclonaux par
ex.) en imagerie médicale ou en thérapeutique, rendent nécessaire I'emploi de
milieux de culture dont la composition est totalement définie. En particulier, les
protéines utilisées dans ces milieux doivent étre le plus pure possible et doivent
également étre d'origine humaine pour éviter d'éventuels chocs anaphilactiques.
Les protéines les plus couramment employées dans les milieux de culture sont,
l'insuline pour son role de régulation de l'utilisation du glucose, la transferrine pour
ses propriétés de transport du fer et l'albumine pour sa capacité a fixer des
molécules hydrophobes, a jouer un réle de désintoxication et a maintenir
constantes certaines propriétés physico-chimiques du milieu (pression oncotique).
Ces protéines étant d'origine humaine, la trés faible quantité qui peut subsister a la
fin de la purification des anticorps monoclonaux ne va donc présenter que peu de
danger pour l'homme. Par ailleurs, le risque de contamination par des agen&s
infectieux animaux (ex: encéphalopathie spongiforme pouvant étre véhiculée par la

sérum albumine bovine) est éliminé.

Pour l'obtention d'anticorps monoclonaux utilisables chez I'homme il faut
donc "adapter" les cellules & des nouveaux milieux mieux définis. Le temps
nécessaire pour pouvoir obtenir des cellules stabilisées dans un nouveau milieu est
appelé "Adaptation" (cf. chapitre Matériel et méthodes). Cette technique est assez

mal décrite dans la littérature. Chandler (20) a été parmi ceux qui ont publié une
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stratégie d'adaptation pour les cultures cellulaires d'hybridomes. Elle consiste a
cultiver les cellules dans des milieux dont la proportion en ancien milieu va aller

progressivement en diminuant lors des différents repiquages ou "passages".

Dans ce chapitre nous allons présenter des résultats obtenus avec trois
hybridomes différents (A49, A64 et B146) au cours d'adaptations a plusieurs types
de milieux suivant une technique modifiée par rapport a celle décrite par Chandler
(20). Nous nommerons ces adaptations "adaptations lentes" par opposition aux
adaptations que nous décrirons et qui ont été réalisées en un temps plus court

"adaptations rapides".

I1.A. 1. Adaptations lentes

Des cellules cultivées dans un milieu contenant du SVF ont été adaptées a un
milieu sans sérum. Pour cela les cellules sont successivement cultivées dans des
mélanges d'ancien et de nouveau milieu dont le pourcentage de nouveau milieu est
graduellement augmenté. Le changement de proportion se fait en fonction, soit de
la viabilité, (les changements de milieu ne sont faits que si le pourcentage de
viabilité est supérieur a 60%), soit en fonction du nombre de doublements (le

changement de milieu se fait si le nombre de doublements est supérieur a 1,3).
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11.A.1.a) Adaptations tenant compte de la viabilité
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Figure 3.1 : Adaptation par étapes avec trois souches d’hybridomes A49,
A64 et B146. Les cellules qui étaient initialement cultivées dans du milien RPMI
U SVF ont été adaptées pour étre cultivées dans du milien BMO. L'adaptation des
cellules est matérialisée par la courbe donnant le nombre de doublements
cumulés des cellules en fonction du nombre de passages. Chaque étape de
l'adaptation est notée par une fléche associée au pourcentage de volume de
nouvean milieu contenu dans le milieu de culture.

La figure 3.1 montre les résultats de l'adaptation des hybridomes A49, A64
et B146 cultivés initialement en RPMI U SVF et adaptés, par étapes, a du milieu
sans sérum (et sans protéines) BMO en utilisant le pourcentage de viabilité comme
critere de changement de milieu (les changements de milieu ne sont faits que si le
pourcentage de viabilité est supérieur a 60%).

Quatre étapes correspondant a des pourcentages en BMO de 50, 75, 90 et

100% sont utilisées pour les trois souches. Jusqu'a 75% de milieu BMO, les trois
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hybridomes se dédoublent de maniére identique, mais a partir de 90%, les cellules
AG4 et B146 arrétent de se diviser pendant deux passages pour reprendre le méme
taux de doublement qu'avant. La souche A49 ne subit qu'un léger fléchissement de
sa courbe de doublements cumulés pendant 3 a4 4 passages. .L'observation des
doublements a été poursuivie jusqu'a 40 passages (environ deux mois et demi de
culture) bien qu'aprés 20 passages, les cellules semblent étre adaptées. Ceci a été

fait dans le but de prévenir un éventuel arrét de la croissance cellulaire.

II1.A.1.b) Adaptations tenant compte de la viabilité et du temps de

génération

La figure 3.2 montre les résultats de l'adaptation des trois souches (A49, A64
et B146) cultivées initialement en RPMI U SVF et adaptées au milieu BM-HSA
(1 g/1). Les changements de milieu sont réalisés & la condition, d'une part, que le
pourcentage de viabilité soit supérieur a 60%, et d'autre part, que depuis le dernier
passage, le nombre de cellules soit au moins multiplié par 1,3, ce qui correspond &
un temps de doublement d'au moins 30 heures.

L'adaptation a été réalisée en 6 étapes (50, 75, 80, 85, 90 et 100% en BM-
HSA) en essayant de s'approcher des conditions d'adaptation proposées par
Chandler (20). On peut constater que les trois souches se comportent différemment
au cours de l'adaptation. En effet, la pente moyenne de la courbe de doublements
cumulés donne les temps moyens de génération des doublements, 19 heures pour
A49, 24 heures pour A64 et 28 heures pour B146. Le temps nécessaire a
l'adaptation a correspondu & 22 passages. 5 passages ont €té réalisés dans le

nouveau milieu BM-HSA.
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Figure 3.2 : Adaptations par une méthode dérivant de celle décrite par
Chandler avec trois souches d'hybridomes A49, A64 et B 146. Les cellules qui
sont initialement dans du RPMI U SVF sont adaptées au milieu BM0-HSA (1 g/I).
Les changements de milieu sont indiqués par une fléche. Ils sont donnés en

potircentage de nouveau milieu.

Au cours d'un travail de DEA réalisé au laboratoire, D. Dumas (32) a utilisé
la méthode décrite par Chandler pour adapter I'hybridome A49 du milieu RPMI U
SVF au milieu BM-HSA (1 g/l) mais en réalisant des étapes pour lesquelles les
variations de pourcentage en nouveau milieu sont de plus en plus faibles aprés
90%. Les résultats donnés dans la figure 3.3 montrent que le nombre d'étapes est
beaucoup plus élevé (17 étapes : 50, 60, 65, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 98.5, 98.75,
99, 99.25, 99.5, 99.75 et 100% en BM-HSA) ce qui équivaut a 55 passages (4
mois de culture). On constate que le temps de génération augmente quand on
passe d'un milieu donné a un milieu plus "pauvre". L'augmentation du temps de
génération survient lorsque le milieu contient 90% de nouveau milieu. De sa valeur
initiale de 13h, il augmente jusqu'a 28h pour revenir & la valeur de 22h en fin
d'adaptation. Si I'adaptation avait été faite jusqu'a un milieu contenant seulement
60% de nouveau milieu, les cultures auraient gardé leur temps de doublement

initial de 13 h.
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Figure 3.3 : Adaptations suivant la méthode décrite par Chandler avec
U'hybridome A49 cultivé dans du RPMI U FCS vers du BM0-HSA (1 g/l) avec
comme référence la courbe correspondant a une adaptation des cellules A49 a un
milieu contenant 60% de nouveau milieu. Les changements de milieu sont

indiqués par une fleche. Ils sont donnés en pourcentage de nouveau milieu.

ITI.A.2. Adaptations rapides

Au cours des expériences précédentes nous avons adapté des cellules d'un
milieu initial RPMI U SVF clest-a-dire constitué du milieu de base RPMI,
supplémenté avec du substitut de serum (Ultroser HY) et du SVF, vers le milieu
final formé avec le milieu de base BM (Mélange volume & volume de milieu F12 :
DMEM, cf. chapitre Matériel et méthodes) supplémenté avec 1 g/l de HSA. Le
temps nécessaire a ces adaptations étant long, nous avons tenté une autre stratégie.
Celle-ci consiste a passer du milieu initial vers le nouveau milieu de base,
supplémenté soit avec 10% de SVF, soit avec un certain nombre de composés

autres que du SVF (BM-IBF).
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1I1.A.2.a) Changement de milieu de base
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Figure 3.4 : Adaptations de trois souches d'hybridomes (449, A64 et B146)
a un nouveau milieu de base : a) cellules cultivées dans du milien RPMI U SVF
adaptées au milien BM-10% SVF, b) cellules cultivées dans du milieu RPMI U
SVF adaptées au milien BM-IBF.
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On peut observer dans la figure 3.4 a), les résultats de I'adaptation des trois
hybridomes cultivés dans du RPMI U SVF vers le milieu constitué du milieu de
base BM supplémenté avec 10% de SVF. L'adaptation est réalisée en 2 étapes (50
et 100%). On observe les cellules pendant 33 passages. Les trois hybridomes se
sont adaptés sans probléme sans que leur temps de doublement ne soit modifié.
Dans la figure 3.4 b), sont donnés les résultats de 'adaptation des trois mémes
hybridomes cultivés dans du milieu RPMI U SVF vers le milieu BM-IBF. Les
cellules ont été placées directement dans le nouveau milieu et observées pendant
33 passages. Pour les trois souches, les temps de doublements moyens qui sont de

- 14,5 heures jusqu'au 7éme passage, augmentent a 21 heures, puis reprennent leur
valeur initiale des le 9éme passage.
IIIL.A.2.b) Passage d'un milieu supplémenté en SVF a un milieu
sans sérum en conservant le méme milieu de base

Des cellules adaptées au milieu BM-10% SVF sont placées dans un milieu

contenant le méme milieu de base supplémenté, soit par des additifs IBF (BM-

IBF), soit par 1 g/l de HSA (BM-HSA).
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Figure 3.5 : Adaptations de trois souches d'hybridomes (A49, A64 et B146)
vers des milieux sans sérum : a) cellules cultivées dans du milieu BM 10% SVF
vers du milieu BM-IBF, b) cellules cultivées dans du milieu BM-10% SVF vers du
milieuw BM-HSA.

Les figures 3.5 a) et 3.5 b) donnent les résultats obtenus en plagant les
hybridomes A49, A64 et B146 qui étaient cultivés dans du milieu BM-10% SVF,
puis adaptés dans du milieu BM-IBF et dans du milieu BM-HSA (1 g/l)
respectivement. Les cellules adaptées a du milieu BM-IBF présentent une
augmentation de leur temps moyen de doublement entre le 3éme et le 4eme
passage de 15 heures & 32 heures puis les cellules retrouvent leur temps de
doublement initial. Le passage du milieu BM 10% SVF au milieu BM-HSA (1 g/l)

se fait sans modification du temps de doublement.
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II1.A.2.c) Passage d'un milieu sans sérum @ un milieu supplémenté avec des

additifs

Les trois hybridomes cultivés respectivement dans du milieu sans sérum BM-
HSA 1 g/l et dans du milieu de base BMO, sont placés dans du milieu BM-IBF. Les

résultats sont donnés dans les figures 3.6 a) et 3.6 b).
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Figure 3.6 : Adaptations de trois souches d'hybridomes (449, AG4 et B146)
: a) cellules cultivées dans du milien BM-HSA (1 g/l) adaptées au milieu BM-IBF,
b) cellules cultivées dans du milien BMO adaptées au milieu BM-IBF.

Dans les deux cas, les différentes lignées cellulaires conservent un temps de

- doublement de 14,5 heures.
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II1.A.3. Evolution de la croissance cellulaire et production d'anticorps au

cours de changements de milieu

Nous avons comparé différents paramétres relatifs a la croissance et a la
production d'anticorps monoclonaux de la souche A49 avant et aprés adaptation.
Des prélévements ont été réalisés tous les jours dans des cultures en boites de
25 cm? Le pourcentage de viabilité et la concentration cellulaire (tests d'exclusion
au bleu trypan) ainsi que des dosages d'anticorps (tests ELISA) ont été effectués.
A partir de ces résultats, nous avons calculé les aires sous les courbes donnant les
concentrations cellulaires en fonction du temps, et & partir des productions en
anticorps des cultures, nous en avons déduit les productivités des cellules en
anticorps (cf. chapitre Matériel et méthodes). Les résultats sont présentés dans les

figures 3.7, 3.8 et 3.9.
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Figure 3.7 : Intégrales de cellules vivantes aprés adaptation. Les mesures
correspondent a des intégrales estimées a l'aide de la méthode des trapézes (cf.
Matériel et méthodes) appliquée a des courbes de croissance réalisées avant et
apres adaptations pour la souche A49. Chaque valeur correspond a la moyenne

de trois déterminations.

76



Adaptations lentes Chgt.mil.base Adaptations rapides

608 ~ j] I I

006 -+

008 +

Bl Avant adapt,

] Aprés adapt,

[1gG} en mg/ml
o o
s 5
e b4
4

002

001

Ly t 288 : t L 4
RPMISVF - RPMIUSVF - RPMIUSVF « RPMIUSVF - BMIO%SVF BMIQ3SVF BM-HSA -> BM0O ->BM-

>BMO >BM-HSA S>BMIBF  >BM10% > BM-IBF ->BM-HSA BM-IBF BF
SVF

Figure 3.8 : Production d'IgM avant et aprés adaptation des cellules. La
production est déterminée par des dosages ELISA, réalisés en fin de culture pour
la souche A49, avant et aprés adaptations. Les valeurs correspondent a une

- moyenne de 5 déterminations réalisées sur trois courbes de croissance différentes.
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Figure 3.9 : Productivité en anticorps avant et aprés adaptation de la
souche A49. Les productivités sont déterminées par le rapport des productions
d'anticorps aux intégrales de cellules vivantes pour des cultures réalisées avant et

apres adaptation. Les valeurs correspondent a une moyenne de 5 déterminations.

Les résultats des figures 3.7, 3.8 et 3.9 nous donnent la comparaison des
intégrales de cellules vivantes de I'hybridome A49. Ces intégrales correspondent a
_______ des courbes de croissance réalisées aprés adaptation pour 8 expériences

différentes. On peut constater que, de maniére générale, les intégrales de cellules

vivantes sont supérieures dans les cultures réalisées dans des milieux complets

77



,,,,,,,

comme le BM-SVF 10% SVF ou le BM-IBF, par rapport a celles effectuées dans
des milieux sans sérum BM-HSA ou BMO. Ces résultats laissent penser qu'un
milieu supplémenté en SVF est préférable 4 un milieu sans sérum (exception faite
du milieu BM-IBF), si l'on veut obtenir le maximum de concentration cellulaire.

L'adaptation d'une lignée cellulaire & un milieu sans sérum va diminuer la
quantité de cellules pouvant étre obtenue lors d'une culture.

La figure 3.8 donne les résultats comparés des productions d'anticorps avant
et aprés adaptation pour I'hybridome A49. Les cellules cultivées dans du milieu
RPMI U SVF et adaptées a d'autres milieux, produisent davantage d'anticorps
aprés (>0,062 g/l) qu'avant adaptation (<0,042 g/l). Seule l'adaptation RPMI U
SVF -» BM-10%SVF semble échapper a la régle avec une diminution de la
production d'anticorps.

Dans le cas des adaptations vers des milieux sans sérum en gardant le méme
milieu de base, des niveaux de production élevés sont conservés (=0,07 g/l). Les
adaptations inverses (milieu sans sérum vers milieu supplémenté en sérum ou
substituts) voient le taux de production en IgM augmenter.

La production d'anticorps est reliée a la croissance cellulaire (plus il y a de
cellules dans un milieu et plus la culture devrait contenir d'anticorps). Nous avons
calculé les productivités des cellules vivantes, avant et apres adaptation. Les
résultats représentés sur la figure 3.9 montrent que, dans tous les cas d'adaptations
d'un milieu avec sérum vers un milieu sans sérum, il y a augmentation de la
productivité. En particulier, pour l'adaptation de RMPI U SVF vers BMO la
productivité passe d'environ 0,04 & un peu moins de 0,07 ug d'IgM x 105cellules-!
x heure! (environ 100 molécules par seconde pour une cellule). En ce qui
concerne les adaptations de type changement de milieu de base, il y a une légere

diminution de la productivité.
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III.A 4. Discussion

Tout d'abord, il parait possible de réaliser des adaptations beaucoup plus
rapides, en quelques étapes ou méme directement, au lieu de procéder a un grand
nombre d'étapes avec de trés faibles variations dans les pourcentages des milieux.
Notons que ceci semble difficile si le milieu de départ et le milieu d'arrivée ne sont
pas constitués du méme milieu de base, comme par exemple I'adaptation du milieu
RPMI U SVF vers le milieu BMO.

On peut envisager qu'une lignée cellulaire puisse adapter rapidement son
métabolisme & un mélange différent d'éléments nutritifs, mais qu'elle nécessite
davantage de temps pour s'adapter a la fois a un changement de milieu et & une
privation de sérum.

Pour envisager ces changements, il faut tenir compte de nombreux
paramétres comme par exemple :

o Les différences de composition du milieu, dans lequel on veut adapter les

cellules, avec celles du milieu d'origine,

« L'absence ou non de protéines,

o Le temps dont on dispose pour réaliser l'adaptation,

o Le maintien constant de la quantité et de la qualité des molécules

produites (comme les immunoglobulines pour les hybridomes).

Il parait évident que si les teneurs en acides aminés, en sels et autres éléments
constitutifs des milieux, sont changées de fagon importante, les cellules peuvent
avoir un certain mal a rétablir rapidement leur physiologie a ce nouveau milieu de
culture. La cellule doit dans ce cas, utiliser d'autres mécanismes biochimiques de
biosynthése des molécules essentielles & son bon fonctionnement, soit en
synthétisant ses biomolécules vitales par des voies métaboliques différentes déja
existantes, soit en utilisant ses propriétés de régulation pour compenser le manque
de certains nutriments et les synthétiser de novo (92).

Dans les milieux sans sérum mis au point jusqu'a ce jour, quelques additifs

sont rajoutés au milieu de base. Ces suppléments peuvent rendre plus facile, donc
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plus rapide, l'adaptation des cellules a ces milieux. Par exemple le milieu BMO,

utilisé ici, est un mélange de deux milieux de base (cf chapitre Matériel et

méthodes) et comporte 3 additifs :

. Le 2-mercaptoéthanol (50 pM) joue un rdle protecteur contre les peroxydes
et en plus facilite la transition de la phase Gl a la phase S dans le cycle
cellulaire (51),

. L'éthanolamine (50 uM) qui peut avoir une activité type "insuline-like" (11),

. Le pluronic F-68 (0,01% p/v ou 1,2.10¢ M), un copolymére de
polypropyléne glycol et de polyéthyléne glycol, posséde les propriétés d'un
surfactif non-ionique. Il stimule la croissance cellulaire et la sécrétion des
anticorps monoclonaux (139,148), et protége également les cellules contre
les effets mécaniques, comme ['éclatement des bulles de gaz (66).

Dans un milieu sans sérum, les cellules sont plus sensibles aux contraintes
mécaniques (bulles, forces de cisaillement) qu'elles peuvent subir dans des
biofermenteurs (100).

Les hybridomes peuvent s'adapter a des milieux aussi simples que le milieu
BMO qui est un milieu sans sérum et sans protéines (23,147).

L'addition de protéines facilite I'adaptation des cellules & un milieu sans
sérum. Ainsi dans le cas du milieu BM-HSA, les protéines vont protéger les
cellules du stress mécanique. Par ailleurs, la sérum albumine humaine va agir en
"détoxifiant” le milieu, (78) et en maintenant la pression oncotique ainsi que
d'autres paramétres physico-chimiques du milieu. D'autres protéines d'origine
humaine comme l'insuline (facteur de croissance) et la transferrine (transport du
fer) peuvent étre utilisées. Nous avons constaté que pour les trois hybridomes
considérés, les temps de doublement des cellules sont identiques quand les cellules
sont adaptées du milieu RPMI U SVF vers le milieu BM-HSA, les hybridomes
possédent des temps de doublement différents les uns des autres. Ceci montre que
parmi les "additifs IBF" certains améliorent réellement les propriétés du milieu de

base.
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L'adaptation a un milieu sans sérum peut également étre influencée par des
paramétres de rentabilité. Un industriel par exemple, qui voudrait réaliser de telles
adaptations va avoir des impératifs de temps. Il est évident qu'au lieu d'essayer
d'adapter des hybridomes par la méthode décrite par Chandler qui peut prendre
plusieurs mois, il sera plutét tenté d'adapter le plus rapidement possible la souche
et ceci au détriment d'un éventuel milieu sans sérum.

D'autre part, la nature de la lignée cellulaire et sa fonction vont également
rentrer en ligne de compte. Si l'intérét est porté par exemple, sur la production d'un
anticorps bien spécifique ayant un impact potentiel important (par exemple en
thérapeutique), on pourra alors envisager de favoriser davantage le facteur
"qualitatif" par rapport au facteur "quantitatif".

Nous avons comparé le résultat des différentes adaptations des cellules A49
en observant la production et la productivité en immunoglobulines avant et aprés
adaptation. Si on s'intéresse a la production globale en anticorps d'une souche, le
résultat des productions des cultures sera le critére principal dans le choix d'une
stratégie d'adaptation plutdt qu'une autre. Au vu de nos résultats, il apparait qu'une
culture en milieu BM-SVF est aussi avantageuse qu'en milieu BMO. Cependant, si
'on considére la production des cellules prises individuellement, ce sont les
résultats des productivités qui vont guider le choix d'adaptation. Dans notre cas,
aprés adaptation dans le milieu BMO, I'hybridome A49 voit sa productivité
augmenter d'environ 25%. C'est-a-dire qu'un hybridome pris séparément produit
théoriquement 25% de plus de molécules dTgM. D'autres auteurs ont déja montré
qu'il est possible d'adapter des hybridomes & des milieux sans sérum sans avoir une
perte de la production d'anticorps (126) bien que celle-ci puisse avoir lieu dans
certains cas (117,118). Quoiqu'il en soit, les cellules adaptées dans de tels milieux
produisent bien souvent davantage d'immunoglobulines (21).

Un autre probléme d'ordre beaucoup plus théorique, peut également étre
posé dés maintenant. En effet, les calculs de productivité que nous avons effectués
précédemment prennent uniquement en compte les cellules vivantes. Or on peut se

demander si ce sont uniquement ces cellules vivantes (déterminées par le test
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d'exclusion au bleu trypan) qui sont les cellules productrices. C'est-a-dire quelle est
la population cellulaire qui produit effectivement les anticorps 7

Aprés adaptation, on peut aussi penser que les anticorps produits puissent
étre de qualité différente. C'est-a-dire que leur structure chimique soit modifiée
(sites antigéniques différents ou glycosylation et/ou glycation des protéines). Si une
étude exhaustive n'est pas envisageable, cette question a déja été posée et on a
montré que la structure des immunoglobulines produites dans des milieux sans
sérum peut différer de celle du clone original (138) avec des modifications de la
chaine légére (104), sans que pour autant le site antigénique soit modifié.

Enfin, des résultats précédents obtenus au laboratoire ont déja montré que
les cellules A49 présentent, au cours d'une culture en milieu sans sérum,
'apparition d'une sous-population cellulaire qui avait été appelée
"hypochromosomique" (car elle présente des cycles cellulaires montrant une perte
d'ADN). Le moment d'apparition de cette sous-population semblerait lié a la
composition du milieu, a la nature des cellules mais aussi a la durée de la culture
cellulaire (92,168). Cette population correspond en fait a des cellules qui seraient
en état d'apopfose ou mort cellulaire programmée et qui peut €tre induite par une
privation en sérum dans les cultures. Nous traiterons de ce probléme dans un

prochain chapitre.



ITL.B. Systemes de culture

Trois types de systémes : boites, flacons a agitation et tubes a dialyse ont été
utilisés ainsi que trois types d'hybridomes différents (cf. chgpitre Matériel et
méthodes) :

. un hybridome de rat : AFR MAC 65,
. un hétérohybridome homme-souris : HF2 x 653,
. un hybridome de souris : OX 19.
Le systéme de tubes & dialyse sera le théme d'une étude plus détaillée avec en

plus des trois hybridomes cités auparavant, 3 autres lignées cellulaires.

ITII.B.1. Culture en boites

II1.B.1.a) Concentrations cellulaires
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Figure 3.10 : Evolution de la concentration en cellules vivantes, au cours
de cultures en boites, d'hybridomes AFRC MAC 63, HF2 x 653 et OX 19. La
détermination des cellules vivantes a été réalisée a l'aide du test d'exclusion au

bleu trypan. Les résultats correspondent a la moyenne de 9 expériences.
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Figure 3.11 : Evolution de la concentration en cellules totales, au cours de
cultures en boites, d'hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19. La
détermination des cellules a été réalisée a l'aide du test d'exclusion au bleu

trypan. Les résultats correspondent a la moyenne de 9 expériences.
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Figure 3.12 : Evolution des pourcentages de viabilité, au cours de cultures
en boites, d'hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19. La détermination
de la viabilité a été réalisée a l'aide du test d'exclusion au bleu trypan. Les
résultats correspondent a la moyenne de 9 expériences.

Les résultats des cultures effectuées, sont présentés sur les figures 3.10,

3.11 et 3.12. En ce qui concerne les concentrations en cellules totales, les souches
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AFRC MAC 65 et OX 19 présentent une phase de croissance avec un maximum
atteint le jour 2 (110.10% cellules/ml) et 3 (60.104 cellules/ml) respectivement et
une phase de dégénérescence cellulaire. En fin de croissance, la concentration
maxifnale en cellules totales est d'environ 100-150.104 cellules/ml (figure 3.11).
Les viabilités cellulaires chutent rapidement pour atteindre 50% entre les jours 3 et
4 de culture. Par contre, les cellules HF2 x 653 présentent une croissance
beaucoup plus longue et plus lente (au bout du 7éme jour de culture, elles semblent
tout juste avoir atteint le maximum de croissance (250.10% cellules/ml) avec une

viabilité pratiquement égale & 100%).

IIL.B.2. Culture en flacons a agitation

Les cultures sont réalisées dans des flacons a agitation de 250 ml contenant
100 ml de milieu (TECHNE, Cambridge, UK). Ces flacons utilisent une agitation a

boule (vitesse de rotation 10 rpm).

HI B.2.a) Concentrations cellulaires
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Figure 3.13 : Evolution de la concentration en cellules vivantes, au cours
de cultures en flacons a agitation, d'hybridomes AFRC MAC 63, HF2 x 653 et
OX 19. La détermination des cellules vivantes a été réalisée a l'aide du test
d'exclusion au bleu trypan. Les résultats correspondent a la moyenne de 5

expériences.
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Figure 3.14 : Evolution de la concentration en cellules totales, au cours de
cultures en flacons a agitation, d'hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 633 et
0X 19. La détermination des cellules totales a été réalisée a [l'aide du test
d'exclusion au bleu trypan. Les résultats correspondent a la moyenne de 5

- expériences.
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Figure 3.15 : Evolution des pourcentages de viabilité, au cours de cultures
en flacons a agitation, d'hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19. La
détermination de la viabilité a été réalisée a l'aide du test d'exclusion au bleu

trypan. Les résultats correspondent a la moyenne de 5 expériences.
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Les figures 3.13, 3.14 et 3.15 donnent les concentrations en cellules vivantes
(test d'exclusion au bleu trypan), et en cellules totales obtenues pour les cultures en
flacons a agitation. Les 3 lignées présentent une courbe de croissance classique
avec une concentration maximale en cellules vivantes entre le 4éme et le 6éme jour
pour les trois lignées cellulaires d'environ 1.10¢ cellules/ml pour AFRC MAC 65 et
OX 19 et 2,75.106 cellules/ml pour HF2 x 653. Les concentrations maximum en
cellules totales varient entre 2.10° pour les cellules OX 19 et 3.105 pour les cellules
HF2 x 653. La viabilité diminue assez rapidement pour les 3 souches cellulaires

pour atteindre 50% aux alentours du 6éme jour pour les cellules OX 19 et AFRC

MAC 65 et aux alentours du 10éme jour pour les cellules HF2 x 653.

IT1.B.3. Culture en tubes a dialyse

Les cultures décrites ici sont réalisées dans un tube a dialyse de 10 ml
immergé dans 200 ml de milieu (cf. chapitre Matériel et méthodes). Une étude plus
détaillée de ce systéme sera exposée dans le chapitre suivant. Nous comparerons
ici les résultats obtenus avec ce systéme de culture, a ceux obtenus en utilisant des

boites de culture statiques et les spinners.
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III.B.3.a) Concentrations cellulaires
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Figure 3.16 : Evolution de la concentration en cellules vivantes, au cours
de cultures en tubes a dialyse, d'hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19.
La détermination des cellules vivantes a été réalisée a l'aide du test d'exclusion au

bleu trypan. Les résultats correspondent & la moyenne de 4 expériences.
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Figure 3.17 : Evolution de la concentration en cellules totales, au cours de
cultures en tubes a dialyse, d'hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 633 et OX 19.

La détermination des cellules vivantes a été réalisée a 'aide du test d'exclusion au

bleu trypan. Les résultats correspondent a la moyenne de 4 expériences.
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II1.B.3.b) Viabilités
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Figure 3.18 : Evolution des pourcentages de viabilité, au cours de cultures
en tubes a dialyse, d'hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19. La
détermination de la viabilité a été réalisée a l'aide du test d'exclusion au bleu

trypan. Les résultats correspondent a la moyenne de 4 expériences.

Les résultats présentés sur les figures 3.16, 3.17 et 3.18 donnent les résultats
obtenus pour les cultures en tubes a dialyse. Pour les cellules HF2 x 653 et AFRC
MAC 65, on observe une croissance cellulaire réduite avec une concentration
maximale en cellules vivantes aux alentours de 2.106 cellules/ml alors que pour les
cellules OX 19, elle est de environ 1,3.107 cellules/ml. La concentration en cellules
totales est également la plus élevée pour les cellules OX 19 aux alentours de
1,4.107 cellules/ml, par contre pour les cellules HF2 x 653 et AFRC MAC 65, elle
est respectivement de 2.106 et 6.10¢ cellules/ml. La viabilité décroit rapidement
pour les 3 souches cellulaires. Elle atteint 50% de viabilité aux alentours du 6éme

jour de culture.
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I11.B.4. Empreinte digitale de ADN

La stabilité génétique des différentes souches a été analysée en réalisant une
"empreinte digitale" de I'ADN. Cette technique donne des renseignements
concernant les changements éventuels du matériel génétique, au cours de cultures
de I'hybridome AFRC MAC 65 dans les trois systémes de culture (boites, flacons a

agitation et tubes a dialyse).

1234567 8910111213141516

2313 kb

7.7 kbp

5.5 khp

42 Khp

IR

Figure 3.19 : Empreinte digitale de I'ADN réalisée suivant le protocole

décrit dans le chapitre Matériel et méthodes. Les pistes 1 et 16 correspondent aux
marqueurs de taille II et IV (cf. chapitre Matériel et méthodes). Les pistes 2 et 3
correspondent respectivement a l'ADN provenant des lignées HeLa et K562. Les
pistes 4,7,8,9,10,11 et 12 correspondent a I'ADN provenant de cultures de
U'hybridome AFRC MAC 65 en flacons a agitation (Jour 3 - piste 4) ; en boite
(Jours 1,3 et 6 - pistes 7,8 et 9) et en tubes a dialyse (Jours 3,7 et 15 - pistes
10,11 et 12).

Les résultats donnés par la figure 3.19 montrent que quel que soit le systéme
de culture utilisé, 'empreinte de 'ADN de I'hybridome AFRC MAC 65 reste

identique. Cela signifie que I'ADN reste stable et qu'il n'y a pas de remaniement du
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matériel génétique (pas de recombinaisons de grande amplitude ni de pertes de
génes). Nous avons utilisé ce type d'analyse car c'est la méthode de choix pour

caractériser la qualité de 'ADN d'une lignée cellulaire (159,160).

IIL.B.S. Analyse de I'ADN par électrophorése sur gel d'agarose

Un chapitre sera consacré ultérieurement a l'apoptose, au cours duquel nous
montrerons que les ADN de certaines cellules sont hydrolysés par des
endonucléases qui catalysent la libération de fragments d'ADN dont les tailles sont
des multiples de 180 bp. Cette fragmentation est le reflet de phénomenes
d'apoptose qui vont conduire & la mort des cellules et a l'arrét des cultures. Nous
donnerons ici les analyses des ADN des cellules cultivées dans les différents
systémes de culture et nous envisagerons simplement la présence et l'importance de

cette fragmentation.

I B.5.a) Culture en boites

Figure 3.20 : Electrophorése sur gel d'agarose a 2% de I'ADN de cellules
cultivées en boites pour les hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19.
L'ADN extrait des cellules (cf. chapitre Matériel et méthodes) correspondant a
une culture en boites de 75 cm?, est analysé sous une tension de 80 V pendant
1h30. La piste 1 correspond au marqueur de taille pBR 322 digéré par Hae IlI.
L'ensemble de pistes 3-8, 10-15 et 17-22 correspondent respectivement aix ADN
extraits de cultures de HF2 x 633, OX 19 et AFRC MAC 65 (jours 1 a 6 de

culture).
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La figure 3.20 donne les résultats obtenus pour l'analyse de 'ADN au cours
de cultures en boites pour les trois hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX
19 pendant 6 jours. On observe une fragmentation importante pour les hybridomes
AFRC MAC 65 et OX 19 tout au long de la culture. Par contre, les cellules HF2 x
653 ne présentent pas ce type de fragmentation de I'ADN au cours de leurs
cultures. On doit cependant remarquer l'existence d'un fragment de haut poids
moléculaire qui est présent dans les cultures des trois lignées mais qui est moins
important dans les cultures de cellules OX 19 (la nature de cette bande sera

discutée dans le chapitre Apoptose).

II1.B.5.b) Culture en flacons a agitation

434 bp

184 bp

Figure 3.21 : Electrophoreése sur gel d'agarose a 2% de I'ADN de celliles
cultivées en flacons a agitation, pour les hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 653
et OX 19. L'ADN extrait des cellules (cf. chapitre Matériel et méthodes)
correspondant a une culture en flacons a agitation de 250 ml est séparé sous une
tension de 80 V pendant 2 h. La piste 1 correspond au marqueur de faille pBR
322 digéré par Hae I. L'ensemble de pistes 5-16, 14-18 et 19-30 correspondent
respectivement aux ADN exiraits de cultures de HF2 x 653 (jours 2,4,6,8-16), OX
19 (jours 2-5,7) et AFRC MAC 65 (jours 1-12).

Les résultats correspondant aux extractions d'ADN des cultures des 3

hybridomes cultivés dans des flacons a agitation sont présentés sur la figure 3.21.
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On observe une fragmentation importante pour les cultures des cellules OX 19 et
AFRC MAC 65, et faible pour les ADN des cellules HF2 x 653. Pour ces
derniéres, la fragmentation apparait aux alentours du 8éme jour de culture alors
que pour les deux autres hybridomes, elle est visible dés le 3éme‘jour. La bande de
haut poids moléculaire citée précédemment est ici trés marquée pour les cellules
HF2 x 653 alors qu'elle est complétement absente des analyses d'ADN provenant
des cellules OX 19. Dans le cas des cultures de AFRC MAC 65, cette bande

disparait progressivement au cours du déroulement des cultures.

HI.B.5.¢) Culture en tubes a dialyse

Figure 3.22 : Electrophorése sur gel d'agarose a 2% de I'ADN de cellules
cultivées en tubes a dialyse pour les hybridomes AFRC MAC 63, HF2 x 633 et
OX 19. L'ADN extrait des cellules (cf. chapitre Matériel et méthodes)
correspondant a une culture en fubes a dialyse de 10 ml est séparé sous une
tension de 80 V pendant 2 h. La piste 11 correspond au marqueur de taille pBR
328 digéré par Bgl I et Hinf 1. L'ensemble de pistes (1,4-3) ; (3,9) et (2,6-8)
correspondent respectivement aux ADN extraits de cultures de HF2 x 653 (jours
2,7,6), OX 19 (jours 7,15) et AFRC MAC 65 (jours 3,7,12,13).

Pour les cultures en tubes a dialyse, il a été plus difficile d'obtenir un grand
nombre d'échantillons, du fait du faible nombre de systémes pouvant étre mis en
culture simultanément. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 3.22. Le
fragment de haut poids moléculaire est présent dans toutes les extractions. La

fragmentation de I'ADN en fragments multiples de 200 pb apparait sur les
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échantillons provenant des cultures de HF2 x 653 et de OX 19 alors qu'elle n'est

pas visible dans les cellules AFRC MAC 65.
On peut conclure que la fragmentation de 'ADN observée dans les

différentes souches d'hybridomes n'est pas influencée de maniére importante par le

systeme de culture utilisé pour les cellules HF2 x 653 et OX 19.

II1.B.6. Discussion

Les analyses faites par "fingerprint”" des ADN ne nous ont pas montré de
variation entre les différents systémes de culture pour les différents types
cellulaires. Il n'en est pas de méme des analyses de fragmentation de 'ADN. Ce
phénomeéne, qui est d0 a l'action d'endonucléases présentes dans la cellule, a été
décrit par de nombreux auteurs (2046, 3867, 121). Il est lié au phénoméne de mort
cellulaire programmée que nous étudierons dans un chapitre suivant. Pour les
cellules OX 19 et AFRC MAC 65, ce phénoméne est trés marqué et débute trés tot
au cours des cultures réalisées en boite ou en flacons & agitation. Par contre, les
cellules HF2 x 653 ne présentent une fragmentation que tardivement au cours des
mémes cultures. Dans les systémes & dialyse et malgré le peu d'échantillons

mesurés, nous constatons que ce phénomeéne se déroule d'une fagon similaire.

Cette étude met & jour un certain nombre de problémes rencontrés lors de
l'optimisation du couple (systéme de culture / lignée cellulaire). Que ce soit dans le
but d'obtenir des concentrations cellulaires élevées ou de produire la quantité
maximale d'anticorps, il faut que la stabilité génétique des cellules soit maintenue
tout au long des cultures.

Sur les figures 3.23 et 3.24, nous avons comparé les croissances cellulaires
dans les 3 systémes étudiés et pour les 3 hybridomes. Pour cela, nous avons utilisé
les intégrales des cellules vivantes et des cellules totales. Ces paramétres nous

renseignent sur la quantité totale de cellules obtenue tout le long de la culture. Iis
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donnent un renseignement beaucoup plus précis de la fagon dont les cellules se

comportent dans les différents systémes.

Intégraie dex celtules vivanies

{x16E4celix x Jour / mi)

Figure 3.23 : Comparaison des intégrales des cellules vivantes pour les
hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19 cultivés dans trois systémes de

culture. Les hybridomes ont été classés suivant leur aptitude, plus ou moins

,,,,,,,

grande, a adhérer sur les supports. Les systémes de culture ont été classés suivant

l'agitation plus ou moins grande qu'il font subir aux cellules.
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Figure 3.24 : Comparaison des intégrales des cellules totales pour les
hybridomes AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19 cultivés dans trois systémes de
culture. Les hybridomes ont été classés suivant leur aptitude, plus ou moins
grande, a adhérer sur les supports. Les systémes de culture ont été classés suivant
l'agitation plus ou moins grande qu'il font subir aux cellules.

D'autre part, nous avons tenu compte du caractére adhérent d'une lignée

cellulaire. Ce caractére adhérent des cellules est le plus marqué pour les cellules
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HF2 x 653 ; les cellules AFRC MAC 65 adhérent un peu moins alors que les
celluless OX 19 ont complétement perdu leur propriété d'adhésion et se
développent en suspension.

Nous avons cultivé trois hybridomes dans trois systémes de culture
différents. Les lignées cellulaires étudiées ont été délibérément choisies d'origine
différente : hybridome souris-souris OX 19, hétérohybridome homme-souris HF2 x
653, hybridome rat-rat (AFRC MAC 65). Nous avons classé les trois systémes de
culture en fonction de l'agitation relative des cellules. L'agitation du milieu
cellulaire va en augmentant progressivement en allant de la culture statique en
boites (ou il n'y a pas d'agitation) en passant par la culture en "spinners" (dans
lesquels les suspensions cellulaires subissent une agitation moyenne) pour terminer
avec les tubes a dialyse (ou la vitesse de rotation du systéme est légérement
supérieure).

D'aprés nos résultats, il semble qu'il existe une influence entre le caractére
"adhérent” de la lignée cellulaire et les systémes de culture. En effet pour les boites
et les flacons a agitation, plus les cellules sont adhérentes et plus l'intégrale des
cellules vivantes (ou totales) est élevée avec un maximum pour les cellules HF2 x
653 en "spinners" (environ 20.106 cellules vivantes x jour / ml et plus de 50.106
cellules totales x jour / ml ). Par contre, pour les tubes a dialyse, cet ordre est
inversé avec une intégrale de cellules la plus importante pour les cellules en
suspension OX 19 (environ 120.10¢ cellules vivantes x jour / ml et 320.10° cellules
totales x jour / ml ). Si on prend en compte le parameétre "agitation", plus les
cellules sont agitées et plus elles vont croitre. Nous devons remarquer que, pour
pouvoir comparer des résultats, nous avons di utiliser, pour des cultures en
"spinner”, une vitesse de rotation trés lente 10 rpm. En effet, des résultats
préliminaires effectués a '[ECACC ont montré que les cellules OX 19 cultivées en

spinner sont extrémement sensibles a la vitesse de rotation.
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Tableau IV : Production d'IgG des cellules OX 19 cultivées dans le milieu
RPMI 10% SVF dans différents systémes de culture.

Systémes |  [1gG] en ug/ml l Jours de culture
Tubes a dialyse. 1125150 25
Flacons a agitation 3342 10

,,,,, Boites 15+1,5 6

Les IgG ont été dosées en utilisant la méthode FELISA décrite dans le
chapitre Matériel et méthodes. Chaque valeur correspond a la moyenne de 4

déterminations.

Les anticorps ont été dosés pour les cellules OX 19 par la méthode ELISA
(cf. chapitre Matériel et méthodes). A partir de ces résultats, nous avons pu
calculer la productivité des cellules en fonction des cellules vivantes ou mortes (cf.
chapitre Matériel et méthodes). L'ensemble de ces résultats est présenté dans le

tableau IV et sur la figure 3.25.
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Figure 3.25 : Productivité des cellules OX 19 cultivées dans le milieu RPMI
10% SVF dans trois systémes de culture (boites, flacons a agitation et fubes a
dialyse). Le calcul de la productivité est fait suivant l'intégrale des cellules
vivantes (PROD/CY) ou totales (PROD/CT) (cf. chapitre Matériel et méthodes).
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Dans les tubes a dialyse, cet hybridome produit environ 100 fois plus
d'anticorps en fin de culture qu'avec les deux autres systemes. Cependant la
productivité des cellules, que ce soit par rapport aux cellules vivantes ou aux
cellules mortes, reste sensiblement la méme dans les trois systémes. Les
productivités peuvent étre calculées en fonction des cellules vivantes ou des
cellules totales. Cela pose en fait le probleme de savoir si ce sont uniquement les
cellules vivantes qui sont productrices d'anticorps ou alors si des cellules qui sont
en train de mourir ou qui sont mortes (estimées par le test d'exclusion au bleu
trypan) peuvent également libérer des anticorps qui vont s'ajouter a ceux produits

par les cellules vivantes.
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I11.B.7. Etude complémentaire de systémes de culture a base de tubes a

dialyse

IILB.7.a) Présentation du systéme

L'interdiction probable de l'utilisation d'ascites pour la production d'anticorps
monoclonaux donne de plus en plus d'importance aux systémes de production. Le
systéme que nous utiliserons, a été décrit la premiére fois par Mathiot et al (94) en
1993. (cf. chapitre Matériel et méthodes). L'originalité du systéme utilisé est de
pouvoir concentrer cellules et métabolites de poids moléculaire élevé a l'intérieur
du systéme, grace aux propriétés de perméabilité des tubes a dialyse. Ceci facilite
la purification de biomolécules produites et augmente la concentration cellulaire
pouvant étre obtenue.

Un certain nombre d'expériences complémentaires ont été réalisées afin de
tester les propriétés du systéme : utilisation de différents tubes a dialyse, utilisation
de différentes souches cellulaires ; culture dans un milieu sans sérum ; utilisation
d'antiprotéases, "scaling up".

Les études précédentes nous ont montré que la vitesse de croissance des
cellules est d'autant plus importante que la taille des pores des tubes a dialyse est
plus élevée (39). Toutes les manipulations avaient été réalisées avec des tubes a
dialyse calibrés de seuil de coupure 25 kDa (SPECTRUM, Los Angeles, USA). Le
prix de ces tubes étant élevé, nous avons effectué quelques essais avec des tubes
plus ordinaires et de faible coiit. Les résultats obtenus nous ont montré que des
tubes Visking (VISKING, Polylabo, France) pouvaient étre utilisés sans méme
effectuer les lavages préconisés par Sjogren et al (153). Leur seuil de coupure est
d'environ 10 kDa. Ils sont donc utilisables pour une production d'anticorps
monoclonaux (ou autres protéines) de masse supérieure a 20 kDa. Toutes les
manipulations qui vont suivre ont été réalisées, sauf exception, avec des tubes a
dialyse de seuil de coupure 25 kDa (SPECTRUM, Los Angeles, USA). Des

cultures de cellules A49 dans le milieu sans protéines BMO ont été réalisées
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pendant 20 jours. L'absorption lumineuse du milieu intérieur a 280 nm est 9 fois
‘‘‘‘‘‘‘‘ plus élevée que celle du milieu extérieur, ce qui montre que peu de protéines
diffusent a travers la membrane.
Le systéme de cultures a été utilisé pour la culture de Qifférentes souches
cellulaires, pour vérifier qu'il n'est pas spécifique de quelques lignées particuliéres.
Dans toutes les expériences qui sont décrites, nous avons utilisé des tubes a dialyse
de 10 ml (Systéme du type I, cf. chapitre Matériel et méthodes) immergés dans 200
ml de milieu. Avec certaines souches cellulaires (12H8 et IMO1BIS), une étude
plus approfondie a été réalisée en utilisant des antiprotéases dans le milieu de
culture.

HI.B.7.b) Culture d'hybridomes 12H8 et A49

II1.B.7.b.1) Culture avec des milieux sans sérum

Des hybridomes A49 ont été cultivés en utilisant le milieu sans sérum BM-
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Figure 3.26 : Croissance de celliules A49 en milieu sans sérum cultivées
dans des tubes a dialyse. Le milieu utilisé est BM-HSA (1 g/l). a) Evolution de la
concentration cellulaire, b) Evolution de la viabilité, ¢) Evolution de la
concentration en anticorps présents dans le surnageant. Les populations
cellulaires ont été déterminées a l'aide du test d'exclusion au bleu trypan. Les IgM
ont été dosées par ELISA comme décrit dans le chapitre Matériel et méthodes.

Chaque point correspond a la moyenne de 3 valeurs.

Les résultats obtenus avec des cultures de cellules A49 dans le milieu BM-
HSA avec des tubes a dialyse, sont présentés sur la figure 3.26. Les cultures ont
été maintenues pendant 40 jours. Ces résultats peuvent étre comparés a ceux
obtenus pour une culture des mémes cellules en utilisant le milieu RPMI U SVF
qui est supplémenté avec le substitut de sérum Ultroser HY® et du SVF. Les

résultats de ces cultures sont donnés dans la figure 3.27.
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Figure 3.27 : Croissance de cellules A49 en milieu RPMI U SVF cultivées
dans des tubes a dialyse. a) Evolution de la concentration cellulaire, b) Evolution
de la viabilité, c) Evolution de la concentration en anticorps présents dans le
surnageant. Les populations cellulaires ont été déterminées a l'aide du ftest
d'exclusion au bleu trypan. Les IgM ont été dosées par ELISA comme décrit dans

le chapitre Matériel et méthodes. Chaque point correspond a la moyenne de 3
valeurs.

Dans ce dernier milieu, la viabilité cellulaire est nulle aprés 10 jours de
culture.

En milieu BM-HSA, la densité cellulaire maximale de cellules vivantes est
atteinte au 10éme jour (6 jours en milieu RPMI U SVF). La concentration de
cellules totales est légérement supérieure (environ 21.106 cellules/ml) a celle
obtenue en milieu RPMI U SVF (environ 15.10¢ cellules/ml). Cependant bien que
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d'allure similaire, la courbe de production d'IgM dans le milieu sans sérum,
présente un maximum d'environ 500 pg/ml, bien inférieur & celui obtenu en milieu
RPMI U SVF (environ de 2300 pg/ml). Nous avons décrit ce phénoméne
précédemment (94) en émettant I'hypothése de l'action de protéases libérées dans le
surnageant par des cellules. L'utilisation d'antiprotéases pourrait empécher, sinon

limiter ce type de dégradation.

I11.B.7.b.2) Utilisation d'antiprotéases

Nous avons utilisé l'aprotinine comme antiprotéase (ce composé présente
I'avantage d'étre utilisé en thérapeutique). Nous l'avons ajouté dans les surnageants
et dans le milieu de culture afin de tester son éventuelle action "protectrice". Des
expériences préliminaires réalisées au laboratoire avec différents inhibiteurs de
protéases (leupeptine, aprotinine, E64 et cystatine) (157) ont montré que
I'aprotinine (inhibiteur des sérine-protéases) utilisée a la concentration de 6.25.102
u.Ph.Eur./ml protége le mieux les anticorps contre la protéolyse. De plus, elle n'a
pas d'effet toxique sur la croissance des cellules A49 et 12H8 cultivées en

microplaques de 96 puits ou en boites.

Des surnageants prélevés dans une culture de cellules A49 en tubes & dialyse
dans du milieu RPMI U SVF ont été maintenus & +4°C dans des conditions stériles
(passage sur filtres de 0,22 um) et les concentrations en anticorps ont été

déterminées au cours du temps.
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Figure 3.28 : Dégradation des anticorps par des protéases dans des
surnageants provenant de cultures de cellules A49 en tube a dialyse (milieu RPMI
U SVF). Les IgM ont été dosées par ELISA comme décrit dans le chapitre
Matériel et méthodes. Chaque point correspond a la moyenne de 3 valeurs.

Les résultats donnés dans la figure 3.28 montrent qu'il y a dégradation des
anticorps conservés a +4°C dans des conditions stériles. Ce phénoméne peut étre
dd a I'action de protéases. Cette diminution d'activité déja décrite pour des cultures
en "batch" semble étre réduite dans des cultures de type semi-continu (94) ou
continu (106). Des expériences complémentaires nous ont montré que l'ajout
d'inhibiteurs de protéases (aprotinine) aux surnageants, réduit considérablement la
dégradation des anticorps. Nous avons donc ajouté cet inhibiteur de protéases a
différentes concentrations dans le milieu de culture avec des cellules 12HS
cultivées dans des tubes a dialyse.

La figure 3.29 résume les résultats obtenus aprés 25 jours de culture des

cellules 12H8 dans le milieu RPMI U SVF. 3 autres cultures dans des systémes a
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tube a dialyse ont été réalisées en ajoutant une dose de 6,25.10-2 u.Ph.Eur/ml. au
20eéme jour de culture. Les surnageants obtenus sont prélevés stérilement et les
IgG présentes sont dosées immeédiatement. On remarque une augmentation de la
| concentration d'anticorps dosés dans les surnageants en fonction de la quantité
d'aprotinine. Par ailleurs, on constate que l'inhibiteur de protéases protége
davantage les anticorps contre la protéolyse s'il est présent dés le début de la

culture.
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Figure 3.29 : Action d'antiprotéases, au cours de la production d'IgG par
I'hybridome 12HS cultivé dans des tubes a dialyse du type III avec du milieu
RPMI U SVF en présence d'aprotinine (INIPROL®, CHOAY, Paris, France).
Chaque histogramme correspond a 3 dosages d'anticorps par la méthode ELISA
(cf. chapitre Matériel et méthodes). Un dosage correspond a la concentration
d'anticorps mesurée dans le surnageant du milieu intérieur. La quantité
d'aprotinine utilisée est mesurée en u.Ph.Eur. (62,5 u.Ph.Eur. correspondent a 1

- million d'unités inhibitrices de protéases u.I.P.).

III.B.7.c) Evolution du systéme de culture a dialyse

Tous les résultats décrits précédemment ont été obtenus avec le systéme 1.

— Pour l'obtention de quantités plus importantes d'anticorps, nous avons ¢€laboré
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deux modéles de systémes de tubes a dialyse de taille supérieure (cf. chapitre
Matériel et méthodes). Un certain nombre d'expériences ont été réalisées avec ces
systémes. Deux souches cellulaires ont été utilisées : les hybridomes 12HS8 et
IMO1BIS. La figure 3.30 donne les concentrations en cellules totales et vivantes

obtenues au cours de ces expériences.

Concentration
cellulaire
(x10c4 cells / ml)

i
Z i
motsls med mest
Pl

Figure 3.30 : Concentrations cellulaires obtenues dans des systémes de
culture en tubes a dialyse pour les hybridomes IMOIBIS et 12HS. Les systémes
type I, II, Il ont été ulilisés avec 800 ml ou 1 | de volume de milieu extérieur (cf.
chapitre Matériel et méthodes). Le graphique donne, pour chaque systéme utilisé,
les concentrations en cellules totales et vivantes (détermination a l'aide du test

d'exclusion au bleu trypan).

Les concentrations en cellules totales et vivantes pour les cellules IMO1BIS
diminuent quand la taille des systémes augmente. Le phénoméne inverse est
observé pour I'hybridome 12H8. Avec ces derniéres, cellules le volume de milieu
extérieur a été porté a un litre. On obtient une légére augmentation de la
concentration cellulaire.

Dans le cas des cellules 12H8, les anticorps produits ont été dosés. La figure

3.31 donne les résultats obtenus.
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Figure 3.31 : Production d'IgG par I'hybridome 12HS8 dans différents
systémes de culture. Les IgG ont été dosées par ELISA comme décrit dans le
chapitre Matériel et méthodes. Chaque point correspond a la moyenne de 3

valeurs.

On constate que la production IgG a été multipliée par un facteur 4,6 en
passant de cultures en boites au systéme a dialyse de 10 ml (type I) et par un
facteur 1,8 en passant des cultures en boites aux cultures dans le systéme & dialyse
de 80 ml (type III) immergé dans 800 ml de milieu. Ceci montre qu'une

augmentation d'échelle est possible. Une optimisation devrait encore améliorer les

performances.

11 B.7.d) Utilisation du systéme de culture, son évolution

L'évolution du systéme de culture cellulaire est encore poursuivie. Mais
auparavant, faisons un bref résumé des différentes améliorations techniques
réalisées au cours du temps.

L'idée originale du systéme a été inspirée des travaux réalisés par Adamson
et al (1) puis repris par I'équipe de Sjogren-Jansson et al (153,154). Dans ce type
de systémes, les hybridomes étaient cultivés dans un tube a dialyse qui était lavé
avec différents composés, puis bouilli avant d'étre utilisé. Le tube a dialyse était
fermé aux extrémités par deux noeuds réalisés manuellement. Il était ensuite

introduit dans un flacon tournant ou "roller" rempli d'un certain volume de milieu
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de culture qui était renouvelé ou non. Des suspensions cellulaires étaient alors
obtenues avec des concentrations élevées d'anticorps monoclonaux.

Ce type de cultures n'utilisent pas le méme principe que les réacteurs a fibres
creuses (113,142) qui s'appuient également sur le principe de la dialyse (pour
concentrer les cellules et pour permettre les échanges avec le milieu extérieur) mais
dont l'inconvénient majeur est de présenter une limitation voire une absence
d'échanges dans les parties profondes des fibres (73,88).

Un tel systéme a l'avantage d'étre d'une grande simplicité et d'un faible coft.
Au début des études entreprises, il était peu pratique & mettre en oeuvre et les
résultats obtenus étaient peu reproductibles. De nombreux paramétres ont été
étudiés pour l'améliorer. En particulier, un support a été créé pour maintenir le
tube a dialyse et assurer une agitation réguliére. Les tubes & dialyse de point de
coupure 25 kDa se sont avérés étre ceux qui permettent, d'une part d'obtenir des
échanges suffisamment rapides entre le milieu intérieur au tube et le milieu
extérieur, et d'autre part de maintenir, donc de concentrer, les anticorps produits
dans le tube (92).

D'autres travaux ont permis d'optimiser le volume de milieu extérieur utilisé
(39). La production d'anticorps monoclonaux & partir de cultures d'hybridomes
adaptés a des milieux sans sérum a été étudiée par de nombreux auteurs (32,121)
et un certain nombre de systémes a dialyse sont décrits dans la littérature
(41,68,85,97). Ils mettent souvent en jeu un appareillage complexe. Un systeme
similaire & celui que nous avons développé a été proposé par Pannell et al (119).
Des tubes a dialyse sont fixés dans un roller de maniére a osciller pour assurer
l'agitation par une bulle d'air présente dans le tube. Ce systéme semble de
manipulation complexe.

Récemment, des améliorations pratiques ont €té apportées de maniére a
permettre des manipulations stériles aisées. Les tubes a dialyse installés sur leur
support, sont maintenus dans une boite servant de portoir. Aprés stérilisation de
I'ensemble, les tubes a dialyse peuvent étre remplis avec la suspension cellulaire. Ils

sont bouchés en utilisant un outil particulier qui permet de les introduire
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stérilement dans un flacon tournant. La manipulation peut donc étre réalisée sans
toucher manuellement les systemes. De plus, l'utilisation de cette boite permet un
remplissage rapide de plusieurs tubes a dialyse au cours d'une méme opération.

L'originalité de notre systéme réside dans sa facilité d'utilisation et dans la
concentration élevée d'anticorps monoclohaux (nous avons obtenu jusqu'a 5 g/l
d'anticorps en utilisant un mode semi-continu (94)). En présence d'antiprotéases,
on peut envisager d'obtenir des concentrations encore plus importantes.

Un certain nombre de travaux font état de la production d'enzymes
extracellulaires (97) et d'interleukines (152) en utilisant des systémes similaires. On
pourrait, par exemple, envisager de produire des grandes quantités de molécules
d'interféron-y, qui sont produites normalement en faibles quantités, par les cellules
CHO en culture en batch (84) ou d'autres types de biomolécules, a condition
d'adapter la porosité de la membrane a la taille des molécules a produire. Ces
derniéres cellules sont adhérentes. Cette propriété n'est pas un obstacle pour
l'utilisation du systéme. Nous avons en effet produit des fibroblastes (1.929) dans

notre systéme (une concentration de 107 cellules/ml a pu étre obtenue).
II1.B.7.e) Différentes lignées cultivées
Un certain nombre de lignées cellulaires ont été cultivées dans le systéme de
tube a dialyse. Pour comparer tous ces résultats, nous avons calculé les intégrales

des courbes donnant l'évolution des concentrations cellulaires en fonction du

temps. Ces résultats sont rassemblés dans la figure 3.32.
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Figure 3.32 : Intégrales de cellules obtenues dans les systémes a tubes a
dialyse. Le graphique donne les résultats obtenus pour 7 expériences de culture
de cellules en tubes a dialyse : Hétérohybridomes homme-souris HF2 x 653 /
RPMI 10%SVF ; Hybridomes de rat AFRC MAC 65 / DMEM 10%SVF ;
Hybridomes de souris OX 19 / RPMI 10%SVF, 12H8 / RMPI-U-SVF, A49 RPMI-
U-SVF ou BM-HSA. Les valeurs des intégrales de cellules sont calculées en
tenant compte des cellules vivantes et des cellules totales. Les expériences ont été

regroupées suivant le caractére adhérent des cellules.

Il est intéressant de remarquer que l'intégrale des cellules la plus élevée est
obtenue avec le milieu sans sérum. Bien que la concentration en cellules vivantes
ne soit pas trés élevée, comme la culture s'est prolongée pendant 40 jours,
l'intégrale des cellules totales est supérieure a 6.108 cellules x jour /ml. Dans le cas
de cellules semi-adhérentes, plus les cellules ont tendance a adhérer et plus les
intégrales des cellules sont faibles. Les valeurs trouvées avec ces cellules peuvent
étre sous-évaluées dans certains cas.

Pour conclure ce chapitre sur I'utilisation de différents systémes de culture
nous avons comparé, pour trois souches cellulaires, les productions obtenues en
anticorps et les productivités des différentes cellules. La figure 3.33 montre
l'avantage du systeme a dialyse par rapport aux cultures en boite. Il doit étre noté
que les valeurs données sont sous estimées & cause de I'action des protéases. C'est
certainement le cas de lhybridome 12HS8 pour lequel les cultures ont été

prolongées pendant 25 jours.
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Figure 3.33 : Productions des cultures en tubes a dialyse et en boites. Trois
hybridomes murins ont été utilisés : A49 / (RPMI-U-SVF ou BM-HSA), 12H8 /
RMPI-U-SVF et OX 19 / RPMI 10%SVF. Les IgG (OX19 et 12HS) et les IghM
(A49) ont été dosées par ELISA comme il a été décrit dans le chapitre Matériel et
méthodes.

La figure 3.34 donne les productivités des cellules. Ce paramétre renseigne
sur la physiologie des cellules. Pour les souches A49 et OX 19, les productivités
des cellules sont similaires, que les cultures soient effectuées en boite ou en tube a
dialyse. Il n'en est pas de méme pour la lignée A49 cultivée en milieu RPMI U SVF
et pour la souche 12H8. Nous avons donné quelques arguments pour expliquer la
faible production de cette derniére lignée dans des tubes a dialyse. Les mémes
arguments expliquent la diminution de productivité quand on passe des cultures en
boites a des cultures en tubes a dialyse. Le cas d'augmentation de productivité de la
lignée A49 est difficile a expliquer. Il serait trés intéressant d'approfondir ce
phénomene et de trouver quels sont les métabolismes qui ont été modifiés par le

changement de mode de culture.
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Figure 3.34 : Productivités des cultures en fubes a dialyse et en boites.
Trois hybridomes nuirins ont été utilisés : A49 / (RPMI-U-SVF ou BM-HSA),
12H8 / RMPI-U-SVF et OX 19 / RPMI 10%SVF. Les productivités omnt été
calculées en fonction des intégrales des cellules vivantes (cf. chapitre Matériel et
méthodes).

112



IV. MORT CELLULAIRE

La production d'anticorps par culture d'hybridomes peut étre optimisée par
des techniques diverses (optimisation du milieu de culture ou du systeme de
culture). Pour produire des anticorps de qualité thérapeutique et peu onéreux, on a
souvent opté pour la solution des cultures en milieux sans sérum, en méme temps
que pour des cultures en masse. Si certaines de ces options se sont montrées
concluantes, beaucoup d'autres ont €té des échecs (57), en particulier quand elles
ont conduit a la mort des cellules.

Dans les chapitres suivants, nous analyserons un certain nombre d'aspects

concernant la mort cellulaire chez les hybridomes.

IV.A. Techniques de détection

Différentes techniques peuvent servir a détecter la mort cellulaire et conduire

a des déterminations quantitatives, semi quantitatives ou qualitatives du
phénomeéne.
. Les techniques morphologiques :

Coloration au bleu trypan

Coloration au mélange bromure d'éthidium / acridine orange
. La détection de la fragmentation de 'ADN

Electrophorése capillaire

Electrophoreése sur gel d'agarose
. La modification du cycle cellulaire

Cytométrie en flux

IV.B. Apoptose induite

Le phénoméne apoptotique peut étre induit par de trés nombreux facteurs

physiques, chimiques, biochimiques, etc..



Nous avons utilisé le choc thermique et la privation de sérum (dans le

phénomeéne d'adaptation).

IV.B.1. Choc thermique

Le role de chocs thermiques sur la fragmentation de 'ADN de 3 lignées
d'hybridomes (AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19) a été étudié. Les cellules ont
été portées a des températures différentes pendant des laps de temps variables
(tableau V). Les cellules sont remises en culture pendant 18 heures et les ADN

sont extraits et analysés.

Tableau V : Valeurs des paramétres temps et température utilisées pour

réaliser des chocs thermiques.

| 41°C | 50°C | 70°C

1 min. HS1 HS4 HS7

5 min. HS2 HSS HS8

15 min, HS3 HS6 HS9
IV.B.1.a) AFRC MAC 65

Figure 4.1 : Electrophorése sur gel des ADN extraits des cellules AFRC
MAC 65 ayant subi un choc thermique. La piste 1 correspond au marqueur de
taille dADN d'échelle 100 pb. Les pistes 3 a 5 correspondent a I'ADN des
échantillons ayant subi les traitements : HSI, HS2, HS3. Les pistes 7 a 9
correspondent a I'ADN des échantillons ayant subi les traitements : HS4, HS3,
HS6. Les pistes 11 a 13 correspondent a 'ADN des échantillons ayant subi les
traitements : HS7, HSS8, et HS9 respectivement. Les pistes 2, 6 et 10

correspondent a des échantillons témoins.
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Pour les cellules AFRC MAC 65, les résultats présentés sur la figure 4.1
montrent qu'un choc thermique provoque une fragmentation de I'ADN plus
importante que celle observeée chez les cellules témoins. Cette fragmentation est
d’autant plus importante que le temps d'incubation est plus grand & une
température donnée, tant a 42°C qu’a 50°C. A 70°C, une incubation de 1 minute
est suffisante pour déclencher l'apoptose. Pour un temps d’incubation de 5
minutes, les fragments d’ADN sont masqués par une trainée ou "smear". Si
l'incubation est de 15 minutes, les fragments d’ADN ne sont plus visibles, seule la

trainée apparait. Celle-ci correspond a des ADN dégradés provenant de cellules en

nécrose.

IV.B.1.b) HF2 x 653

1112 13 14;

Figure 4.2 : Electrophorése sur gel des ADN des cellules HF2 x 653 ayant
subi un choc thermique. La piste 1 correspond a I'ADN extrait d'un échantillon
témoin. Les pistes 2 a 10 correspondent a I'ADN des échantillons ayant subi les
traitements HS1, HS2, HS3, HS4, HS5, HS6, HS7, HSS et HS9 respectivement. La
piste 14 correspond au marqueur de taille d’ADN : pBR 322 digéré par Hae I11.

Les résultats rapportés dans la figure 4.2 montrent qu’une hyperthermie,
méme importante, ne provoque pas de fragmentation de 'ADN. Cependant pour le
traitement a 70°C, pendant 15 minutes, on observe une légére trainée pouvant

correspondre a de la nécrose cellulaire.
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IV.B.1.c) OX 19

Figure 4.3 : Electrophorése sur gel des ADN des cellules OX 19 ayant subi
un choc thermique. La piste 1 correspond an marqueur de taille d'ADN qui est ici
PpBR 322 digéré par Hae IIl. Les pistes 4 & 6 correspondent a I'ADN des
échantillons ayant subi les traitements : HSI, HS2, HS3. Les pistes 7 a 9
correspondent a I'ADN des échantillons ayant subi les traitements : HS4, HS3,
HS6. Les pistes 11 a 13 correspondent a I'ADN des échantillons ayant subi les
traitements : HS7, HSS, et HS9 respectivement. Les pistes 2, 6 et 10

correspondent a des échantillons témoins.
Les résultats rapportés dans la figure 4.3 montrent que le comportement des

cellules OX 19 est voisin de celui des cellules AFRC MAC 65, c’est-a-dire qu’un

choc thermique conduit a la fragmentation des ADN des cellules en culture.
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IV.B.2. Privation de sérum - Adaptation 4 un milieu sans sérum

Au cours des expériences d'adaptation a des milieux sans sérum, nous avons
vu que certaines adaptations, pour lesquelles le milieu de culture était appauvri en
SVF, présentaient un taux de mortalité trés élevé. Des travaux sur différentes
lignées cellulaires ont montré que l'apoptose pouvait étre déclenchée uniquement
par une privation de sérum (47,80). Nous avons voulu savoir si au cours d'une
adaptation on pouvait déceler cette induction d'apoptose.

Nous avons réalisé l'adaptation, vers un milieu appauvri en sérum, des
cellules A49 cultivées initialement dans le milieu BM contenant 5% de SVF. Les
cellules ont été adaptées en les cultivant successivement dans des milieux BM
contenant des pourcentages décroissant en SVF. A chaque modification de la
constitution du milieu, les différents types cellulaires sont déterminés par la
méthode décrite par Mercille et Massie (98).

L'évolution des courbes au fur et 4 mesure de la diminution en pourcentage
de SVF n'est pas significative. Seules les courbes obtenues pour les cultures
réalisées dans du milieu BM sans SVF présentent quelques différences. Nous ne
reproduisons que les résultats obtenus pour les cultures dans les milieux BM +

2,5% SVF (BM 2,5) et BM sans SVF (BMO) sur la figure 4.4.
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Figure 4.4 : Adaptation des cellules A49 a un milieu sans sérum. Courbes
de croissance et pourcentage des différentes populations déterminées a l'aide de
la coloration au BE/AQ. Les courbes ont é1é réalisées en ensemengant des
cultures avec des cellules prises au cours de l'adaptation aux passages 0, 2, 6, 8,
10, 15.

Les maximum des concentrations en cellules vivantes sont plus faibles en
absence qu'en présence de SVF mais les concentrations en ces cellules diminuent
moins en fin de culture.

Parallélement a ces déterminations, toutes les 24 heures, nous avons observé

les cycles cellulaires des cellules pour les cultures dans les différents milieux.
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Figure 4.5 : Evolution du cycle cellulaire au cours d'une culture de cellules
A49 cultivées dans du milien BM 2.5. Les cycles correspondent successivement a
ceux obtenus pour des cellules prélevées les jours 1, 3 et 5 de culture. Les cellules
ont été fixées et marquées a liodure de propidium comme indiqué dans le
chapitre Matériel et méthodes. Les pourcentages des cellules en phase G1, § ou
G2/M ont éié estimés en utilisant le modéle de Dean et Jett. Le pic sub Gl

correspond aux cellules apoplofiques.
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Figure 4.6 : Evolution du cycle cellulaire au cours d'une culture de cellules
A49 cultivées dans du milien BMO. Les cycles correspondent successivement a
ceux obtenus pour des cellules prélevées les jours 1, 3 et 5 de culture. Les cellules
ont été fixées et marquées a l'iodure de propidium comme indiqué dans le
chapitre Matériel et méthodes. Les pourcentages des cellules en phase Gl1, S ou
G2/M ont été estimés en utilisant le modeéle de Dean et Jett. Le pic sub Gl

correspond aux cellules apoptoliques.
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Les figures 4.5 et 4.6 montrent I'évolution des cycles cellulaires réalisés
quotidiennement pour les cultures de cellules A49 en milieux BM 2,5 et BMO. Au
cours du temps, une population cellulaire dont le contenu en ADN est inférieur a
celui des cellules en G1 apparait. En fin de culture, le schéma obtenu ressemble 2 la
superposition de deux cycles. C'est I'hypothése qu'avait été faite quand les résultats
cités précédemment avaient été publiés. Nous savons maintenant que le pic "sub
G1" doit étre attribué aux cellules apoptotiques. Dans la méthode utilisée pour ces
déterminations (cf. chapitre Matériel et méthodes), les cellules sont incubées dans
des solutions tampon avant d'effectuer les cycles cellulaires. Pour les cellules
apoptotiques, des fragments d'ADN sont éliminés des noyaux cellulaires. L'analyse
de la fluorescence fait apparaitre des cellules dont le contenu en ADN est plus
faible. Il est donc logique de trouver un cycle cellulaire qui se superpose au cycle
normal, mais décalé vers les faibles fluorescences. En particulier, la population de
cellules en phase Gl devient une population sub GIl. Le pic sub Gl étant
partiellement isolé du reste du cycle, son évolution va caractériser l'évolution des
cellules apoptotiques. Au fur et & mesure que la culture évolue, le pourcentage du
pic sub G1 va en croissant. Les déterminations des pourcentages de cellules dans
les différentes phases du cycle peuvent étre déterminées. Leurs valeurs sont plus ou
moins entachées d'erreurs a cause de la superposition des pics. Elles varient suivant
le logiciel utilisé pour les calculer. Les résultats que nous avons trouvés sont en
accord avec ceux déja obtenus avec les cellules A49 (168). Les pourcentages
déterminés pour les cellules cultivées dans les milieux avec et sans sérum sont
donnés dans la figure 4.7. Dans le cas du milieu supplémenté avec 2,5% de SVF,
les pourcentages de cellules en phase S sont surévalués a cause de la superposition
des cycles des cellules apoptotiques et non apoptotiques d'une part, et la croissance

plus lente des cellules dans le milieu non supplémenté.
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Figure 4.7 : Evolution des populations cellulaires dans les différentes
phases du cycle cellulaire avant et apres adaptation des cellules A49 cultivées en
milien BM 2.5 a) et en milien BMO b). Les pourcentages des cellules en phase
GIM, S ou G2 ont été estimés en utilisant le modéle de Dean et Jett avec le
logiciel MULTICYCLE Autofit Version 2.10 (cf. chapitre Matériel et méthodes).
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Figure 4.8 : Evolution du pourcentage de cellules apoptotiques estimées
par cytométrie en flux avant et aprés adaptation des cellules A49 (cultivées
initialement en milieu BM 2.5 et adaptées an milieu sans protéines BM0). On
définit comme apoptotiques les cellules marquées a l'iodure de propidium et
présentes dans le pic sub-Gl. Le calcul du pourcentage de cellules en apoptose
est réalisé a l'aide du logiciel MULTI2D Version 3.0 comme il a été décrit dans le

chapitre Matériel et méthodes.



Ce dernier phénoméne se retrouve dans l'histogramme de la figure 4.8,
comparant les pourcentages des cellules apoptotiques avant et aprés adaptation a
un milieu sans sérum.

Alors que ce pourcentage croit au cours du déroulement des cultures
réalisées dans le milieu supplémenté, il se stabilise dans les cultures réalisées dans
le milieu sans sérum. Autrement dit, plus les cellules se développent rapidement et
plus le phénomeéne d'apoptose est apparent.

Nous avons vérifié la correspondance entre les pourcentages de cellules
apoptotiques déterminés morphologiquement et par cytométrie. Les résultats sont
donnés dans la figure 4.9. Dans un intervalle de confiance de 99%, les valeurs
trouvées sont bien corrélées, les valeurs déterminées morphologiquement étant
plus élevées. Ceci s'explique, d'une part, par la superposition des pics sub G1 et
G1, et d'autre part il est possible que le pic sub G1 ne contienne pas de cellules

vivantes apoptotiques dont la membrane n'est pas détériorée.
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Figure 4.9 : Corrélation entre les pourcentages d'apoptose déterminés
morphologiquement et a l'aide de la cytométrie en flux (intervalle de confiance
99%). Abscisses : pourcentages d'apoptose mesurés avec la coloration a iodure
de propidium en cytométrie en flux. Ordonnées : pourcentages de cellules
apoptotiques comptées a l'aide de la coloration an bromure d'éthidium / acridine

orange.
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IV.B.3. Induction par des molécules de faible poids moléculaire

De nombreux composés chimiques sont utilisés dans les études sur les
phénomenes d'apoptose. Nous avons employé un certain nombre d'entre eux, pour
vérifier que leurs actions sur les hybridomes sont les mémes que celles décrites
dans la littérature pour d'autres cellules. Ces composés, ainsi que leurs conditions

d'utilisation vis-a-vis des hybridomes A49 sont rassemblés dans le tableau VI.

Tableau VI : Composition des solutions d'incubation.

Concentration Temps d'incubation
Témoin - 18h
NaN3 IM 18h
Cycloheximide 10t M 18h
Dexaméthasone 10 M 18h
Cyclohex. + Dexaméth. 10T M 18h

Des cellules A49 ont été incubées pendant 18 h a 37°C dans différentes
solutions des composés précédemment décrits dans le milieu de culture BMO. Les
ADN des cellules sont extraits, puis analysés par électrophorése. Les résultats sont
rapportés dans la figure 4.10.

La dexaméthasone n'induit pas de fragmentation de I'ADN. Par contre, la
cycloheximide provoque une fragmentation importante caractéristique de
l'apoptose. Ces résultats seront discutés dans le chapitre suivant. Le méme schéma
de fragmentation est obtenu avec le mélange dexaméthasone-cycloheximide. Les
ADN extraits de cellules témoins (prélevées aux jours 1 et 4 de culture) sont
analysés. On observe qu'au 4éme jour, les ADN sont fragmentés. L'azide de
sodium induit la nécrose des cellules et les ADN ne sont scindés qu'en grands

fragments, sans que la fragmentation caractéristique de l'apoptose n'apparaisse.
o
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Figure 4.10 : Fragmentation de I'ADN induite par les composés décrits
dans le tableau VI. Electrophorése sur gel d'agarose de I'ADN extrait de cultures
de I'hybridome A49 (cultivé dans du BMO0). STD : marqueur de taille de I'ADN
avec échelle de 100 pb. D1 et D4 : ADN de cellules A49 témoin extraits les jours
1 et 4 respectivement apres ensemencement. CYH : ADN extrait de cellules
cultivées en présence de 0,1 M de cycloheximide. DEX : ADN extrait de cultures
avec 0,1 M de dexaméthasone. DC : ADN extrait de cellules cultivées en présence
de 0,1 M de cycloheximide et 0,1 M de dexaméthasone. NaN3 : ADN extrait de

cellules cultivées en présence de 1 M d'azide de sodium NaN..
3

L'action de la dexaméthasone semble en contradiction avec certains résultats
obtenus avec des cellules T ou des cellules leucémiques (2,9,42,101,150,173). Les
cellules A49 sont en fait issues de cellules B, ce qui peut expliquer l'absence de
réponse a la dexaméthasone. Par contre la cycloheximide provoque bien le
phénoméne d'apoptose. Cette molécule, qui est un antibiotique appartenant a la
famille des macrolides, agit comme un inhibiteur de la synthése des protéines en
bloquant l'action de la peptidyl-transférase. La cycloheximide a déja été citée

comme un inducteur d'apoptose (49,53), toutefois dans certains cas elle agit
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comme inhibitrice de l'apoptose sur des thymocytes immatures, des cellules
nerveuses ou cancéreuses (74,115,161,177). Il est possible d'envisager une action
dose-dépendante comme I'a décrit Tortosa (165) avec une action inhibitrice a faible

dose et inductrice a fortes doses.

IV.C. Apoptose spontanée

Dans le paragraphe précédent nous avons montré que dés le premier jour de
culture, les cellules A49 cultivées dans du milieu BM supplémenté avec du SVF,
ou non, contiennent un certain pourcentage de cellules apoptotiques. Puisque ce
phénomeéne d'apoptose n'a pas été induit, il parait intéressant d'envisager le

phénomene d'apoptose spontanée.

IV.C.1. Hybridome A49

Les expériences du chapitre précédent ont été réalisées en effectuant des
observations morphologiques et par cytométrie en flux. Dans ce chapitre, nous
donnerons les résultats obtenus par l'analyse de 'ADN de cellules A49 cultivées
dans du RPMI supplémenté avec de I'Ultroser HY ou du SVF.

Des prélévements ont été réalisés dans des boites de culture, les ADN ont été
extraits et analysés. Les résultats d'une analyse par électrophorése sur gel d'agarose

sont donnés dans la figure 4.11.



Figure 4.11 : Analyse des ADN de cellules A49 cultivées dans deux
milieux : a) Cultures réalisées en milien RPMI U SVF. La piste 1 correspond au
marqueur de taille de 'ADN pBR 322 digéré par Hae III (Cf. chapitre Matériel et
méthodes). Les pistes 2-8 correspondent aux ADN extraits au temps 12h, 18h, 1,
2, 3, 4 et 5 jours respectivement. b) Cultures réalisées en milien RPMI 10% SVF.
La piste 13 correspond au marqueur de taille de I'ADN type VI (cf. chapitre
Matériel et méthodes). Les pistes 1, 3, 5, 7, 9, 11, 12 correspondent aux ADN
extraits au temps 12h, 18h, 1, 2, 3, 4 et 5 jours respectivement.

Le phénoméne d'apoptose est trés précoce. La fragmentation de 'ADN
apparait dés 12 h de culture bien qu'aucune apoptose ne soit induite. L'analyse des
ADN extraits aux temps 18 h, 1-3 jours montre l'apparition d'un fragment de faible

poids moléculaire (environ 20 pb). Ce fragment disparait vers la fin de la culture. Il
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est aussi visible dans l'analyse des ADN des mémes cellules cultivées dans le milieu
de base RPMI supplémenté avec 10% de SVF.
Pour mieux caractériser le fragment d'ADN de faible poids moléculaire nous

avons utilisé I'électrophorése capillaire.
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Figure 4.12 : Analyse en électrophorése capillaire d'ADN extrait de
cultures de cellules A49 au ler jour de culture. La méthode utilisée est celle
décrite dans le chapitre Matériel et méthodes.

Les échantillons analysés par électrophorése sur gel (figure 4.11 a) sont
analysés en électrophorése capillaire comme décrit dans le chapitre Matériel et
méthodes. Les chromatogrammes correspondants sont donnés dans la figure 4.12.

Tous les pics observés a des temps inférieurs a 31,8 minutes correspondent a
des petites molécules et ions absorbant & 254 nm. Le pic & 33,4 minutes n'apparait
qu'a partir de 18 heures de culture pour devenir de plus en plus important aux jours
1 et 2 et disparaitre a partir du 4éme jour de culture. Cette variation est aussi
observée dans les gels d'agarose. En utilisant la courbe de calibration (cf. chapitre
Matériel et méthodes), la vitesse de migration permet d'évaluer a 80 pb la taille de
ce fragment. Qutre ce fragment d'ADN les électrophorégrammes montrent la
présence d'un nucléosome qui est résolu sous forme d'un doublet dont les pics

correspondent & 160 et 190 pb.

128



Cette résolution bimodale a déja été mise en évidence par Todd et al (164)

par électrophorése bidimensionnelle.

IV.C.2. Hybridome 12H8

L'hybridome 12H8 (cf. chapitre Matériels et méthodes) a été cultivé dans
deux milieux : le milieu de base BMO et le méme milieu supplémenté avec 5% de
SVF (BMS).

Comme dans le cas précédent des cellules sont prélevées a des temps de
culture différents, les ADN sont extraits puis analysés par électrophorése sur gel a
2% d'agarose. Les résultats présentés sur la figure 4.13 sont comparables a ceux
obtenus avec la lignée A49, que le milieu de base soit supplémenté avec 5% de

sérum de veau ou non.

123456 12345678

b) BMS

Figure 4.13 : Analyse des ADN extraits de cellules 12HS8 cultivées dans
deux milieux de culture. Electrophoréses sur gel d'agarose (2%). a) ADN extraits
de cellules cultivées en milieu BMO. Les pistes 1-5 correspondent aux échantillons
prélevés les jours 1-3 respectivement. La piste 6 comporte le marqueur de taille
de I'ADN a échelle de 100 pb. b) ADN extraits de cultures en milien BM3. La
piste 1 correspond au marqueur de taille de I'ADN & échelle de 100 pb. Les pistes
2-8 correspondent respectivement aux échantillons prélevés aux temps 12h, 18h,

1, 2, 3, 4 et 5 jours.
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Les analyses réalisées par €lectrophorese capillaire sont similaires a celles
obtenues avec la souche A49. Le phénomene d'apoptose spontanée semble donc ne
pas étre réservé a quelques lignées d'hybridomes.

L'apoptose apparait ici comme un phénoméne spontané€. Il ne semble pas étre
inhibé par une culture en milieu riche en facteurs de croissance (comme l'est le
milieu BMS5). Ce phénoméne a déja été cité a plusieurs reprises dans I'étude des
cultures d'hybridomes (33,169) mais n'a jamais été généralisé. Nous l'avons étudié

dans différentes souches d'hybridomes.

IV.C.3. Généralisation du phénoméne

En réalisant une étude de 32 souches différentes d'hybridomes avec G.
Stacey a I'ECACC, nous avons mis en évidence qu'une majorité de cellules
présente des signes d'apoptose spontanée. Sur le tableau VII nous avons résumé

les résultats correspondant aux hybridomes que nous avons étudiés au laboratoire.

Tableau VII : Apoptose spontanée sur 5 souches d'hybridomes.

Lignée cellulaire Echelle d'ADN 180 pb Morphologie
A49 + +
12H8 + +
AFRC MAC 65 + +
0Xx 19 + +
HF2 x 653 - -

Les symboles + et - correspondent respectivement & la présence ou absence

de signes caractéristiques de l'apoptose spontanée.

Il semble que cet apoptose spontanée soit un phénoméne présent chez la
plupart des hybridomes. Elle a pour conséquence de limiter la durée des cultures de
ces cellules. Le tableau VII montre que la lignée HF2 x 653 ne présente pas ce

phénomeéne. Nous avons approfondi I'étude de cette lignée.



IV.D. Caractérisation d'une lienée d'hybridomes résistante a 'apoptose

IV.D.1. Comparaison avec les cellules A49

Nous avons constaté que la souche HF2 x 653 ne présentait pas de
fragmentation de son ADN au cours des cultures, c'est-a-dire qu'elle ne présentait
pas d'apoptose spontanée. Des travaux réalisés a 'ECCAC (Angleterre) ont montré
que sur 32 types différents d'hybridomes testés, 24 présentaient de la fragmentation
spontanée de leur ADN. Alors que sur 17, lignées non hybridomes, aucune n'a
présenté des signes de fragmentation spontanée (158).

La lignée HF2 x 653 fait partie des 12 hybridomes (sur 32) ne présentant pas
de fragmentation spontanée des ADN, c'est-a-dire ne donnant pas de fragments
multiple de nucléosomes au cours de l'analyse de son ADN. Cette lignée posséde
une vitesse de croissance spécifique faible. De plus, nous avons remarqué qu'en fin
de culture, dans des flacons a agitation, la fragmentation des ADN était visible.
Nous avons pensé que la faible vitesse de croissance de cette lignée ne permettait
pas de mettre en évidence la fragmentation qui ne survenait qu'en fin de croissance,
alors que les hybridomes A49, capables de se développer trés rapidement
permettaient de mettre rapidement en évidence la fragmentation des ADN avant
d'attendre la fin des cultures.

Nous avons donc comparé ces deux lignées A49 et HF2 x 653 en observant
les cellules par coloration avec le mélange bromure d'éthidium/acridine orange au
cours de la croissance. Les caractéristiques des cellules sont rapportées dans la
figure 4.14. Les cellules HF2 x 653 sont de petite taille. Les cellules apoptotiques
ne présentent pas d'invaginations de la membrane. La chromatine condensée est
disposée autour de la membrane nucléaire. Les cellules A49, par contre, sont de
plus grande taille. Leurs cellules apoptotiques présentent des invaginations et

donnent des corps apoptotiques bien marqués.



Les cellules des deux lignées ne présentent pas les mémes caractéristiques

morphologiques.

Figure 4.14 : Comparaison morphologiqute des différents types cellulaires
rencontrés dans des cultures de cellules HF2 x 653 (haut) et de A49 (bas) en
utilisant la double coloration bromure d'éthidium et acridine orange. VNA :

cellules vivantes non apoptotiques ; VA : cellules vivantes apopiotiques ; NVA :
cellules non vivantes apoptotiques ; N : cellules nécrotiques.

Les déterminations des concentrations cellulaires ainsi que leurs
pourcentages relatifs sont donnés dans la figure 4.15.

Nous remarquons que les vitesses de croissances spécifiques au cours de la
phase exponentielle de croissance, sont trés différentes pour les deux lignées :
respectivement 0,02 et 0,07 h'l, pour HF2 x 653 et A49.

La courbe donnant la concentration des cellules vivantes non apoptotiques
pour la lignée HF2 x 653, est trés proche de la courbe donnant les concentrations
en cellules totales, donc les concentrations en cellules apoptotiques et nécrotiques
restent trés faibles. C'est seulement a partir du jour 6 que la concentration en
cellules totales amorce une diminution. Pour la lignée A49, le maximum de
concentration pour les cellules vivantes non apoptotiques se situe au jour 2 de la

culture ; le maximum de concentration en cellules apoptotiques non vivantes est



trouvé au jour 3 de la culture, alors que le maximum de concentrations des cellules
vivantes (non apoptotiques) apparait au jour 4 de la culture. La décroissance de la
concentration en cellules totales se situe dés le jour 4 de la culture. Tous ces
résultats se retrouvent dans les graphes donnant les pourcentages pour les

différents types de cellules.
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Figure 4.15 : Evolution des concentrations cellulaires, et pourcentage des
différents types cellulaires au cours d'une culture d'hybridomes HF2 x 653 et A49
cultivés dans du milien RPMI 10% SVF en boites de 25 cm? a) et b) Courbe de
croissance, pourcentages des différentes populations cellulaires et mesure de
l'anisotropie de fluorescence pour I'hybridome HF2 x 633. ¢) et d) Courbe de
croissance, pourcentage des différentes populations cellulaires pour I'hybridome
A49.



On constate donc que ces deux lignées cellulaires ont un comportement de
croissance complétement différent et en particulier, que pour les cellules HF2 x
653, les concentrations en cellules apoptotiques sont trés faibles. Ces résultats
confirment le fait qu'aucune fragmentation des ADN n'est visible pour ces cellules.

Sur la figure 4.15 b), nous avons porté les variations de la fluidité des
membranes estimée par la mesure de l'anisotropie de la membrane. Celles-ci ont été
obtenues par l'utilisation du TMA-DPH, sonde fluorescente qui se fixe plus
spécifiquement sur la membrane plasmique comme le montre la figure 4.16.
L'anisotropie de fluorescence reste pratiquement constante au cours de la culture
et passe par un maximum en méme temps que la concentration en cellules vivantes.
Ce résultat correspond a celui trouvé pour I'hybridome A49 (40). La membrane
plasmique conserve ses propriétés de fluidité constante pendant le début de la

phase exponentielle de croissance.

Figure 4.16 : Marquage avec le TMA-DPH des cellules HF2 x 633. Les
cellules sont marquées suivant le protocole décrit dans le chapitre Matériel et
méthodes. Les cellules proviemient d'une culture réalisée en boite dans du milieu
RPMI + 10% de SVF, et prélevées le 3éme jour de culture.

La fragmentation de 'ADN des hybridomes A49 et HF2 x 653 est donnée
par les électrophoregrammes présentés dans la figure 4.17. Aucune fragmentation
n'est décelable pour les hétérohybridomes HF2 x 653 avant le 9¢me jour de culture
alors que les cellules A49 présentent I'échelle d'ADN caractéristique de l'apoptose

deés le premier jour de culture.



Figure 4.17 : Fragmentation de I'ADN des cellules A49 et HF2 x 653.
Apreés extraction, les ADN sont analysés par électrophorése sur gel d'agarose
(2%). a) Echantillons d’ADN d'une culture de cellules A49. Les pistes 1, 3, 3, 7,
9, 11 et 12 correspondent aux échantillons extraits aux temps 12h, 18h, 1, 2, 3, 4

et 5 jours de culture. La piste 13 correspond au marqueur de faille pBR 328
digéré par Bgl I et Hinf 1. b) Echantillons d’ADN d'une culture de cellules HF2 x
633. Les pistes 2-13 correspondent aux échantillons extraits aux temps de culture
1, 2,3, 45 6, 7,8 9, 10, 11 et 12 jours. La piste 1 correspond au marqueur de
taille de I'ADN d'échelle 100 pb. -

Les cellules HF2 x 653 présentent une résistance a l'apoptose montrée par
l'absence de fragmentation de 'ADN en fragments multiples de 180-200 pb et par
l'absence de signes morphologiques caractéristiques de l'apoptose. Ces signes
n'apparaitraient qu'en fin de culture a la suite de la dégradation du milieu, causée
par un appauvrissement en facteurs nutritifs et 'accumulation des déchets toxiques.
Il peut aussi étre supposé que I'hétérohybridome HF2 x 653 présente le méme
phénoméne d'apoptose spontanée décrit pour les cellules A49, mais dont les signes
caractéristiques apparaitraient trés tard du fait de la croissance lente de cet
hybridome. Cette derniére hypothése est étayée par l'apparition de fragments
d'ADN de 50 kpb. Il a été montré qu'ils correspondent & une dégradation précoce
de 'ADN observée au cours de l'apoptose (24,180). L'action des endonucléases
conduisant a la fragmentation en multiples de nucléosomes ne serait observable

qu'en fin de culture.



IV.D.2. Myélomes

L'apoptose spontanée, qui semble étre une caractéristique de la majorité des
hybridomes (33,158,169), peut provenir des myélomes qui ont servi a la formation
des hybridomes, des lymphocytes, ou d'une action provenant des deux types
cellulaires. Nous avons observé la morphologie au cours de leur croissance pour
quatre myélomes parmi les plus utilisés : SP2/0-Agl4, P3/NS1/1-Ag4.1,
P3x63Ag8.653 et Y3.Ag.1.2.3. Ces myélomes ont été observés au cours de leurs

cultures. Les résultats obtenus sont donnés dans la figure 4.18.
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Figure 4.18 : Croissances cellulaires de 4 myélomes cultivés en boites.
L'évolution des cultures est caractérisée par la détermination des concentrations
cellulaires (graphiques de gauche) et les % des différentes types de cellules
observés (graphiques de droite). Les différentes populations cellulaires ont été
déterminées a l'aide de la coloration acridine orange / bromure d'éthidium (cf.
chapitre Matériel et méthodes). VNA : cellules vivantes non apopfotiques ; A :
cellules apoptotiques (obtenues en ajoutant les % ou les concentrations des
cellules vivantes apoptotiques (VA) et les cellules non vivantes apoplotiques
(NVA)) ; N : cellules nécrotiques.

Par ailleurs, nous avons obtenu via I'ECACC, deux hybridomes issus de

fusions faites & partir du myélome P3x63Ag8.653 et des cellules lymphocytaires de
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souris Balb/c. Ces hybridomes (IL-A42 et IL-A43) ne présentent pas de
fragmentation d'ADN. L'observation avec la technique de coloration acridine
orange / bromure d'éthidium montre une prédominance de cellules vivantes non
apoptotiques au début de culture, mais trés vite, dés le 3¢ jour de culture, on

observe des cellules apoptotiques en grand nombre (figure 4.19).

Figure 4.19 : Cellules IL-A43 cultivées en boites et colorées avec le
mélange acridine orange / bromure d'éthidium. a) cellules vivantes non

apoptotiques VNA. b) Cellule non vivante apoptotique NVA.

IV.D.3. Conclusions

En conclusion, les cellules HF2 x 653 ne présentent pas les signes d'une
apoptose spontanée (pas de fragmentation de 'ADN en multiples de 180-200 pb)
comme cela a été constaté pour les autres hybridomes, quel que soit le systéme de
culture utilisé (boites, flacons a agitation ou tubes a dialyse) (cf. chapitre Systémes
de culture). Cette observation est confirmée par l'absence de signes
morphologiques caractéristiques de l'apoptose (condensation de la chromatine,
invaginations membranaires, formation de corps apoptotiques, etc.), par
observation avec la double coloration acridine orange / bromure d'ethidium.

Par ailleurs, face a des inducteurs puissants de l'apoptose comme
I'hyperthermie, les cellules HF2 x 653 présentent peu de fragmentation de I'ADN
par rapport aux autres hybridomes étudiés (cf. chapitre Apoptose).

Tous les myélomes que nous avons testé sont apoptose résistants. En outre,

tous les hybridomes étudiés présentent le phénoméne d'apoptose spontanée



. exception faite pour I'hybridome HF2 x 653. Or celui-ci est un hétérohybridome

formé & partir d'un myélome de souris (P3x63Ag8.653) et d'une cellule d'origine
humaine (WI-L2-729-HF2). On peut donc penser que la résistance a l'apoptose
pourrait provenir d'un remaniement des génes qui serait différent suivant les
espéces fusionnées. Il est connu qu'au cours des fusions cellulaires homme-souris
les génes d'origine humaine sont plus facilement rejetés que les génes d'origine
murine.

Une étude compléte de la présence d'apoptose spontanée doit tenir compte
de l'expression de certains génes impliqués dans la régulation, comme par exemple,
bel-2, bax, bel-x, p53, c-myc. De plus ceux-ci peuvent étre modifiés de fagon trés
importante au cours des remaniements chromosomiques ayant lieu aprés fusion des
cellules parentales. L'étude de la fagon dont ces différents génes sont recombinés
lors des fusions et d® maintien de leur fonctionnalité permettrait de vérifier si une
cellule fusionnée est bonne candidate pour étre apoptose-résistante. Lors des
différents clonages, il serait intéressant de tester et de sélectionner les clones qui
synthétisent l'anticorps recherché mais également ceux qui ne donnent pas
d'apoptose spontanée. Le laboratoire du Pr. Hickman a Manchester a transfecté
dans le myélome NSO, le gene bcl-2. Les hybridomes obtenus a partir de ces
myélomes ne semblent pas étre totalement protégés contre la mort cellulaire

(travaux non publiés). D'autres perspectives doivent étre envisagées.



V. MORT CELLULAIRE ET SURFACTIES

Le phénomeéne d’apoptose peut €tre créé par de nombreux parameétres, en
particulier des incubations d’une heure ont été montrées é€tre suffisantes pour
provoquer la fragmentation de ’ADN de cellules en culture. Ainsi il a été publié
récemment que le triton X-100 induit ’apoptose d’une lignée de carcinome humain
(14). Nous avons utilisé cette propriété pour déterminer la toxicité d’un certain
nombre de surfactifs,

Ces derniers ont été synthétisés par Molina et al (107), partant de [’idée que,
d’une part des antibiotiques comme la pénicilline sont utilisés dans les milieux de
culture des cellules de mammiferes, et d’autre part, que ’addition de surfactifs a
faible concentration, améliore la croissance cellulaire certainement par modification
de la tension interfaciale. La synthése de surfactifs possédant un cycle g-lactame a
été entreprise. Ces composés que 1’on peut désigner par "antibiosurfactifs" se sont
avérés posséder des propriétés antibiotiques apportées par le cycle B-lactame ainsi
que des propriétés surfactives qui varieront suivant les groupements d’atomes fixés
sur le cycle B-lactame (voir formules figure 5.1). Pour que ces antibiosurfactifs
soient utilisables dans des milieux de culture, il est nécessaire de mesurer leur
toxicité vis a vis des cellules. L’induction de I’apoptose semble étre une
caractéristique intéressante pour évaluer cette toxicité.

Nous avons utilisé une technique voisine de celle décrite par Borner et al
(14) dans le cas du triton X-100 (cf. chapitre Matériel et méthodes) pour le
traitement des cellules, et la méthode de coloration au mélange bromure
d’éthidium/acridine orange pour déterminer les différents états cellulaires.

Puisqu’elle ne donne pas d’apoptose spontanée, la lignée d’hybridomes HF2
X 653 a été choisie pour réaliser ces expériences. Parallélement, nous avons étudié
les propriétés hémolytiques des surfactifs vis a vis d’hématies humaines.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans la figure 5.1.
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Figure 3.1 : Pourcentages des différents types cellulaires dénombrés apres
2 jours de culture d'hybridomes HF2 x 633, incubés 1/2h avant la mise en culture,
en présence de différentes concentrations de surfactifs. La formule chimique de
chaque surfactif et sa balance lipophile/hydrophile (HLB) sont inscrites a cété de
chaque diagramme. Les diagrammes donnent aussi les pourcentages d'hémolyse
induite par les surfactifs. ‘

— D'une fagon générale, la plupart des surfactifs induisent de I’apoptose de
maniére dose dépendante. Dans la gamme des concentrations utilisées, les
surfactifs peuvent étre classés en deux groupes :

o Groupe 1 : Composés S1, S2 et S3. Aucune activité apoptotique ou nécrotique
(pour les hybridomes) ni hémolytique (pour les érythrocytes) n’est détectée.

o Groupe 2 : Composés S4, S5, S6, S7, S8 et S9. Ces surfactifs, contrairement
aux précédents, ont une action apoptotique et/ou nécrotique sur les cellules
étudiées. Ce groupe peut étre subdivisé en deux sous-groupes :

+ Sous-groupe 2.1 : Composés S4, SS et S6. Pour lesquels une

augmentation de la concentration entraine une diminution du
pourcentage de cellules vivantes avec une augmentation du
pourcentage de cellules apoptotiques et I’apparition d’un faible
pourcentage de cellules nécrotiques. Par ailleurs, aucune activité
hémolytique n'est observée.

+ Sous-groupe 2.2 : Composés S7, S8 et S9. Ces surfactifs possédent un

comportement similaire a celui des composés du sous-groupe

| préceédent mais pour la concentration maximum, toutes les cellules sont

nécrosées. De plus, ces trois molécules ont une action hémolytique

importante.

| L'ADN des cellules HF2 x 653 incubées avec le surfactif S8 a été extrait puis

- analysé par €lectrophorese sur gel d’agarose. Les résultats obtenus sont présentés
sur la figure 5.2. Aucune fragmentation de 'ADN conduisant a I’obtention d’une

"échelle de 180-200 pb" n’est observable. Seule une bande de haut poids

moléculaire aux alentours de 50 kpb est visible tant pour les ADN extraits de
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cellules témoins que pour ceux extraits de cellules ayant été mises en contact avec

le surfactif.

Figure 5.2 : Electrophorése sur gel d'agarose des ADN extraits de cellules
HF2 x 653 ayant été mises en présence du surfactif 88. Les pistes 2, 3 et 4
correspondent aux incubations réalisées avec les concentrations 1073, 3.1075 et
3.107 M respectivement. La piste 5 correspond a I'ADN provenant de cellules
témoin. Les pistes 1 et 6 correspondent aux marqueurs de taille de I'ADN
respectivement de haut et faible poids moléculaire (Megabase II et pBR 322
digéré par Hae I11).

Pour caractériser les propriétés surfactives des composés étudiés, nous avons
calculé leurs balances hydrophile lipophile HLB (cf. chapitre Matériel et
méthodes). Pour ces calculs, nous avons admis que seules les chaines grasses et/ou
les résidus aminoacyl constituent la partie hydrophobe de la molécule. Les valeurs
trouvées sont notées a coté des formules chimiques dans la figure 5.1 et
rassemblées dans le tableau VIII. Le classement par groupe donné précédemment
en tenant compte de ’aptitude a induire le phénoméne d’apoptose, correspond aux

valeurs des HLB calculées.
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Tableau VIII : Action des surfactifs sur les hybridomes HF2 x 633 et sur
les globules rouges.

Composé HLB Apoptose Nécrose Hémolyse

Groupe 1 S1 15,5 - - -
S2 13,5 - - -

S3 7,9 - - -

Groupe 2.1 S4 10 + - -
S5 4,9 + - -

S6 9,7 + - -

Groupe2.2 S7 9,5 + + +
S8 9,1 + + +

S9 9,1 + + +

Un parallélisme existe entre les réponses obtenues pour la nécrose et
I’hémolyse. Celui-ci s’explique par les mécanismes mis en jeu dans ces deux
phénomenes, qui correspondent a une action mécanique au niveau des membranes.
Les surfactifs responsables de ces‘ activités détériorent les membranes, soit en
provoquant des perturbations en s'insérant dans les bicouches lipidiques, soit en
dissolvant des composés membranaires, en particulier des protéines. L’apoptose,
au contraire, est un phénomeéne qui fait appel a des mécanismes biochimiques.

Les composés du groupe 1 sont parfaitement tolérés par les cellules dans la
marge des concentrations utilisées. Cette tolérance s’explique par la solubilité
importante des composés S1 et S2 (HLB élevée). On peut aussi émettre
I’hypotheése que ces composés peuvent se lier a des lectines de la surface des
cellules par I'intermédiaire de leur glucosamine et ainsi de ne pas les perturber. Ces
explications ne s’appliquent pas au composé S3 qui est bien toléré par les cellules.
Son manque d’agressivité peut s’expliquer par la longueur de la chaine grasse en
C12 qui lui permettrait de s'insérer dans la bicouche lipidique sans apporter de
perturbation. Un certain nombre de travaux ont en effet montré qu’une longueur
de chaine de 12 4 18 atomes de carbone permet aux surfactifs de s'intégrer dans les
membranes sans apparemment causer de dégradation (82,96).

Les composés du groupe 2 dont la HLB est voisine de 10, sont capables

d’induire I’apoptose de maniére dose dépendante. La nécrose n'existe qu’a partir
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d’une concentration caractéristique des surfactifs ce qui nous a conduit a définir
deux sous-groupes. Cette concentration est d’autant plus faible que 'HLB est plus
faible.

Il faut noter le cas particulier du surfactif S5 dont la HLB est trés faible (4,9)
et qui, dans les concentrations utilisées, devrait induire une forte apoptose. Les
chaines perfluorées possédent des caractéristiques différentes de celles des chaines
perhydrogénées puisqu’elles sont oléophobes et leur faible toxicité a déja été
décrite dans la littérature (82,96).

Considérons les composés S8 et S9, malgré la grande similitude de leurs
structures, leurs toxicités sont différentes vis-a-vis des hybridomes HF2 x 653.
Pour une méme concentration, le surfactif S8 induit davantage d'apoptose que le
surfactif S9. Ceci est peut-étre a rapprocher de 'induction de la mort cellulaire
provoquée par la fixation du TNF-o sur son récepteur. Dans ce mécanisme, la
fixation de la molécule & son récepteur membranaire active une sphingomyélinase
qui transforme les sphingolipides membranaires en céramides. Beaucoup de
travaux ont montré que les céramides entrainent la mort cellulaire par apoptose
(58,64,65,112). Le diacylglycérol (DAG) est un second messager produit dans les
membranes cellulaires pendant la transduction de signaux hormonaux
principalement ; or la structure chimique de cette molécule ne différe de celle des
céramides que par le remplacement de la liaison amide des céramides par une
liaison ester (figure 5.3). Il apparait donc que I'étude de l'activité de surfactifs,
analogues structuraux des céramides et du DAG, peuvent fournir des informations

sur le role des seconds messagers pendant le phénoméne d'apoptose (58,86).
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Notre discussion sera axée autour de trois grands thémes : la production des
anticorps monoclonaux, la mort cellulaire des hybridomes et I'étude des surfactifs

non ioniques en biologie.

VI.A. Production d'anticorps monoclonaux

Nous avons vu dans le chapitre Adaptations que les cultures d'hybridomes
réalisées en milieu sans sérum posent un certain nombre de problémes. Il est
parfois long et difficile de changer de milieu de culture pour passer de milieux
riches en sérum de veau a des milieux contenant des substituts de sérum ou voire
'utilisation de simple milieu de base. Nous avons vu qu'une stratégie de
changement de milieu de culture avec de multiples étapes, méthode décrite par
Chandler (20), ou les variations de composition du milieu sont de plus en plus
faibles des qu'on s'approche du milieu sans sérum, conduit & des manipulations trés
longues. Cependant, lorsque l'on dispose de peu de temps, on peut tenter des
adaptations plus rapides (avec moins de 5 changements de milieu). Il existe des
milieux de culture commercialisés, pour lesquels les adaptations peuvent se faire en
trés peu de passages mais si les adaptations ne peuvent aboutir, il est nécessaire de
revenir a des adaptations lentes.

S’il est nécessaire d’adapter une lignée d'hybridomes a un milieu sans sérum
dont le milieu de base differe de celui de départ, pour diminuer le temps
d’adaptation, il est préférable d'effectuer 1’adaptation en deux temps. La lignée
cellulaire est d'abord cultivée dans le nouveau milieu de base supplémenté en SVF,
puis aprés deux ou trois passages, les hybridomes sont adaptés le plus rapidement
possible a ce nouveau milieu dépourvu de SVF. Il est toujours prudent de réaliser
parallélement une adaptation plus lente.

De nombreux phénomenes de régulation du métabolisme des cellules doivent

survenir pendant les adaptations. Cependant, des paramétres comme la
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consommation spécifique de glucose ou de glutamine ou bien la production de
lactate ou d’ions ammonium ne varient pas de maniére significative (118).

En ce qui concerne la production d'anticorps monoclonaux, les résultats sont
plus nuancés. Au cours de travaux précédents nous avons vu que dans le cas
d'adaptations lentes, les hybridomes A49, A64 et B146 retrouvaient leur taux de
production d'anticorps apreés plusieurs semaines de culture (121). Une fois adaptés
a un milieu dépourvu de sérum, les hybridomes présentent une productivité le plus
souvent supérieure a celle obtenue dans un milieu avec sérum. Ce phénoméne a
déja été décrit de nombreuses fois au cours de travaux concernant la production
d'anticorps monoclonaux (21,103) mais aussi au cours d'essais de production de
composés biologiques comme des vaccins ou des glycoprotéines (99). Cependant,
plusieurs auteurs ont décrit l'apparition de populations produisant peu ou pas
d'anticorps au cours d'adaptations (117,118).

L'augmentation de la productivité en anticorps des hybridomes a souvent été
reliée au stress subi par les cellules. Il a €été montré que des hybridomes soumis &
un stress métabolique, comme une brusque diminution du pourcentage de sérum
ou un stress hyperosmotique, voient leur productivité et/ou leur production en
anticorps augmenter (22,83).

Cependant des stress thermiques ou mécaniques peuvent causer la mort
cellulaire des hybridomes, en particulier lorsque ceux-ci sont cultivés dans des
bioreacteurs (43,174). Singh et al (3,4,151) ont montré que des hybridomes
cultivés dans des fermenteurs subissant une forte agitation, voient leurs cellules de
grande taille (qui sont préférentiellement en phase S ou G2 du cycle cellulaire) étre
détruites par les forces de cisaillement via le phénoméne d'apoptose. Une variation
trop brusque des conditions de culture est donc souvent synonyme de mort
cellulaire. On peut alors se demander, pourquoi certaines cellules d'hybridomes
résistent a ces différents phénoménes. Il a été démontré que les propriétés de
fluidité de la membrane cellulaire sont en relation avec la sensibilité des cellules au

stress hydrodynamique, plus la membrane est fluide et plus la cellule est sensible
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(127). Par ailleurs, le SVF apporte une bonne protection mécanique aux cellules
ayant une membrane sensible aux forces de cisaillement (128).

Des cellules adaptées a des milieux sans sérum seront plus fragiles vis-a-vis
du stress hydrodynamique, mais le plus souvent leur productivité augmentera.
Pour expliquer ce phénoméne on peut se référer aux parameétres de croissance
cellulaire dans des milieux sans sérum (cf. chapitre Adaptations). En effet, les
productivités sont calculées en tenant compte des intégrales de cellules. Ces
derniéres sont en général plus faibles lorsque les cellules sont cultivées dans des
milieux dépourvus de sérum, il s'en suit donc un accroissement de la productivité :
[T=P/I avec [] productivité, P production en anticorps et, I intégrale des cellules.

Dans le chapitre Systémes de culture, nous avons constaté la différence de
comportement de 3 hybridomes suivant, qu'ils sont cultivés en boite, en flacons a
agitation ou en tubes a dialyse. Les productions d'anticorps pour les cellules OX 19
sont supérieures dans les systémes agités (spinners ou systémes a tube a dialyse)
mais les productivités sont sensiblement les mémes. Cependant dans la majorité des
cas, la productivité augmente elle aussi du fait de l'augmentation de la production
et en méme temps de ’augmentation des concentrations cellulaires comme dans le
cas de 'hybridome A49. La croissance cellulaire est donc fonction a la fois du
systéme utilis€ mais aussi du type de cellules cultivées. Nos résultats montrent qu'il
est trés avantageux d'utiliser un systéme comme celui des tubes & dialyse. Il permet
non seulement d'obtenir des concentrations cellulaires élevées mais aussi d'obtenir
des surnageants contenant des quantités élevées d'anticorps. Nous avons par
ailleurs controlé la conservation de l'activité biologique des anticorps obtenus
(94,121) en tubes a dialyse avec les cellules A49. De plus, les anticorps étant
concentrés dans les tubes a dialyse, la purification est facilitée et son rendement
amélioré. Nous avons poursuivi ['étude de ce systéme de culture car l'interdiction
future de la pratique des ascites nécessitera l'usage de systémes de culture simples

tels que celui décrit.



VI.B. Mort des hybridomes par apoptose

Au cours de toute notre étude nous avons été confrontés aux problémes de
la mort cellulaire des hybridomes. Nous avons vu au chapitre (Apoptose que les
hybridomes meurent spontanément par apoptose. Ce phénoméne a été décrit par
un certain nombre d’auteurs (33,45,158,169). Cette mort peut étre induite par des
facteurs trés divers comme un choc thermique, le manque de facteurs de
croissance, l'action de certains rayonnements.

La mise en évidence d'une lignée "résistante" a l'apoptose (HF2 x 653) pose
la question de l'origine de cette particularité des hybridomes a déclencher leur mort
des leur mise en culture.

Comme nous l'avons décrit dans le chapitre d'introduction, les hybridomes
sont des cellules chimériques provenant de la fusion d'un lymphocyte B mature
avec une cellule cancéreuse : le myélome. Il a souvent été décrit que le cancer n'est
autre chose qu'une dérégulation des contrdles de la mort et de la survie des cellules
(91). Les cellules cancéreuses (comme les myélomes) possédent une capacité a se
développer beaucoup plus importante que les cellules normales et sont beaucoup
plus résistantes & l'apoptose. Cependant, si les cellules cancéreuses se divisent sans
cesse dans un tissu, elles présentent en culture cellulaire, le phénomene d'apoptose
spontanée (72). Les lymphocytes B matures (de méme que les thymocytes) sont
par contre trés fragiles et peuvent déclencher leur mort programmée par de
multiples facteurs. Il a été montré que ces cellules, aprés maturation, présentent
une apoptose spontanée (8,71,133). Nous avions pensé que la résistance a
I'apoptose de I'hybridome HF2 x 653 pouvait provenir du myélome parent. Dans le
chapitre Apoptose, nous avons vu que tous les myélomes étudiés présentaient eux
aussi des signes d'apoptose spontanée. Nous avons €mis l'hypothése que la
résistance a l'apoptose (ou en tout cas le déclenchement retardé de celle-ci) dans
les cellules HF2 x 653, pouvait provenir de l'origine humaine de la lignée de

lymphocytes B parentale (WI-L2-729-HF2).
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Cependant, d'autres facteurs peuvent étre mis en cause dans cette résistance
a la mort programmée. En effet, plus d'une dizaine de génes contrdlant l'apoptose
de maniére directe ou indirecte ont été mis en évidence.

Le tableau IX donne les génes connus a ce jour, qui sont impliqués dans le

contrdle de l'apoptose.

Tableau IX : Génes contrélant 'apoptose.

C. elegans Mammiftres Apoptose Croissance Cycle cellulaire
ced 9 bel 2 - + régule p53
ced 3 ICE + - ?
ced 4 ? + - ?

bax + - ?
bel-xL - + ?
bel-xS + - ?
bad +/- +/- ?
BAG-1 +/- +/- ?
c-myc + + +
max - - -
mad +/- +/- +/-
p33 + +/- G1-S
p33 - ? ?
nedd-2 + - ?
ich-1 + - ?
crm A - + ?
Fas/APO-1 + - ?
c-fos/c-jun +? -7 ?
nuc-1 nuc-1 + - ?
El1A + +/- +/-
cycline D1 + +/- +/-
p34°9? kinase + +/- G2/M

Une régulation de l'apoptose par un équilibre entre les protéines codées par
les génes bcl-2 et bax (114,176) a été montrée. Des homodiméres bel-2/bcl-2 ou
bax/bax, ou encore des hétérodiméres bcl-2/bax peuvent se former entre les
protéines codées par les génes bcl-2 et bax. Plus le nombre d'homodimeéres bcl-
2/bcl-2 est élevé, plus les cellules résistent a l'apoptose. Inversement, plus les
homodiméres bax/bax sont nombreux plus les cellules sont sensibles a I'apoptose.

Ce méme type d'équilibre par dimérisation est obtenu avec les protéines
codées par les genes bel-x; (L pour “long ” car il code pour une protéine de 233

acides aminés, homologue de bcl-2) et bcl-xg (s pour “ short ” codant pour une
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protéine composée par 170 acides aminés, homologue de bax) (10,13). La protéine
bad a la propriété de se fixer a bcl-x; et dlinverser son activité pour créer
l'apoptose (176). D'autres genes sont venus s'ajouter & cette régulation, en
particulier, la famille des bel-x qui ont un comportement semblable au couple bel-
2/bax. Plus récemment, les génes bad et BAG-1 ont été mis en évidence. Ils
s'ajoutent aux deux couples précédents (163,176).

Il est possible que les cellules HF2 x 653 présentent une sur-expression de la

protéine codée par le géne bcl-2 ou une sous-expression du géne bax.

Nous avons résumé dans la figure 6.1 une hypothése de la régulation

génétique de la mort cellulaire.

CYCLE
CELL ULA[RE

AN

. * [ ICE
APOPTOSE |<..~_ e l
= A +

BAG-1 bel-2 |- bax bad
@) (ced-9) 1] )
bel-xL |~ bcl-xS
) ) @

Figure 6.1 : Hypothése de régulation génétique de l'apoptose(- inhibition,

+ induction de l'apoptose).

La protéine BAG-1, pour sa part, peut se fixer & la protéine bcl-2 et inhiber
l'apoptose dans des cellules ou bel-2 semble inactif s'il est pris isolément.
Le géne codant pour une protéase ICE (Interleukin-1- Converting Enzyme)

va induire l'apoptose (63). D'autres génes apparentés a ICE comme (nedd-2 ou
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ich-1) ont des propriétés semblables a ICE et peuvent étre inhibés par le géne crm-
A (81,170).

D'autres geénes intervenant normalement dans la prolifération cellulaire via le
cycle cellulaire peuvent jouer un réle d'activateurs de I'apoptose. La protéine c-myc
qui controle le cycle cellulaire, peut donner un dimére avec la protéine codée par le
géne max, pour contrdler la prolifération cellulaire mais également la mort par
apoptose (7). Par ailleurs, la protéine p53 codée par le géne du méme nom, bloque
le cycle cellulaire en phase S quand le matériel génétique est endommagé pour
induire l'apoptose si la cellule ne réussit pas a réparer 'ADN (67).

D'autres génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire sont également
cités comme intervenant dans le processus d'apoptose : Rb-1, E1A, cycline D1, c-
fos, p34<de2kinase (146,155,178). Certains auteurs pensent méme que l'apoptose et
le cycle cellulaire seraient régulés par un certain nombre de génes communs ce qui
a amené a avancer I'hypothese dans laquelle l'apoptose serait une mitose "ratée"
(136).

Une fois déclenchée, l'apoptose met en jeu tout une cascade d'événements
morphologiques et biochimiques. Morphologiquement, 'apoptose se différencie de
la nécrose par la diminution de volume de la cellule, suivie d'une condensation et
fragmentation de la chromatine, puis d'un morcellement en corps apoptotiques. Ces
corps apoptotiques contiennent des restes du matériel cellulaire comme des
organites et toutes les protéines intracellulaires qui ont été clivées par des
protéases. La membrane plasmique garde son intégrité tout en subissant des
remaniements structuraux qui mettent en évidence des marqueurs de surface.
Ceux-ci vont permettre aux corps apoptotiques d'étre phagocytés par des
macrophages ou d'autres cellules environnantes.

Au contraire, le volume de la cellule nécrotique va augmenter a la suite d'une
dégradation de la perméabilité membranaire. Les ions et molécules intracellulaires
de faible poids moléculaire, vont quitter la cellule et étre remplacées par du liquide
extracellulaire jusqu'a son éclatement. Dans ce type de mort, le noyau ne subira pas

de fragmentation et tout le contenu cellulaire se déversera dans le milieu
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environnant. Dans un organisme, ce meécanisme nécessitera l'intervention de
réactions de détoxification.

Au cours de notre étude sur la mort cellulaire chez les hybridomes, nous
avons rencontré l'existence de ces deux types de mort cellulaire. En particulier
nous avons mis en évidence la fragmentation de 'ADN en fragments de 50 kpb
chez 'hétérohybridome HF2 x 653 par exemple (cf. chapitres Systémes de culture
et Apoptose) mais surtout en fragments de tailles multiples de 180-200 pb (cf.
chapitres Systémes de culture et Apoptose). Cette fragmentation est due a l'action
d'une endonucléase. Bien qu'une demi-douzaine de molécules candidates aient été
proposées, aucune nucléase n'a pu étre totalement isolée et caractérisée comme
responsable de ces clivages (120).

Cette fragmentation de I'ADN peut étre visualisée indirectement par les
analyses du cycle cellulaire des cellules aprés marquage par des molécules
intercalantes et fluorescentes comme l'iodure de propidium que nous avons utilisé
au chapitre Apoptose. Les cellules apoptotiques ayant perdu des fragments d'ADN
sont responsables du pic sub G1 caractéristique des cellules en apoptose (30). I est
évident qu'avec ce type de marquage nous ne pouvons pas distinguer de fagon
claire les cycles cellulaires des cellules apoptotiques (62). Des études précédentes
menées au laboratoire sur des cycles aberrants trouvés dans des cultures
d'hybridomes, nous avaient conduit & émettre des hypothéses semblables (168).

Le marquage de I'ADN, par des molécules fluorescentes, a permis de
développer des techniques de visualisation morphologiques de cellules
apoptotiques présentant une condensation de la chromatine. Des marqueurs
comme le Hoechst 33342, le DAPI, l'acridine orange, le bromure d'éthidium ou
liodure de propidium peuvent mettre en évidence la fragmentation de ' ADN dans
les cellules apoptotiques (31). La technique de marquage de ' ADN que nous avons
utilisée pour les comptages morphologiques (mélange d'acridine orange et bromure
d'éthidium) permet de distinguer instantanément les populations cellulaires

apoptotiques des cellules vivantes et nécrotiques.
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Le déroulement de l'apoptose implique d'autres événements biochimiques.
Une augmentation des concentrations intracellulaires d'ions libres Ca?*, précéde
souvent l'apoptose (12). Certaines enzymes comme les tyrosine kinases ou la
protéine kinase C, semblent également étre impliquées dans le déroulement de la
mort cellulaire (37,90). Nous avons vu au chapitre Apoptose que la cycloheximide
(inhibiteur de la synthése des protéines) accélérait la fragmentation de 'ADN chez
I'hybridome A49. Il a été montré que la cycloheximide & faible dose, induit une
diminution du taux des cellules apoptotiques alors qu'a des doses plus fortes elle
accélére au contraire la mort cellulaire (165). Par ailleurs, l'acide
aurintricarboxilique a souvent été cité comme un inhibiteur des endonucléases et
donc par extension de l'apoptose (105). Nous avons montré que chez les
hybridomes B, l'acide aurintricarboxylique diminue l'apoptose en ralentissant la
dégradation de I'ADN mais il inhibe aussi la croissance cellulaire (157,158).

Au cours d'études réalisées sur des hybridomes T, il a été mis en évidence un
mécanisme de déclenchement de l'apoptose via le récepteur membranaire FAS
gouverné par l'activité du couple fas/APO-1 (17). Par ailleurs, dans toutes les
cellules T, l'apoptose est induite par des glucocorticoides (44). Nous avons vu que
la dexaméthasone (analogue des glucocorticoides) n'induit pas de fragmentation de
I'ADN chez les hybridomes A49. Ces deux types de mécanismes de déclenchement
de la mort cellulaire programmeée ne semblent pas exister dans les hybridomes B.

Au cours de la maturation des cellules T et B dans un organisme, il faut que
les cellules matures ne puissent pas reconnaitre les antigeénes du soi. Il a été montré
que les lymphocytes T et B peuvent étre éliminés sélectivement par la propriété
qu'ils ont de déclencher leur mort programmée lorsque leurs IgM membranaires se
lient aux antigénes du soi (166). Une fois matures, les cellules lymphocytaires
perdent cette propriété, or les hybridomes B qui proviennent de cellules B matures,
ne devraient donc pas exprimer ces propriétés.

Un certain nombre de bouleversements des composants membranaires ont
également été décrits au cours du déroulement de l'apoptose. Des

transglutaminases intracellulaires sont responsables de la production de protéines
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qui maintiendraient l'intégrité de la membrane en interagissant avec les constituants

du cytosquelette et en favorisant la formation de corps apoptotiques (123).

VI.C. Surfactifs non ioniques et toxicologie

Depuis un certain nombre d'années notre laboratoire collabore avec le
laboratoire de chimie du LESOC (Université Henri Poincaré, Pr Selve). Cette
collaboration nous a amené 2 tester différentes techniques permettant d’envisager
de nouveaux tests de toxicité in vifro. Jusqu’a présent, nous avions envisagé
’action de surfactifs sur la croissance cellulaire d’hybridomes. Nous avions été
guidés par I'utilisation potentielle de tels composés dans les milieux de culture. Le
pluronic a été décrit comme un composé permettant I’amélioration de la croissance
cellulaire d’hybridomes (140). De plus, en interagissant avec la membrane des
hybridomes, il protége ces derniers contre le stress hydrodynamique (109,127).
Une grande variété de surfactifs non ioniques a été testée sur des cultures
cellulaires. L'addition de PEG a faibles doses, dans des milieux de culture sans
sérum, permet une croissance cellulaire comparable a celle obtenue avec le méme
milieu de base supplémenté avec du SVF (148). De méme, des travaux effectués au
laboratoire avaient montré que de nombreux surfactifs utilisés a faible
concentration, favorisaient la croissance cellulaire. Puisque de nombreux
parametres induisent un signal d’apoptose, nous avons pensé que [’action de
surfactifs pourrait créer un signal d’apoptose. Ce phénoméne a déja été décrit dans
la littérature (14) pour I’action du triton X-100. Nous avons appliqué la technique
décrite dans ce dernier cas a une série de surfactifs originaux.

Les composés étudiés comportent un noyau B-lactame qui leur confére une
activité antibiotique, comme pour les pénicillines, et pourraient agir sur des
bactéries en inhibant la synthése de la paroi bactérienne. Des études

complémentaires effectuées sur plus de 20 bactéries différentes ont montré que les
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composés S8, S1 et S2 ont une faible activité antibiotique alors que les composés
S5 et S7 présentent une activité sur 15 des 21 bactéries étudiées (107).

Les résultats que nous avons obtenus au chapitre Toxicologie nous ont
permis de faire un classement des surfactifs en fonction de deux parametres
principaux : leur capacité a se dissoudre dans les milieux aqueux et la longueur des
chaines hydrophobes. Il avait déja été montré que des surfactifs non ioniques ayant
une chaine hydrophobe supérieure a 10 atomes de carbone, étaient peu agressifs
vis-a-vis des hybridomes (96).

Une exception a été trouvée pour un surfactif fluoré qui, malgré sa faible
solubilité, s’est montré peu agressif vis-a-vis des cellules. Ce résultat est en accord
avec ceux déja trouvés au laboratoire pour d’autres surfactifs fluorés (145).
Notons que ces derniers pourraient présenter un intérét particulier pour leur
propriété de transporteurs d'oxygéne (132). En effet, certains composés fluorés se
sont avérés étre des transporteurs d’oxygene potentiels. Ils ne peuvent cependant
étre utilisés car ils sont trés toxiques vis-a-vis de certaines cellules comme les
macrophages (18). Cet exemple montre bien 'intérét de la connaissance de la
cytotoxicité de composés sur les cellules avant de les utiliser dans l'organisme.

Une seule étude a jusqu'a ce jour été réalisée pour évaluer la toxicité d'un
surfactif en tenant compte de l'apoptose (14). Dans cette étude, il est montré que le
Triton X-100 (PEG (9,6) p-t-octylphényl éther) n'est pas toxique a faible
concentration. Au fur et a mesure que sa concentration augmente, il provoque
l'apoptose puis la nécrose. Ce type d'action biologique dose-dépendante a été
avancé par Corcoran et al (26). Ces résultats correspondent a ceux que nous avons
trouves.

L'étude que nous avons réalisée sur les surfactifs, améne quelques réflexions
générales. En effet, la technique utilisée a consisté a incuber une suspension
cellulaire dans une solution tamponnée du composé étudié. Les cellules,
débarrassées du composé étudi€, sont observées apres un certain temps de culture.
La présence de cellules nécrotiques indiquera une toxicité aigué. A noter qu'un tel

composé agit mécaniquement sur les membranes cellulaires comme nous l'avons

160



montré par des tests d'hémolyse de globules rouges. L'observation des cellules
apoptotiques donnera de bons renseignements sur les dégdts que pourront
provoquer les toxiques sur les cellules. A noter que cette toxicité est le reflet de la
traduction d'un signal donné au niveau de la membrane cellulaire, signal qui
provoque des métabolismes encore inconnus. Cette technique élimine un certain
nombre de critiques faites aux essais toxicologiques réalisés in vifro (162), comme
par exemple les interactions possibles des composés étudiés avec les nombreux
composants des milieux de culture. La technique utilisée fait intervenir trois
parametres qui sont liés, & savoir la concentration en toxique, le temps d'incubation
et le temps de culture, ceci pour une lignée cellulaire donnée. L'étude de ces
parameétres donnera des renseignements intéressants sur l'utilisation de cette
technique.

Nous avons utilisé plusieurs techniques qui permettent d'induire un signal
d'apoptose. Dans les deux cas, action de la température, action de surfactifs, les
pourcentages de cellules apoptotiques mesurés, l'induction du signal d'apoptose est
dose dépendant. (Une étude que nous avons faite sur des cellules sanguines, en
induisant l'apoptose par des doses variables de rayonnements y, nous a montré le
méme phénomene). Il faut noter la nature différente des trois inductions. Comme
nous l'avons vu dans le chapitre Toxicologie, les molécules S8 et S9 possedent des
structures identiques & une liaison chimique prés (liaison amide pour S8 et ester
pour S9). Le parallélisme de ces deux structures est a rapprocher de celui existant
entre les céramides et les diacylglycérols qui différent par le méme type de liaison
(cf. chapitre Toxicologie figure 5.3). Pour une concentration 2,85.10* M, le
surfactif S8 induit deux fois plus d'apoptose que son homologue S9 (aprés une
incubation d'une heure, deux jours de culture de I'hybridome HF2 x 653) (107). Le
céramide naturel déclenche l'apoptose chez les cellules U937 dés 0,001.104 M
(incubation de trois heures en utilisant le mélange éthanol/dodécane pour faire
pénétrer le lipide dans les membranes plasmiques) (65). II est impossible de
comparer avec précision l'action de ces deux composés car trop de parametres

différents interviennent (matériel cellulaire, temps d'incubation et temps de
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culture). I serait trés intéressant de pouvoir utiliser des tensioactifs analogues non
métabolisables des diacylglycérols et des céramides pour étudier l'induction de
l'apoptose par des molécules comme le TNF-a..

Toutes ces études sur l'apoptose nous montrent [importance de ce
phénomene dans les cultures cellulaires. La mise en évidence de ces phénoménes
n'a pas été faite au début de notre travail. Il est certain que nous aurions trouvé des
explications a un certain nombre de faits mis en évidence, comme par exemple,

l'arrét de la croissance de cellules au cours de l'adaptation dans un nouveau milieu.
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Au cours de ce travail, nous avons tenté de cerner différents aspects des
cultures d'hybridomes, et en particulier, 'amélioration des cultures en considérant
trois parametres principaux : les milieux de culture, les systémes de culture et la
mort cellulaire.

Dans une premiére partie, nous avons dégagé un certain nombre de
considérations techniques concernant l'adaptation de trois hybridomes (A49, A64
et B146) a des cultures en milieu sans sérum. Nous avons tiré les conclusions
suivantes :

e Les trois hybridomes étudiés peuvent étre adaptés a des milieux sans
sérum (RPMI+ULTROSER, BM-IBF ou BM-HSA) voire sans
protéines (BMO) en quelques passages.

e Sile milieu de base est le méme que celui de départ, on peut envisager
une adaptation compléte en quelques passages ; si le milieu est différent,
il est préférable de réaliser un ou deux passages dans un milieu
contenant le nouveau milieu de base supplémenté de SVF puis,
d'abaisser graduellement le pourcentage en sérum.

e Un ralentissement de la croissance, une augmentation de la production
d'anticorps d'ou une augmentation de la productivité des cellules est
observé dans un milieu sans sérum.

11 apparait donc que l'utilisation des hybridomes & des milieux sans sérum,

optimise la production en anticorps des cellules tout en modifiant la croissance

cellulaire.

Dans un deuxiéme temps, nous avons comparé la culture de trois hybridomes
(AFRC MAC 65, HF2 x 653 et OX 19) dans trois systémes de culture différents
(boites, flacons a agitation et tubes a dialyse).

Les résultats sont difficilement comparables, car il faut tenir compte non
seulement du type de cellule utilisée (semi-adhérente ou en suspension), mais aussi

du type de systéme employé, ainsi que de l'agitation. On peut toutefois noter que la
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croissance cellulaire et la production d'anticorps monoclonaux est fortement
stimulée, pour les hybridomes OX 19, dans le systéme a tube a dialyse. Par ailleurs,
les cellules semi-adhérentes présentent une meilleure croissance dans les spinners.

Pour toutes les cellules, la qualit¢ du matériel génétique (estimée par
empreinte génétique de 'ADN) reste stable quel que soit le systéme de culture.
Cependant, dans les trois systémes, nous avons constaté que I'ADN des
hybridomes subissait une fragmentation qui s'accentue au fur et a mesure que le
temps de culture avance. Ce phénomene est curieusement trés atténué pour
I'hétérohybridome HF2 x 653.

Nous avons réalisé ensuite une étude plus approfondie du systéme a base de
tubes & dialyse. Nous avons testé avec succés la possibilité de cultiver 5 lignées
d'hybridomes différents (3 hybridomes murins, 1 hybridome de rat, un
hétérohybridome homme-souris). Au cours d'un travail non rapporté ici, nous
avons montré que d'autres lignées cellulaires, en particulier, des cellules
adhérentes, pouvaient étre cultivées dans ce systéme. Nous avons également
cultivé des hybridomes en utilisant un milieu sans sérum (A49 dans du milieu BM-
HSA). Par ailleurs, l'activité de protéases cellulaires (pouvant dégrader les
anticorps) a pu étre montrée dans ces systémes. Cette protéolyse peut étre limitée
en partie par l'addition d'inhibiteurs de protéases, en particulier l'aprotinine. Enfin,
nous avons realisé des modifications du systéme de culture de maniére a augmenter
son volume. Une étude de ce "scaling up" avec deux lignées d'hybridomes (12HS8
et IMO1BIS) montre que la concentration cellulaire et la production cellulaire
peuvent ainsi étre augmentées. Finalement, des améliorations récentes des systémes
sur le plan pratique (conception d'un portoir et d'un outil de manipulation) ont été
réalisées au laboratoire. L'utilisation de ce systéme, en tant qu'outil de culture en
masse d'hybridomes, parait envisageable. Ce systéme serait utilisable pour la
culture a petite échelle réalisée au niveau des laboratoires de recherche a laide
d'ascites. En outre, la trés grande maniabilité et le faible colt des cultures ainsi

réalisées seraient appréciables.
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En dernier lieu, nous avons étudié la mort cellulaire des hybridomes au cours
des cultures cellulaires. Nous avons utilisé pour cela l'observation de la
fragmentation de I'ADN par des endonucléases en "échelle de 180 pb"
caractéristique du phénomeéne de mort cellulaire programmeée ou apoptose. Nous
avons distingué ce type de mort cellulaire de la nécrose. Les hybridomes
apoptotiques et nécrotiques ont été différenciés en utilisant des intercalants de
I'ADN, bromure d'éthidium/acridine orange, pour les comptages tenant compte de
la morphologie, et liodure de propidium dans le cas de I'é¢tude des cycles
cellulaires.

Nous avons induit ce phénoméne d'apoptose en utilisant des chocs
thermiques, et des inhibiteurs de la synthése des protéines (cycloheximide).

Nous avons montré que tous les hybridomes cultivés in vitro meurent par
apoptose, méme quand ils sont cultivés dans des milieux riches en SVF (cellules
A49 et 12H8). Nous avons étudié ce phénoméne d'apoptose spontanée sur une
grande variété d'hybridomes (études réalisées a 'ECACC sur une trentaine de
lignées) pour montrer que la majorité de ces derniers présente ce phénoméne.

Nous nous sommes intéressés plus particuliérement a ['hétérohybridome
homme-souris HF2 x 653 car cette cellule ne présente pas d'apoptose
spontanément quel que soit le systéme de culture utilisé (boites, spinners, tubes a
dialyse). De plus, différents chocs thermiques d'amplitude et de durée variables
n'induisent pas la fragmentation de I'ADN (en échelle de 180 pb) chez cet

hétérohybridome.

Pour les raisons citées précédemment, la lignée d'hétérohybridomes HF2 x
653 a été choisie comme matériel biologique dans une étude toxicologique. Une
série de 9 surfactifs non-ioniques comportant un noyau B-lactame a été mise en
présence de cellules HF2 x 653 et de globules rouges a différentes concentrations.
L'apparition de mort cellulaire par apoptose et nécrose sur les hybridomes a été
étudiée en méme temps que le taux d'hémolyse des hématies a été mesuré. On a

ainsi classé ces surfactifs en trois groupes suivant leur agressivité vis-a-vis des
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cellules. Au cours de cette étude nous avons plus particuliérement remarqué deux
composés de structure chimique trés voisine (ayant comme différence, la nature
d'une liaison chimique : ester ou amide). Le comportement de ces deux composés a
été rapproché de celui de deux messagers secondaires (les diacylglycérols et les
céramides), dont les structures chimiques se différentient également par une liaison
ester ou amide. Ils sont impliqués dans des transductions de signaux, via les
protéines kinase C, qui peuvent mener a la mort cellulaire par apoptose.

La partie concernant la synthése et I'étude des surfactifs a noyau B-lactame
est également en cours de publication (107).

Notre travail pourrait se poursuivre en envisageant un certain nombre de
voies de recherches.

L'hétérohybridome homme-souris HF2 x 653 se présente comme un bon
modéle pour comprendre le phénoméne d'apoptose spontanée chez les hybridomes.
Une étude visant & montrer 'expression des régulateurs de l'apoptose comme les
couples bcl-2/bax et bel-x; /bel-xg sur ces cellules, parait intéressante. Par ailleurs,
l'expression de l'apoptose sur d'autres lignées d'hétérohybridomes créés avec des
partenaires de fusion d'origine animale, serait & entreprendre. Pour optimiser la
production d'anticorps monoclonaux, il peut étre envisagé d'utiliser des hybridomes

transfectés avec des génes (comme le géne bcl-2) inhibiteurs de I'apoptose.

L'étude de l'utilisation des surfactifs, dans les recherches sur l'apoptose, est
poursuivie actuellement en synthétisant des molécules surfactives fluorescentes (ce
qui permettra de les localiser dans la cellule). De telles molécules, analogues des
DAG et des céramides, seraient utiles pour I'étude des mécanismes d'action de
substances tels le TNF-oo qui induisent la mort cellulaire par apoptose et la

transduction du signal d'apoptose.

Enfin, l'utilisation de l'induction de l'apoptose dans la détermination de la

toxicité de composés nouvellement synthétisés, serait a développer.
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ANNEXE - COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE

Composant (mg/l) RPMI DMEM Fi2 JOKLIK
SELS INORGANIQUES

CaCl, (anhyd.) - 200,00 33,22 -
Ca(NO,), . 4H,0 100,00 - - -
CuSO, . 5H,0 - - 0,003 -
Fe(NO,) . 9H,0 - 0,10 - -
FeSO, . 7TH,0 - - 0,834 -
KCl 400,00 400,00 223,60 400,00
MgCl, (anhyd.) - - 57,22 -
MgCl, . 6H,0 - - - 200,00
MgSO, (anhyd.) - 97,67 - -
MgSO, . 7TH,0 100,00 - - -
NaCl 6000,00 | 6400,00 | 7599,00 | 6500,00
NaHCO, 2000,00 - - 2000,00
NaH,PO, 800,00 - - -
NaH,PO, (anhyd.) - - 142,04 -
NaH,PO, H,0 - 125,00 - 1327,00
ZnSO, . TH,0 - - 0,863 -
AUTRES COMPOSANTS

D-Glucose - 4500,00 | 1802,00 | 2000,00
Glutathion (réduit) 1,00 - - -
Hypoxanthine (sel sodique) - - 4,77 -
Acide Linoléique - - 0,084 -
Acide Lipoique - - 0,21 -
Rouge de Phénol 5,00 15,00 1,20 10,00
Putréscine 2HCI - - 0,161 -
Pyruvate de Sodium - - 110,00 -
Streptomycine - - - 50,00
Thymidine - - 0,73 -
ACIDES AMINES

L-Alanine - - 8,90 -
L-Arginine - - - 105,00
L-Arginine . HCI 24,00 84,00 211,00 -
L-Asparagine 50,00 - - -
L-Asparagine H,O - - ,01 -
Acide L-Aspartique 20,00 - ,30 -
L-Cystéine HCL H,O - - 12 -
L-Cystine 50,00 - - -
L-Cystine 2HCI - 62,57 - 24,00
Acide L-Glutamique 20,00 - 14,70 -
L-Glutamine - 584,00 146,00 294,00
Glycine 10,00 30,00 7,50 -
L-Histidine - - - 31,00
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Composant (mg/l) RPMI DMEM F12 JOKLIK
ACIDES AMINES (Suite)

L-Histidine (base libre) 15,00 - - -
L-Histidine HCI . H,O - 42,00 20,96 -
L-Hydroxproline 20,00 - - -
L-Isoleucine - 105,00 3,94 52,00
L-Isoleucine (sans allo) 50,00 - - -
L-Leucine - 105,00 13,10 52,00
L-Leucine (sans méthionine)- 50,00 - - -
L-Lysine - - - 58,00
L-Lysine . HCI 40,00 146,00 36,50 -
L-Méthionine 15,00 30,00 4,48 15,00
L-Phénylalanine 15,00 66,00 4,96 32,00
L-Proline - - 34,50 -
L-Proline (sans OH-L-proline) 20,00 - - -
L-Sérine ' 30,00 42,00 10,50 -
L-Thréonine - 95,00 11,90 48,00
L-Thréonine (sans allo) 20,00 - - -
L-Trytophane 5,00 16,00 2,04 10,00
L-Tyrosine 20,00 - - -
L-Tyrosine . Na - - - 36,00
L-Tyrosine (sel disodique) - 104,20 7,81 -
L-Valine 20,00 94,00 11,70 46,00
VITAMINES

Biotine 0,20 - 0,007 -
Pantothénate de Calcium D 0,25 4.00 0,48 1,00
Chlorure de Choline 3,00 4,00 13,96 1,00
Acide Folique 1,00 4,00 1,30 1,00
i-Inositol 35,00 7,20 18,00 2,00
Niacinamide - - 0,037 -
Nicotinamide 1,00 4,00 - -
Acide Amide Nicotinique - - - 1,00
Acide Para-aminobenzoique 1,00 - - -
Pyridoxal HCI - 4,00 - 1,00
Pyridoxine HCI 1,00 - 0,062 -
Riboflavine 0,20 0,40 0,038 0,100
Thiamine - - - 1,00
Thiamine HCI 1,00 4,00 0,34 -
Vitamine B, 0,005 - 1,36 -
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