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INTRODUCTION



L'objectif général de ce projet est le développement d 'un système de biodétection
immunochimique du trichloroan isole (TCA) pour l'assurance qualité dan s les domaines du
liège (bouchons) et du vin .

En effet , le trichloroanisole, une des mol écul es responsable des « goûts de bouchon »,
serait dû à une transformation microbienne du tr ichlorophénol ou de ses dérivés , dont la
source n' est pas cla irem ent identifiée. Une prévention possible de ce « goût de bouchon » est
de détecter les traces de trichloroani sol e, à l 'aide de techniques immunoenzymatiques
(ELISA) sur bandelettes ou par le développem ent de capteurs électrochimiques.

Cette recherche d'une biodétection immunochimique du trichloroanisole s 'inscrit dans
le projet «TEC A COR» dans le cadre du programme européen de recherche FAIR-CT98­
9586 (1999-2001 ) rassemblant des partenaires scientifiques :

,( Laborato ire de Recherche en Génie Industr iel (L.R.G .I.A.), Université C laude Bernard
Lyon 1

,( Universitat Rovira Virgili (U.R.V.) Tarragone, Espagn e
,( Conseio Superior de Investiga ciones Cientificas (C. S.I.e.) - Ce ntro de Investigation y

Desarrolo (C .I.O.), Barcelone, Espagne
,( Techni she Universitat München, Freising, Allemagne
,( Laboratori General d 'A ssaiys 1 lnvestigacions, Barcelone, Espag ne
,( Colaiste na holl scoile Corcaigh - University Co llege Cork, Cork, Irelande
,( Ampelooeniki, Ltd. Thessaloniki, Grèce

et des partenaires industriels:

,( Juan Rich Xiberta, S.A. Girona, Espagne (bouchons de liége)
,( Alvaro Coelho et Irmaos, L.D.A. Sant a Maria da Feira, Portugal (bouchons de liége)
,( Audit Diagnostics, Ltd, Cork, Irelande (capteurs)
,( Union of Agricultural Cooperatives of loanmia - Litsa loanmia, Grèce
,( Ktima Kir Yani , S.A. Nom os Imathias, Grèce (vins)
,( Torres, S.A. Espag ne
,( Vins Georges Duboeuf, S.A. France
,( Société Nouvelle J. Pellerin , France

Le but principal de notre étude consiste en l'optimisation de la mise en œuvre de la
culture d 'hybridomes murins pour produire des anticorps monoclonaux di rigés contre le
trichloroanisole. Ces hybridomes nous ont été fournis par le Laboratoire de Recherche en
Génie Industriel Alimentaire (L.R.G.I.A.), Université Claude Bernard Lyon 1.

La première partie de ce travail sera co nsacrée à une synthèse bibl iographique passant
en revue les connaissances actuelles sur le « goût de moisi », les kits immunologiques de
l' industrie ag roa limentaire, le développement des anticorps monoclonaux et la mis e en œuvre
des bioréacteurs.

Puis, le matériel et les méthodes décrivant les conditions expérimentales de cette étude
seront abordés dan s la seconde parti e.

2



Enfin, la trois ième et dernière partie sera consacrée à la présentat ion des résulta ts
obtenus lors de nos expériences.

Plus précisé ment, en premier lieu, nous tenterons de choisir le milieu de culture le plus
approprié puis nous essayero ns de simplifier les conditio ns de culture en mettant en œuvre
une diminut ion du sérum dans le milieu.

Dans un deuxième temps, nous nous attacherons à améliorer la production des
anticorps monoclonaux par différentes supplémentations du milieu de culture.

Finalement , nous étudie rons le suivi de cultures dans des systèmes de différentes
tailles, afin de démontrer qu 'une extrapolation à plus grande échelle est bel et bien
envisageable.

3
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I) Etude sur l'origine du « goût de bouchon » dans les vins

Lors des examens organol eptiques auxquels sont soumis les vins, le dégustateur est de
plus en plus confronté avec des vins ayant des goûts part icul iers rappelant quelquefo is le
moisi et dénommés couramment « goût de bouchon ». Sous ce nom, sont englobés des défauts
organoleptiques qui sont plus de nature olfactive que gustative. Ces goûts désagréables posent
aux producteurs de vin un problème grave dans la mesure où ils apparaissent assez
fréquemment avec parfois une intensité tell e que le vin n'est plus commercialisable.

Le coupable désigné est le plus souvent le bouchon de liège , mais il ne peut être mis
seul en cause. En effet, dans de nombreux cas, ce défaut apparaît avant le conditionnement
des vins en bouteille, c 'est-à-dire pendant leur conservation en cuve ou en barrique. Le
class ique défaut de « logement » est alors invoqué pour expliquer l'altération. Mais, là encore,
l'interprétation est peu convaincante lorsqu ' il s'agit de chais neufs , à la cuverie parfaitement
entretenue et à 1' hygiène irréprochable. En fait, de nombreux composés, chimiqueme nt très
différents, peuvent être à l'origine d'odeurs qua lifiées de « moisi » (Maujean, 1985).

1. 1) Origine du « goût de bouchon »

A la suite d ' un assez long travai l analytiq ue, ont été identifiés, dans les vins, les
bouchons ainsi que les atmosphères de caves, trois com posés chlorés :

• Le 2, 4, 6 trichloroanisole.
• Le 2, 3, 4, 6 tétrachloroanisole.
• Le pentachloroanisole en quantité nettement supérieure.

Des trois composés, ce sont le 2, 3, 4, 6 tétrachoroanisole et le 2, 4, 6 trichloroanisole
qui possèdent l'odeur caractéristique de certaines caves dont les vins sont dit s
« bouchonnés », moisis .. . Ce sont les composés les plus caractéristiques de ce mauvais goût.
(Schae ffer, 1978)

CI

Cl

X

CI
CI

OCI-I:J

CI

XI

CI

CI

Cl

CI

Cl

XII

CI

Figure 1 : Structure chimique des chloroanisoles (X : 2, -1. ô-trichloroanisole .. XI : 2,
3, -l, ô-tétrachloroanisole .. XII : pentachloroanisole) .
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1. 2) Origine des chloroanisoles

Les chlorophénols sont largement utilisés comme insecticides pour le traitement des
bois. Ces chlorophénols sont suffisamment volatils pour se répandre dans l'atmosphère des
caves ou d'autres lieux, et se condenser à des endroits où se trouvent des moisissures. Ces
dernières, sans doute par un mécanisme de détoxification, les transforment par méthylation en
chloroani soles correspondants (Dubois, 1998).

c~c~CI\..Q.r.H
CI

2. 3, 4. G tét.aclllo",phénDI

CH4

>
C>r:\1
CI~'OCHl

Cl

2. 3. 4. 6,'namlorDanlsols

Figure 2 : Réaction de m éthylation du 2,3,-1, 6 t étrachloroanisole.

Ces chloroanisoles se répandent à leur tour dans l'atmosphère des lieux, se condensent
dans des cuves vides, ou sont simplement captés par le vin lors d'aérations, de transvasements
ou d'autres manipulations le mettant au contact de l'air.

Il faut comprendre que ce n'est pas le produit de traitement des bois qui est
directement responsable du mauvais goût, ni par son solvant, ni par les chloroph énols. Ces
derniers doivent être méthylés par les moisissures pour que la mauvaise odeur apparaisse, du
fait essentiellement de la formation des chloroanisoles.

Les chlorophénols peuvent avoir également d'aut res origines. Le chlore entre dans la
composition de nombreux agents de nettoyage préconisés en œnologie. Cet élément, sous la
forme Ch, HCIO ou CIO- selon le pH, peut réagir avec des phénols pour former des
polychloroph énols par une réaction de substitution électrophile. Le chlore réduit sous forme
d'ion chlorure cr est en revanche inactif. Le chlore peut également être incorporé dans
certaines molécules organiques comme les acides aminés soufrés.

Certaines moisissures du genre Penicillium sont capable s de synthétiser elles-mêmes
du 2, 4, 6 trichloroph énol par la voie de l'acide shikimique en présence de chlore libre ou
incorporé dans la méthionine. La réaction est impossible en présence de simples chlorures. Ce
chlorophénol peut à son tour être transformé en 2, 4, 6 trichloroanisole par le même micro­
orgamsme.

La présence des chlorophénols a parfois été interprétée comme provenant d'une
dégradat ion de pesticides organo-chlorés. Les problèmes d'accumulation rencontrés avec les
insecticides de cette famille font que la plupart des molécules sont désormais interdites et
remplacées par des organe-phosphor és. Les isomères de l'hexachlorocyclohexane (HCH) e t
en particulier le lindane (yHCH) sont encore utilisés pour certains traitements insecticides .
Plusieurs polychlorophénols ont été identifiés comme produits du métabolisme de cette
substance chez les mammifères, mais on ne connaît pas les produits de sa dégradation par la
microflore des caves. Certains fongicides comme le CHLORANIL (tétrachloro-para-benzo-
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quinone), retiré de la commercialisation en France, pourraient dans certaines conditions
donner naissance à des chlorophénols. Le PROCHLORAZ ou 1-(N-propyl-N-2-(2, 4, 6
trichlorophénoxy)-éthyl carbamoyle] imidazole, matière active du fongicide SPORTAK
utilisé en grande culture, peut être dégradé en 2, 4, 6 trichlorophénol puis en 2, 4, 6
trichloroanisole par méthylation microbienne et altérer irrémédiablement la qualité des
productions. Cette molécule n'a jamais été autorisée sur vigne et il n'existe pas à notre
connaissance de structure voisine répertoriée dans l' index phytosanitaire. Parmi les
herbicides , des molécules non commercialisées en France, et notamment les dérivés de l'acide
trichloro-2,3,6-benzoïque (TCBA), peuvent également se dégrader en substances susceptibles
d'être métabolisées par la microflore en chloroanisoles, mais elles n'ont jamais été autorisées
sur vigne.

Enfi n, plusieurs dérivés dithio et trithiophosphates des chlorophénols et notamment du
2, 4, 6 trichlorophénol auraient été autorisés au Japon comme des insectic ides en grande
culture. A notre connaissance, aucune des matières actives entrant dans la composition des
produits phytosanitaires autor isés en viticulture n'est susceptible de libérer des chloroanisoles
ou des chlorophénols.

1.3) Prévention du « goût de bouchon »

Le trichloroanisole semble être la principale molécule responsable des goûts de moisi.
La prévention s'avère difficile. Le seul moyen actuel est la détection du trichloroanisole en
vue d 'éliminer les produits contaminés. Cependant, la complexité de la matrice alimentaire et
le seuil de détection exigé nécessitent des techniques analytiques longues et coûteuses.

Ce projet s' inscrit dans le cadre du programme européen de recherche FAIR-CT98­
9586 ( 1999-2001) rassemblant des partenaires industriels (producteurs de vin, producteurs de
bouchons, producteurs de kits diagnostics) et des partenaires universitaires (immunologistes,
biochimistes, microbiologistes) de divers pays (France, Allemagne, Espagne, Portugal, Grèce,
Angleterre. .. ).

L'objectif général du programme de recherche engagé concerne le développement
d' une nouvelle technique analytique sp écifique du trichloroanisole. 11 est envisagé de mettre
au point une technique immunoenzymatique de type ELISA sous forme de bandelette et un
immunocapteur électrochimique permettant de détecter des concentrations allant de 0.1 à 1
ppb de ce composé. Pour ce faire, nous avons travaillé sur l'optimisation de la production
d'anticorps monoclonaux par des lignées cellulaires d'hybridomes obtenues par immunisation
de souris avec des conjugués haptène-BSA proches du trichloroanisole (ligure 3). Ces
anticorps serviront ensuite à la mise au point de la méthode analytique de détec tion
immunochimique du trichloroanisole.
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Figure 3: Présentation des différents hapt ènes utilisés pour le développement de
conj ugués permettant l'immunisation des souris lors de la phase de génération des
hybridomes.
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II) Méthodes de détection rapide en microbiologie alimentaire

Dans le cadre de notre étude de biodétection immunochimique du trichloroanisole
(TCA) pour l' assurance qualité dans les domaines du liège (bouchons) et du vin, il nous a
paru intéressant de présenter les méthodes de détection rapide en microbiologie alimentaire et
plus principalement les méthodes immunologiques.

II. 1) Microbiologie prévisionnelle

En dépit de la pression exercée par le consomm ateur qui souhaite des produits avec
des durées de conservation plus longues, des traitements thermiques plus court s pour
préserver leurs propr iétés originelles et qui rejette l'utilisation de conservateurs, le
professionnel de l' agroalimentaire est tenu de produire des alim ents d'une qualit é
microbiologique la plus irréprochable possible. De leur côté, les pouvoirs publics souhaitent
disposer d'un out il de référence pour accomplir leur mission de protection de la santé
publique, et de positionnement des entreprises et des produits français dans le contexte
international.

La conjonction de ces besoins est à l'origine de l'intérêt pour la microbiologie
prévisionnell e disciplin e développée par les pays anglo-saxons depuis une dizaine d'années.
Elle a pour objet d'étudier le comportement des micro-organismes dans les aliments et donc
de prévoir leur croissance, survie ou destruction en fonction des conditions
environnementales. On attend de cet outil une fiabilisation de l'évaluation de la qualité
microbiologique dans les produits pendant leur phase de conception (aide à la formulation de
nouveaux produits ou à l'amélioration des formules), mais aussi au cours de la transformation,
du stockage, du transport et même chez le consommateur. Autrement dit, le rôle de la
microbiologie prévisionnelle pourrait être de fournir des objectifs quant ifiables pour la
démarche HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point ou analyse des dangers-maîtrise
des points critiques) en répondant aux questions « quel niveau de contamination , quel facteur
de multiplication peut-on tolérer aux différents maillons de la chaîne ? ». (Coignard, 1996 ­
Anonyme, 1999).

L'industriel disposerait ainsi d'un outil lui permettant de déterminer les facteurs les
plus importants, ceux qu'il peut favoriser par des combinaisons de facteurs , et de mettre en
place des actions correctives pour assurer la maîtri se microb iologique du produit tout en
conservant ses qualités organoleptiques et sensorielles. Mais le développement de cette
discipline suppose la mise au point de méthodes d'analyse rapide.

11 existe de nombreuses méthodes de détection rapide en microbiol ogie alimentaire
tests biochimiques miniaturisés, tests physico-chimiques (impédance, bioluminescence et
fluorescence ), méthodes immunologiques et enfin méthodes génétiques (PCR) dont les
principales sont présentées dans le tableau 1.

Au cours de ce travail, nous nous intéresserons plus particulièrement aux méthodes
immunologiques. En effet, parmi les méthodes rapides qui se sont largement développées au
cours des dix dernières années, on note les méthodes immunologiques avec notamment la
méthode ELISA. Le concept des réactions immunoenzymatiques est beaucoup plus ancien ,
mais les années 90 ont vu l'explosion de son utilisation dans le domaine alimentaire. Le
développement d 'automates capables de délivrer une réponse fiable (car utilisant des

9



anticorps monoclonaux très spécifi ques) au moi ndre coût, est pour beaucoup dan s le succès
très mé rité de telles méthodes.

Société Marque Principe Type de méthode Domaines d'application

Microbiologie Tous pdts d'ali. humaine
3M Sa nté
Petrifil m Flore totale 1 Numération flore tota le
Pet rifilm Co liformes 1 Numération des co liformes To us pdts d 'al i. hum aine

totaux
Et des co liformes fécaux

Petrifilm C. co li 1 Numératio n des E. co li Tous pdts d' ali . humaine
Kit Tecra 3 Détection des salmonelles Tous pdts d 'ali . humaine
AES Tous pdts d 'al i. humaine
Salmo nelle 1-2 Test 2 Détection des salmonelles et animale
Liste rsc reen 2 Dètection des listeria Tous ndts d' al i. humaine
Ag robiotes ts Tous pdts d' ali. humain e
Gene-Trak Systems.
Détect ion du genre 4 Détect ion des listeria
Listeria DNA GT608
Gene-Trak Systems. 4 Détec tion des listeria Tous pdts d'ali . hum aine
Détection du genre Monocytogenes
Listeria Monocytogenes
DNA GT609
Biomérieux To us pdts d' ali . hum aine
Vidas Salmonella 3 Détec tion des salmo nelles
Vidas Lister ia 3 Détection des listeria sp Tous pdts d' ali . hum aine
Vidas Liste ria 3 Détection des listeria To us pdts d' ali . humaine
Monocvtone nes Monocvtouenes
Dynal France
Dynabeads Anti- 2 Détection des sa lmo nelles To us pdts d 'ali, hum aine
Salmonella et animale
Dynabeads Anti-E. coli 2 Détection des E. co li 0157 : To us pdts d'ali . humaine
0157 : H7 H7
Eura la m Détec tion des listeria Lait, pdts laitiers et autres
Accunrobe 4 Monocvtogcnes pdts d 'ali. humain e
Organon Teknica To us pdts d' ali . hum aine
Salmonella-Tek 3 Détection des salmonelles et anima le
Rbône Poulenc
Technologie Tous pdts d'ali. humain e
Kit Locate 3 Détection des sa lmo nelles et animale
Sa nofi Dia gnostics
Pasteur
Milie u « rapid » E. co li 1 Milieu de dénom brem ent To us pdts d 'ali. hum aine

des E. co li et anima le
Probelia Sa lmonella sp 5 Détection des salmonelles To us pdts d 'ali . hum aine

et anima le
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l-Milieu de culture. 2-Test immunologique. 3-Test ELISA. 4-Test d'hybridation mol éculaire
S-PCR 6-Réaction enzymatique. 7-Réaction bactérienne.

Transia-diffchamh Tous pdts d'ali. humaine
Salmonella sn 3 Détection des salmonelles et animale
Listeria sp 3 Détection des listeria Tous pdts d'ali. humain e
Transia-Enrichisscment
Iso Fraer
Unipath
Salmonella Ranid Test 2 Détection des salmonelles Tous ndts d'ali . humaine
Listeria Ranid Test 2 Détection des listeria Tous ndts d'al i. humaine
Tests des contaminants
chimiques
Transia Diffchamh
Kit transia Histamine 3 Test de tri par detection Poisson

immuno- enzymatique de
l'histamine dans le noisson

UCR Pharma Lait cru
Test nOI 7 Détection d'antibiotiques

Penzym 100 6 Recherche spécifique des Lait cru, stéri lisé ou en
beta-Iactamines 1poudre. .

TABLEAU 1: Méthodes d 'analyses rapides de contaminants microbiologiques el chimiques
validées Afnor (Tombj, 1997).

11.2) Méthodes immunologiques

La spécificité de la réaction antigène-anticorps est mise à profit pour compléter et
affiner l'étude d'un micro-organisme. En effet, généralement, les études morphologiques ,
physiologiques et biochim iques permettent d' identifier l'espèce d'un micro-organisme . Mais,
au sein d'une espèce, des différences très fines apparaissent et l'immunologie va permettre de
différencier ces individus d'une même espèce.

Un micro-organisme peut être considéré comme une « mosaïque » d 'antigènes,
certa ins lui étant spécifiques .

La spécificité de la réaction antigène-ant icorps est mise à profit pour la détection
spécifique d'un micro-organisme dans un produit alimentaire. Les techniques emp loyées
sont:

• La précipitation
• l'agglutination sur lame
• l'immunofluorescence
• la technique immunoenzymatique ELISA
• I'imrnunoconcentration

Plus récemment, des techniques de cytométrie en flux permettent de coupler des
études morphologiques et immunologiques.

Dans certains cas, on peut aussi extraire les antigènes des cellules microbiennes et
procéder ensuite à la réaction immunochimique avec les antigènes purifiés : la réaction se
traduit alors par une précipitation à l'interface antigène-anticorps. (Vemozy-Rozand, 1999).
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Enfin, dans le cas de micro-organismes toxinogènes, la recherche de toxine peut
s'effectuer par des méthodes d'immunodiffusion.

Toutes les techniques immunologiques décrites sont basées sur la même réaction
spécifique antigène-anticorps visant à détecter un antigène dans un mélange complexe. Mais
selon la nature de l'antigène d'une part, la technique de marquage de l'antigène ou de
l'anticorps d'autre part, on distingue les méthodes suivantes .

• La précipitation

Il ya précipitation lorsqu'un antigène soluble (donc invisible) forme avec les anticorps
spécifiques un complexe antigène-anticorps insoluble qui apparaît sous forme d'un précipité
(visible) . C'est une réaction très simple à mettre en œuvre , mais assez peu sensible et qui peut
donner lieu à des phénomènes de zone (en présence de certaines concentrations d'antigènes et
d'anticorps, le précipité peut se resolubiliser et la réaction apparaître faussement négative ).

• L'agglutination

Il Y a agglutination lorsque les antigènes figurés ou particulaires forment entre eux ,
gràce aux anticorps qui leur sont spécifiques, des ponts qui de proche en proche constituent un
réseau, l'ensemble se traduisant par l'apparition d'un agglutinat visible à l'œil nu.

Les antigènes doivent comporter plusieurs sites antigéniques ( par exemple: bactéries,
parasites , protéines, . .. ) ou bien doivent être fixés sur des hématies, des particules de latex ou
de charbon afin de pouvoir se lier avec plusieurs anticorps. Les anticorps doivent eux-mêmes
être de type « agglutinant H, c'est-à-dire au moins bivalents pour parvenir à constituer ce
réseau.

• L'immunofluorescence

Les anticorps sont couplés par des techniques appropriées à des composés fluorescents
[l'isothiocyanate de fluorescéine (verte) ou de rhodamine (rouge)] ; lorsque ces anticorps
réagissent avec les antigènes qui leur sont spécifiques, le complexe antigène-anticorps
fluorescent est visualisé à l'aide d'un microscope à fluorescence ou d'un cytomètre en flux.
La technique peut être directe ou indirecte.

Immunofluorescence directe :

Dans cette technique, c'est l'anticorps spécifique qui est marqué, puis déposé sur la
préparation de l'échantillon à examiner. Une émission de fluorescence après lavage signe la
présence de l'antigène.

Immunofluorescence indirecte:

Cette technique comprend deux temps successifs où l'anticorps spécifique de
"antigène recherché joue le rôle d'anticorps dans le premier temps, et le rôle d'antigène dans
le deuxième temps. Ce n'est pas cet anticorps qui porte le fluorochrome mais l'anti-anticorps
que l'on dépose dans un second temps.
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Les anticorps fluorescents peuvent être utilisés pour identifier directement les bactéries
dans les échantillons cliniques mais aussi pour permettre une détection rapide des bactéries
pathogènes, en particulier dans les aliments.

• L' ELISA ou Enzy me Linked Immuno Sor bent-Assay

Cette technique permet de visualiser une réaction immuno logique grâce à une enzyme.
Le substrat spécifique de cette enzyme libère, en sa présence, un composé coloré.
L'apparition d' une couleur signe donc une réaction positive, et l' intensité de la réaction
obtenue est fonction de la quantité d 'antigène ou d'anticorps ayant réagi.

Sous cette dénomination sont regroupées un grand nombre de techn iques, mais seules
les réactions dites en phase hétérogène (où l'on fixe l' antigène ou l' anticorps sur une phase
solide : plastique, cupules, billes de métal, tubes, etc.) ont des appli cations en hygiène
alimentaire.

Parmi ce type de réactions, la techniqu e « sandwich » (parce que l'antigène se trouve
pris en sandwich entre deux anticorps) est la plus utilisée.

Les tests ELISA sont largement employés en diagnostic agroal imentaire. Mais à
"instar de la technique par immunofluorescence, le problème majeur est le manque de
spécificité lié à l'utili sation des anticorps polyclonaux. Le développement récent de la
technologie des hyridomes et la possibilité de préparer des anticorps monocl onaux de très
grande spécificité a permis des améliorations spectaculaires de la méthode ELISA.

Plusieurs stratégies sont utilisées pour augmenter la sensibilité des tests ELISA. La
production de composés fluorescents ou chimioluminescents au lieu de produits colorés a
augmenté de 10 fois la sensibilité des tests.

• L'immunoconcentration. (Tom bj , 1998b)

Il s'agit d' un procédé nouveau qui permet de détecter des micro-organismes
spécifiques, présents en faible nombre dans l'aliment ou assoc iés à une micro flore abondante
et variée . Cette technique utilise des supports solides d'une grande variété (polystyrène,
Nylon, hydroxyde de titane, agarose, nitrocellu lose, polyvinyle) recouverts d 'anticorps mono
ou polyclonaux dirigés contre des antigènes de surface de la bactérie cible. La capture
spécifique de la bactérie cible est suivie d'une phase de lavage qui réduit considérablement les
éléments indésirables. Cette capture immunologique n'affecte pas la vitalité des bactéries. Ces
dernières peuvent donc se multiplier lorsqu'elles sont placées dans un milieu de culture
adéquat, en présence de leurs supports (billes magnétiques, dipstickï, ou après relargage sous
l'action d'une enzyme spécifique.

La bactérie cible est ainsi séparée de la matrice alimentaire et se retrouve concentrée
dans un volume très inférieur à celui d'origine. La réussite de l' immunoconcentration n'est
possible que si l' organisme cible est présent en nombre suffisant.

Le seuil est d étermin é par la sensibilité de la méthode qui peut varier en fonction de
l'affinité et de l'avidité particulière de "anticorps pour l'antigène de surface choisi.
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11.3) Exemples de kits de détection rapide utilisant le test ELISA

Les toxi-infections alimentaires affectent plus de dix mille personnes en France chaque
année sur lesquelles nous n'enregistrons heureusement que quelques décès à l'opposé des
Etats-Unis où les décès annuels dus aux intoxications alimentaires se comptent par centaines.

Les bactéries pathogènes le plus souvent citées sont les salmonelles (plus de 50% des
cas), Staphyloccoccus aureus et Clostridium perfringens. Il faut également noter l' émergence
de nouveaux pathogènes comme Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, E. coli
0 /5 7. Les changements de mode de vie (prise de nombreux repas à l'extérieur du domic ile
familial) expliquent la recrudescence des accidents alimentaires collectifs. Les industriels
agroalimentaires ont besoin de méthodes rapides pour apprécier la qualité hygiénique des
denrées produites et pouvo ir maîtriser efficacement leurs procédés de fabrication. Ils
disposent aujourd' hui de kits de détection rapide permettant de commercialiser leurs produits
sans attendre 4 à 5 jours comme c'était le cas avec les méthodes microbiologiques
traditionnelles d'isolement et d'identification. (Lemoine, 1996)

~ Détection des sa lmonelles

Le Locate, de Rhône-Poulenc Technologie, est basé sur le principe d' une réact ion
ELISA directe. Elle utilise un anticorps monoclonal spécifique, dirigé contre les antigènes
somatique s des salmonelles. Le kit utilise comme support de réaction les puits d 'une plaqu e
de microtitration. Les résultats sont obtenus en 48 heures grâce à une lecture visuelle assurant
une bonne discrimination des résultats (le développement de couleur indique la présence de
salmonelles). Ce test peut être rapidement implanté au laboratoire sans investissement
préa lable. L' utilisation du kit Locate peut être couplée à celle du Spectate pour la
confirmation et l'identifica tion. Le kit Spectate est basé sur la réaction spécifique par
agglutination d'a ntigènes de salmonelles avec des anticorps liés à des microbill es de latex. Il
s'applique pour la détection de salmonelles à partir de colonies isolées sur milieu sol ide ou
dans certa ins cas directement à partir des bouillons d'enrichissements sélectifs. La présence
de salmonelles est confirmée en quelques minutes.

Le Transia Sa lmonella, commercialisé par Transia-Diffchamb est un test basé sur une
réaction immune-enzymatique de type sandwic h mettant en œuvre un cocktai l d 'anticorps,
permettant la détection de tous les sérotypes de Salmonella présent s dans l' échant illon . Les
principal es caractéristiques de ce test sont une détection en 48 heures, sa facilité et souplesse
d'emploi (barrettes sécables puits à puits, réactifs prêts à l'emploi) et un coût réduit. La
microplaque « universelle » de 96 puits permet d' utiliser un large choix d' équipements qu i
correspondent à tous les degrés d'a utomatisation et de budget.

Le Vidas Sa lmonella de 8iomérieux s' utilise avec l'automate compact Mini Vidas
d'immunoanalyse, associant une méthode ELISA à une lecture finale en fluorescence. Il est
assorti d 'une gamme spécifique de réactifs unitaires prêts à l' emploi pour divers pathogènes
(Iisteria, salmonella, entérotoxine de staphylocoques .. . ). Les résultats sont obtenus en moins
d'un e heure après enrichissement. Pour les laboratoires effec tuant plus de 50 analyses de
pathogènes par jour, Biomérieux propose un appareil plus important le Vidas.

Le kit Tecra Unique distribué par les laboratoires 3M Santé permet la détection de
salmonelles en moins de 22 heures. Chaque analyse est réalisée dans un module qui contient
tous les réactifs pour l' analyse, les contrôles positifs et négatifs sont inclus dans chaque test.
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Le cœ ur du test est un bâtonnet en forme d'ailette dont les faces sont recouvertes d'anticorps
servant à capturer les salmonelles. Les salmonelles capturées se multiplient dans le bouillon
M jusqu 'à un niveau pouvant être détecté par immunoessai sur le bâtonnet. Un résultat
présomptif positif se caractérise par une coloration pourpre des ailettes, la parti e supérieure
des ailettes, où se trouve le témoin contrôle négati f reste blanche. Ce test ne nécessite pas
d'investissement en laveur ou lecteur, ni de milieu d 'enri chissement sélectif C'est un outil
performant pour les petites séries, mais qui apporte également la flexib ilité aux grandes séries .

Le Path Stick, de Perstorp Analytical, a été développé pour la détect ion spécifique des
salmonelles. Ce test immunoenzymatique, très simple à utiliser, se présente sous la forme
d'une bandelette que l'on plonge pendant quelques secondes dans l'échantillon préalablement
enrichi. Le résultat s 'affiche en 10 minutes, sous la forme d'une ligne violacée apparaissant
sous la bande . La position de cette ligne, par rapport à deux repères, confirme ou infirme la
présence de salmonelles. (Cohen-Maurcl, 1999)

~ Détection des myeotoxines

De part sa fiabilité, la méthode ELISA a été largement appliquée à l' analyse des
mycotoxines dans les aliments. En plus de l' ant icorps monoclonal , cette technique met en
œuvre un marqueur enzymatique qui déclenche au cours du protocole une réaction de
colorat ion. Plusieurs types de tests à usage unique sont disponibles sur le marché. Deux
catégories peuvent être distinguées : les kits de détection et les kits de dosage. Ils sont tous
caractérisés par leur facilité d 'usage.

Rhône-Poulenc Technologie propose des cartes de détection « Easysereen » pour les
aflatoxi nes B et G, l'ochratoxine, la toxine T2 et la zéaralénome. Vingt minutes suffisent à
révéler la présence de toxines. Les seuils de détect ion sont compris entre 20 et 100 IIg par
kilogramme en fonction de l'analyse.

Idexx, pour sa part propose un seul test de détection de mycotoxine, le cite aflatoxine
MI. Contrairement à beaucoup de kits ELISA, où la réaction a lieu dan s un puit ou un tube, le
milie u réact ionnel de cite aflatoxine MI est une membrane. Le seuil de sensibilité est de 0.5
IIg par kilogr amme.

Côté dosage, Transia-Diffchamb propose une large gamme de kits de dosage rapide
des aflatoxines B, G et Ml , de la zéara lénome, de l'ochratoxine, la vomitoxine et des
fuminosines. Chaque kit est conditionné en microplaque de 96 puits séca bles. Les seuils de
détection sont particul ièrement bas : pour l' afltoxine MI , le seuil de sensibilité est de 10
nanogrammes par kilogramme. Les durées d ' analyses sont comprises, en fonction des kits,
entre 40 minutes et 2 heures et demie. Transia propose également des kits rapides de détection
des aflatoxines B, G et MI . (Lemoine, 1996)

~ Détection d'antibiotique dans le lait.

Le test Snap Beta-Iaetam, de Idexx, détecte rapidement les laits non conformes avant
leur dépotage en citerne. Ce test met en œuvre la technologie immune-enzymatique avec une
protéine réceptrice spécifique marquée par une enzyme. Il est utili sabl e à la laiterie ou par les
conducteurs de citernes de collectes. Le Snap Beta-lactarn est prêt à l'empl oi et ne nécessite
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aucun mélange, dosage ou rinçage. Il se réal ise en trois étapes et le résultat est obtenu en dix
minutes. (anonyme, 1996a)

III) Les anticorps monoclonaux

111.1 ) Définition des anticorps polyclonaux et monoclonaux.

Les anticorps polyclonaux doivent leur définition par le simple fait qu 'il s constituent
l'immunsérum polyclonal. L'immunsérum polyclonal contient plusieurs populations
différentes d 'anticorps qui reconnais sent chacune un épitope antigénique donné.

A l'inverse, les anticorps dits « monoclonaux » (ACM) doivent leur définition au fait
qu'il n'existe qu'une seule population d'anticorps (issue du clonage d'un seul plasmocyte )
dans le milieu reconnaissant donc un seul épitope antigénique.

111.2) Caractéristiques des ACM

L'une des caractéristiques les plus intéressantes du système immunitaire est la très
grande spécificité de la réponse immune qui est liée au fait qu 'un anticorps (Ac) donné peut
reconn aître et se lier à un seul type d'antigène (Ag). C 'est cette interaction spécifique Ag-Ac
qui constitue la base de l'utilisation des anticorps comme outils puissants d'étude en biologie
cellulaire et biochimie. Les applications peuvent donc se répartir en deux grands groupes :
recherche d'anticorps et identification d 'un antigène (Donzeau et al., 1998).

111.3) Difficultés d'obtention des ACM

La grande hétérogénéité des anticorps obtenus lors d'un réponse immunitaire rend
difficil e l' isolement d'un anticorps donné pour l'utiliser comme outil d 'étude. La diffi culté est
d'obtenir un immunsérum monoclonal, c 'e st-à-dire ne comportant qu 'un seul type d'ant icorps
spéci fique.

Etant donné que l'hétérogénéité résulte de l'expression simultanée d'un très grand
nombre de clones de lymphocytes B, la solut ion est de trouver les conditions dans lesquelles
un clone tend à devenir prépondérant dans l'organisme (déversant ainsi dans le sang une seule
catégories d'immunoglobulines = anticorps monoclonal ). Cette situation est réalisée lorsqu 'un
clone devient cancéreux. La cancérisation confère au clone cancéreux un pouvoir de
mult iplication important. Chez l'homme, une telle condition pathologique est rencontrée dans
le « myélome multiple » (cancer de la moelle osseuse qui affecte les plasmocytes). Dans le
sérum de ces malades, on trouve effectivement des quantités considérables d' une
immunoglobuline monoc lonale.

Chez la souris, il est possible d'induire expérimentalement le même type de maladie
afin de multiplier les cellules indéfiniment à l'intérieur de la même souche, sans que la
protéine synthétisée ne change.
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111 .4) Principe de production des ACM

C'est en 1975 que Kohler et Milstein (prix Nobel de médecine en 1984) ont été les
premiers à obtenir in vitro des anticorps monoclonaux grâce au fait que les cellules de certa ins
myélomes de souris (tumeurs malignes du systèmes immunitaires) ont la propriété de sécréter,
après fusion avec des lymphocytes, de grandes quantités d'immunoglobulines monoclonales
et de se multiplier in vivo en donnant des clones immortels (contrairement aux lymphocytes B
in vivo) .

La technique consiste à fusionner des cellules normales productrices d'ant icorps (les
lymphocytes B, issus de la rate prélevée chez une souris préalablement immunisée contre un
antigène donné) avec des cellules cancéreuses de souris (myélomes).

Les cellules issues de l'hybridation sont appelées hybridomes et possèdent deux
caractéristiques:

• Une production d'anticorps spéci fiques de l'antigène immunisant (spécificité
prédéterminée lors de l'immunisation).

• Une division cellulaire indéfinie qui assure la pérennité de l'anticorps cloné.

L' hybridome constitue donc la cellule efficace pour produire indéfin iment des anticorps
monolonaux.

111.5) Protocole expérimental de production des ACM

A. Immunisation:

L'i mmunisation d'une SOUriS est réalisée par injection intrapéritonéale d'une
préparation d'antigène, avec un rappel trois jours avant la fusion afin d 'augmenter
considéra blement la production d 'anticorps dans la rate lors de la réponse secondaire.
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B. Ext raction des lymphocytes:

La rate est dilacérée pour récupérer les lymphocytes qui sont alo rs majo ritaires.

C. Fusion :

1.vlll ~h ul")· l c.~

\
Jil SJl) _~

..~ .. ...
~" :' : ' '' '' } (. '.~. " ''':'.
1 ••• ; -. > '
~ - ~~llrhl;II"'" '"

Ainsi récupérés, les lymphocytes sont mis en culture avec des cellules myélomateuscs,
provenant d'une tumeur de souris Balb/c, en présence de polyéthylène glycol (PEG) qu i
facilite l'hybridation : on obtient des hybridomes.

D. Sélection des hybridomes:

Etant donné que toutes les cellu les n'auront pas fusionné en hybridome, il faut sépa rer
les hybridomes des myélomes et des lymphocytes restants.

Les cellules sont diluées, lavées, centrifugées et remises en suspension dans un milieu
sélectif HAT (Hypoxanthine, Aminoptérine, Thymidine). Les cellules qui ne possèdent pas
l'activité HGPRT (HGPRT-), permettant de survivre dans ce milieu, seront détruites. Etant
donné que cette activité est apportée par les ' lymphocytes qui sont donc HGPRT+, seuls les
hybridomes possèderont cette activité HGPRT+ et se développeront.
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E. Contrôle des hybridomes:

Le surnageant de culture est prélevé et testé par ELISA ou RIA (Radio Immuno­
Analyse) pour déterminer si il y a production d'anticorps spécifiques.

F. Clonage:

Le clonage est fait grâce à la technique des dilut ions limites qui consiste à réaliser des
dilutions de manière à obtenir en théorie une seule cellul e par puit de culture. On a ainsi une
population homogène (clone) qui sécrète de façon permanente, quasi illimitée et continue des
anticorps monoclonaux.
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Figure 4 : Schéma de synthèse de production des ACM

III.6) Production massive des hybridomes

Les souches d'hybridomes une fois établies après quatre à cinq clonages success ifs,
doivent être multipliés afin de produire les anticorps monoclonaux, Cette production peut être
réalisée par différentes voies :
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Ils peuvent être cultivés in vivo dans des souris compatibles. Les anticorps sont alors
extraits du liquide d'ascite développé dans la cavité péritonéale de la souris. Cette méthode
permet d'obtenir des concentrations élevées d'anticorps. En effet, chaque souris peut produire
entre 10 et 100 mg d'anticorps pour une période de trois semaines. Ce procédé est utilisable
lorsque de petites quantités «1 kg) d'ant icorps sont requises et lorsque la contamination par
des protéines murines ne présente pas un problème. La production de 100 g d'ant icorps
nécessiterait environ 2000 souris.

Caractéristiques de la culture en ascite

• concentration élevée (0.9 à 9 mg.ml," )
• production d'un gramme d'ACM

Nombre de souris nécessaires : 20
Temps nécessaire : 2-3 semaines

• protéines contaminantes : anticorps de souris et protéines du sérum murin
• coût/mg d'ACM : faible
• pas de production mult ikilogrammes

La production d'ACM en ascite peut être suffisante pour de petites quantités destinées
à un usage diagnostic, mais, dans l'état actuel des réglementations, la production en ascite est
appelée à disparaître et à être remplacée par la production in vitro. Les avantages de la
production in vitro peuvent être résumés a insi:

• production d'ACM autre que murins
• procédé reproductible pouvant être automatisé
• procédé extrapolable en taille
• peu ou pas d'anticorps endogènes
• risque de contamination réduit

L'ensemble de ces avantages ne saurait faire oublier les désavantages que peut apporte r la
culture in vitro, en particulier la faible concentration des ACM recueilli s en fin de culture.

IV) Systèmes de culture en bioréacteur

Dans les techniques de production in vitro, les hybridomes prolifèrent et secrètent
directement dans le milieu de culture et même si la concentration en anticorps est seulement
de l' ordre de 10 à 100 ug.ml," , il est possible maintenant de concevo ir des systèmes ayant des
volumes de plusieurs milliers de litres.

Ces systèmes sont appelés bioréacteurs ou cytoculteurs.

Au cours de cette partie, nous allons étudier les différents modes de culture des
hybridomes et par conséquence les différents systèmes présents actuell ement en vue d'un e
production d'ACM. Cette liste n'est pas exhaustive et doit permettre de dégager les grandes
tendances de la production d'ACM in vitro.
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Parmi les différents modes de propagation des cellules nous pouvons citer : la culture
discontinue ou batch, la culture semi-continue ou fed batch, la culture continue ou ch émostat
et enfin la culture perfusée.

IV.I ) Mode discontinu (batch)

Ce mode de culture met en œuvre un réacteur fermé dans lequel aucun mil ieu n'est
ajo uté, ni soutiré durant toute la durée de la culture (à l' exception de la prise d ' échantillons et
des régulations de l'oxygène dissous et du pH). Ainsi, au cours du temps, les nutr iments sont
consommés par les cell ules tandis que les métabolites produits s'accumulent dans le milieu.

La croissance cellulaire est souvent limitée par l'épuisement de certains nutrim ents tels
que le glucose, la glutamine ou d'autres acides am inés, et/ou par la forte co ncen tration des
déchets métaboliques, inhibiteurs de croissa nce ou toxiques, comme le lactate ou les ions
ammo nium (Hu et al., 1997). Cette phase de croissance dure entre 3 et 7 jours suivant les
lignées et les milieux de culture mis en œuvre.

La culture recharge-récolte ou discontinue répétée constitue un mode de culture
parti culier qui consiste à vider le réacteur à 90% en fin de phase de croissance, puis à le
compléter par du mil ieu frais afin de réa liser une nouve lle culture discontinue. L'i ntérêt
principal est de ne pas nécessiter la propagat ion précédant un nouvel ensemence ment.

Les deux principales configurat ions utilisées sont, d 'une part, le réacteur parfaitement
agité par une hél ice d 'agitat ion munie de pales incl inées , et d 'autres part, le réac teur de type
«ai rlifi » dans lequel l'agitation est réalisée par un flux asce ndant de bulles d'air (Birch et
al., 1994). Ces deux types de réacte urs sont représen tés dans la figure 5.
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Figure 5 : Bioréacteurs discontinus.
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IV.2) Mode semi-continu (fed-batch)

Dans ce système, le milieu est ajouté par paliers ou en continu, sans soutirage. Cela se
traduit par une augmentat ion au cours du temps du volume de milieu de culture présent dans
le réacteur.

L' intérêt de ce mode de culture en comparaison avec le mode discont inu est le
prolongement de la phase de croissance et donc souvent l'augmentation de la production
(Dardenne et al., 1994). Ce mode est utilisé industriellement pour la culture de cellules
animales car il présente des atouts économiques intéressa nts. La capacité des cuves utilisées
peut atte indre alors 15000 litres (Werner et al., 1993).

IV.3) Mode continu avec ou sans système de rétention cellulaire

Ce système utilise un réacteur ouvert dans lequel les débits d'apport de milieu frais et
de soutirage de milieu dans le réacteur sont identiques. Le volume de milieu présent dans le
réacteur reste donc constant au cours de la cu lture. Le réacteur peut être muni d'un disposi tif
permettant la rétention partielle ou totale des cellules. On parle alors de réacteurs de type
perfusé. Le but de telles configurations est l'obtention de hautes densités ce llulaires et
l'utilisation de taux de dilution supérieurs à la vitesse maximale de croissance. De ce fait, les
systèmes de culture perfusés permettent une productivité 10 à 50 fois plus élevée que les
autres modes de culture (Griffiths et al., 1992).

Les réacteurs continus sans dispositif de rétention cellulaire sont surtout util isés en
laboratoire pour étudier le métabolisme cellulaire (Hayter et al., 1993). Dans l'i ndustrie, leur
capacité dépasse rarement 2000 litres (Werner et al., 1993).

Deux types de réacteurs perfusés (figure 6) sont principalement utilisés :

• réacteur à cellules immobilisées.
• réacteur à cellules circulantes.

Dans le cas des réacteurs à cellules immobilisées, le milieu est apporté aux cellules
retenues, soit entre deux membran es planes (Seew ëster et al., 1997 - Goergen et al., 1994),
soit à l' intérieur d' un faisceau de fibres creuses (Choi et al., 1995) ou d' un module de
céramique (Applegate et al., 1992) ou de plastique (Kadouri et al., 1997).

Les atouts majeurs de ces systèmes sont leur compacité et l'absence de contraintes de
cisaillement. Cependant, les transferts d'oxygène et de nutriments peuvent y être limités. En
outre, il est très difficile de contrôler les paramètres opératoires dans de tels montages. Par
exemple, ils sont bien souvent dépourvus de systèmes permettant la prise d'échantillons
cellulaires.

Les réacteurs à cellules circulantes, présentent un dispos itif intérieur ou extérieur
assurant le maintien des cellules dans le réacteur. Ainsi, les cellules peuvent être séparées du
milieu grâce à une cartouche de micro ou ultra-filtration (Brotherton et al., 1996) ou d 'un
filtre cylindrique placé sur l' axe d'agitation appelé spin-filter (Yabannavar et al., 1994), par
centrifugation continue (Tokashaki et al., 1993), par sédimentation gravitionnelle (Searles et
al., 1994 - Tokashiki et al., 1993), ou acoustique (Sonderhoff, 1996)
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Figure 6 : Bioréacteurs perfusés.
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Aucun système n'est idéal et ne convient à toutes les applications, chacun d'eux
possède ses atouts et ses failles. Le choix d'un système sera fonction de plusieurs critères, en
particulier les caractéristiques cellulaires dont la résistance aux contraintes de cisaillement, le
volume de protéine à produire et les impératifs économ iques (Birch et al., 1994).

V) Conditions de culture

Un milieu de culture doit permettre la croissance et le mainti en des fonctions
spécialisées des cellules in vitro. Il doit reconstituer autant que possible les conditions
nutritionnelles et physicochimiques des cellules in vivo.
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V.I ) Conditions physico-chimiques

V. \ 1) PH

Pour permettre la croissance des hybridomes, le pH du milieu de culture doit rester
compris entre 6.8 et 7.8, la valeur optim ale étant voisine du pH sanguin : 7.4 (Kurano et al.,
1990) . Le contrôl e du pH durant la culture est important car un pH non régulé peut entraîner
une diminution de la vitesse de croissance et de la production de la protéine (Cherlet, 1995 ).
Afin d 'éviter les variations trop brusques de pH et de réguler le système autour de la valeur de
consigne, les milieux de culture contiennent généralement le système tampon HCO)ï C0 2

dont les réactions d 'équ ilibre sont les suivantes :

Le pH du milieu est ainsi déterminé par la relat ion de Henderson-Hasselbalch :

pH = pKa + log ([HCOd-[H2COJ])

Grâce à ce système tampon, la régulation du pH dans les cultures en réacteur peut se
faire par simple ajout de CO2 ou de soude. Ainsi, la libération d'acide lactique par les cellules,
faisant suite au catabolisme du glucose, n'entraîne pas d 'acidification du milieu.

V.12) Température

La température optimale de croissance des ce llules animales est de 37"C. Ce facteur
joue un rôle très important dans l'optimisation des cultures et doit donc être régul é avec
précisi on. En effet, les écarts en dehors de l'intervalle 36.5 - 38°C sont assez mal tolérés par
les ce llules. Ainsi en-dessous, le métabolism e et donc la croissance sont profondément
ralentis (Kurano et al., 1990a). Au-dessus, les cellules génèrent des protéines intrace llulaires
afin de lutter contre l' élévation de température (Jenkins et al. , 1993). La croissance est auss i
ralenti e et la synthèse des protéines est stoppée à partir de 43°C (Goochee et al., 1988 ).

V.13) Oxygène dissous

L'oxygène présent dans le milieu de culture est essenti el pour la croissance cellulaire
car il représente un important système accepteur d 'électron dans la chaîne de transport
d'électron et permet la production d'énergie par phosphorylation oxydative (Chevalot, 1992).
Sa consommation est généralement comprise entre 0.05 et 0.5 mmol ô j/h/l 09ce llules. En
bioréacteur, la surface de contact entre le ciel et la surface du milieu est souvent trop faible
pour que l'aération du milieu soit effectuée par simple diffusion à l'interface air-liquide. De
ce fait, l'oxygène est apporté au milieu via un diffu seur fritté, aussi appelé « sparger »
(Gardner et al., \990) . Ces dispositifs permettent de maintenir la teneur du milieu en oxygène
dissous proche de la valeur de consigne souhaitée (la valeur de consigne étant cell e pour
laquelle le système de régulation est programmé). Cette dernière ne doit être ni trop faible
pour permettre la respiration cellulaire, ni trop élevée afin d 'éviter la production de peroxyde
toxique pour la cellule.
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V.2) Constituants des milieux de culture

Les milieux les plus utilisés pour la culture d'hybridomes sont les milieux DMEM,
Ham F12, RPMI 1640 et IMDM. Ces milieux contiennent des acides aminés, des vitamines,
une source de carbone, généralement du glucose et des sels minéraux dissous dans de l'eau
chimiquement pure.

V.2 1) Sources d'é nergie

A. Glucides :

Le glucose est la plus importante source d'énergie et de carbone des cellules en
culture. Sa concentration varie entre 5 et 25 mM. Le glucose est parfois remplacé par du
fructose (Low et al., 1985), du galactose (Wagner, 1990), du mannose ou du maltose
(Imamura et al., 1982).

B. Glutamine :

La glutamine est employée entre 0.7 et 5 mM en culture. C'est le deuxième substrat
énergétiq ue majeur du milieu. Sa concentration est de 5 à 10 fois supérieure à celle des autres
acides aminés, et sa consommation est aussi beaucoup plus rapide. Dans certains cas, la
glutamine serait même la principale source d'énergie des cellules (Re itzer et al., 1979).

V.22) Facteurs trophiques de croissance

A. Acides aminés :

Les acides aminés sont la source d'azote de tous les milieux de culture, mais leur
nombre et leur concentration varie d' un milieu à l'autre : le milieu MEM contient 13 acides
aminés, le DMEM 15, le RPMI et l'IMDM en contiennent 20. Mis à part leur rôle dans la
synthèse protéique, ils peuvent aussi servir de source d'énergie.

La classification en acides aminés essentiels et non-essen tiels est liée aux besoins de
l'organisme entier. Dans de nombreux systèmes de culture, cette classification n'est plus
valable: si les 8 acides aminés essentiels (Ile, Leu, Val, Thr, Phe, Lys, Trp, Met) sont
indispensables en culture, de nombreux autres acides aminés sont souvent nécessaires (Arg,
Cys, Glu, His, Tyr en particu lier). On notera que la glutamine (ou le glutamate lorsqu'i l peut
lui être substitué) est indispensable à la croissance, alors qu 'elle n'est pas nécessaire à
l'alimentation de l'animal entier (Eagle et al., 1965).

B. Vita mines :

Tous les milieux contiennent des vitami nes. Leur rôle consiste à servir de cofacteurs à
certaines réactions enzymatiques. Les vitamines contenues dans les milieux sont le plus
souvent hydrosolubles (groupe B et C). Quelques vitamines liposolubles (A, D, E, K) ont été
également utilisées (Birch, 1985).
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C. Lipides :

Ils sont principalement utilisés par les ce llules pour la synthèse de leurs membranes.
Les acides gras et le cholestérol sont les composants lipidiques principaux des milieux de
culture et sont apportés par le sérum de vea u fœtal . Il est donc nécessaire de les ajouter aux
milieux sans sérum afin de permettre la cro issance ce llulaire (Bames et sato, 1980).

V.23) Constituants de base

A. Sels minérau x :

Les sels rnmeraux ont des fonct ions variées. Ils interviennent dans la balance
électro lytique, le transfert de signaux ou de molécules à travers les membranes et comme
cofacteurs enzymatiques .

Le bicarbonate de sodium est également ajouté comme tampon pH.

B. Antibiotiques :

Ils sont souvent utilisés en culture à petite échelle (pénici lline, strep tomycine,
gentamycine, néomycine, kanamycine, amphotéricine B, nystatine). Ils sont géné ralement
chers, peu stables et ne sont pas efficaces à 100%.

V.3) Sérum

Le milieu de base ne suffit pas à couvrir tous les besoi ns de la cellule et des
concen trations de sérum variant entre 5 et 20% doivent être ajoutées aux mili eux. Le sérum
utilisé est en général du sérum de veau fœtal (SVF), mais d 'autres sérums (veau nouveau-né,
cheval) sont parfois utilisés. La composition biochimique du sérum n'est pas connue
précisément, mais com porte en particulier : sels minéraux, facteu rs de cro issance, acides
aminés, vitamines, sources de carbone, hormones, hémoglobine, albumine, transferrine,
immunoglobuline et lactate déshydrogénase (Glassy et al., 1988). Les hormones et facteurs
de croissance sont très nombreux et ne sont pas tous identifiés.

En dépit du rôle souve nt décisif que joue le sérum dans la cro issance ce llulaire, son
utilisation présente de nombreux inconvénients pour la culture de ce llules animales, parm i
lesquels (Sc hütt et al., 1997 - Zang et al., (995) :

• compos ition partiellement co nnue et variable d 'un lot à l'autre
• coût élevé
• risques de contamination par des agents infectieux identifiés ou non (virus,
mycoplasmes)
• possibi lité de présence d'inhibiteurs de croissance, de toxines et de facteu rs
d'adhérence
• possibilité de présence d 'enzymes lytiques
• forte concentration en protéines pouvant rendre diffi cile les processus de
sépara tion et de purificat ion
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DEUXIEME PARTIE:
MATERIELS ET

METHODES
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1) Lignée cellulaire

1. 1) Caractéristiques

Les cellules nous ont été fournies par le Laboratoire de Recherche en Génie Industriel
Alimentaire (L.R.G.I.A.) de l'Université Claude Bernard Lyon 1.

Différents haptènes de structure voisine du TCA ont été synthétisés par le CSIC de
Barcelone, puis les lignées d'hybridomes ont été obtenues après immunisation de souris avec
des conjugués haptènes-BSA puis fusion, clonage et sélection des clones producteurs
d'anticorps anti 2,4,6 trichloroanisole. L'immunisation et la fusion de cellules en vue de
l'obtention de lignées d'hybridomes ont été réalisées au Technishe Universitat München,
Allemagne.

Nous avons travaillé avec deux lignées d'hybridomes différentes, La première lignée
présentait une instabilité génétique sans doute due au caractère récent de la lignée ainsi qu'un
faible pouvoir sécrétoire d'immunoglobulines qui diminuait avec le temps, seule la première
expérience concernant le choix du milieu de base a été réalisée avec cette lign ée, Par la suite
nous avons reçu une deuxième lignée d'hybridomes appelée lignée RAMI 1, présentant une
meilleure stabilité, avec laquelle toutes les expériences suivantes ont été réalisées.

1.2) Conservation des cellules

1.21) Congélation

Les cellules sont conservées dans de l'azote liquide en cryules contenant environ 5.10 6

à 10.106 cellules. Elles sont congelées dans une solution cryoprotectrice dont la composition
finale est la suivante:

• 10% (v/v) DMSO (diméthyle sulfoxide)
• 20% (v/v) SVF
• 70% (v/v) RPMI (milieu de culture + cellules)

Les cellules sont congelées dans un appareil Nicool LM 10 (produits oxygénés) qui
permet une congélation progressive selon le programme suivant : 25 minutes en position 3
(-1 1. 5°C), 10 minutes en position 10 (-61°C) puis immersion pendant une minute dans l'azote
liquide . Les cryules sont ensuite stockées dans l'azote liquide à -196°C.

1.22) Décongélation

La décongélation doit être effectuée le plus rapidement possible. La cryule est portée à
37°C dans un bain marie pendant 1 à 2 mn. Son contenu, une fois dégelé, est resuspendu dans
10 mL de milieu frais puis centrifugé de façon à éliminer le surnageant contenant le DMSO,
toxique pour les cellules.

Les cellules sont resuspendues ensuite dans 8 mL de milieu frais préchauffé à 37°C et
mises en boîte de culture à forte densité (5.10 5 cellules.ml.") dans une étuve humide à
atmosphère régulée à 5% de COz.
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1.3) Propagation des cellules

La propagation se réalise à partir d'une cryule prélevée sur le stock de cellules
congelées de la lignée des hybridomes, en augmentant progressivement le volume de culture
j usqu'à ce que le nombre de cellules soit suffisant pour ensemencer un flacon agité ou un
réacteur.

1.3 1) Préculture

Les cellules sont propagées dans des boîtes de culture statiques, appelées flacons de
Roux, de différentes tailles suivant les besoins (25, 75 et 175 cm"), Elles peuvent aussi être
cultivées en bouteilles roulantes de 750 cm''. Les boîtes sont placées dans des incubateurs
régulés à 37°C et à 5% de COl (Jouan EG 1lOIR et Heraus Cytoperm). De manière à
permettre les échanges gazeux, les bouchons sont légèrement dévissés à l'intérieur de l' étuve.

Les hybridomes sont ensemencés à 2.105 cellules.ml," dans 40 mL de milieu. Les
boîtes sont repiquées toutes les 48 heures environ. La lignée d'hybridome étudiée, bien
qu'elle soit non support dépendante, peut néanmoins se fixer sur un support lorsqu' elle est
cultivée en absence d'agitation (culture en boîte) ou en présence d'une agitation faible
(culture en bouteilles roulantes).

Les cellules fixées sont détachées par tapotement de la boîte (la trypsination qui
permet une protéolyse n'est pas nécessaire). Le surnageant des boîtes de culture récolt é subit
une centrifugation à 800 tr/mn pendant 7 à 8 mn dans une centrifugeuse Jouan G4- 11 pour
éliminer le milieu usagé. Les cellules sont ensuite ensemencées dans du milieu neuf pour une
autre culture.

1.32) Numération

Les cellules sont dénombrées par observat ion microscopique à l'aide d'un
hémacytomètre (cellule de Thoma). Les échantillons sont dilués de façon à pouvoir compter
de 30 à 150 cellules par grille. Six comptages sont effectués par échantillon de façon à limiter
le risque d'erreur qui peut être de l'ordre de 10 à 20%.

La viabilité est déterminée par coloration de la suspension au Bleu Trypan. Cette
molécule ne pénétrant à l'intérieur des cellules que si leur membrane est endommagée, on
considère que toute cellule colorée est morte. Le comptage est réalisé sur cellule de Thoma
dans une solution contenant 10% de Bleu Trypan (lntermed ref 92006323) en volume. Les
cellules viables sont réfringentes et apparaissent de couleur jaune au microscope à contrainte
de phase, les cellules mortes apparaissent en bleu.

1.33) Détection des contaminants

A petite échelle, la présence de bactéries est évitée par l'adjonction d'antibiotiques.
Leur détection ainsi que celle des contaminants fongiques sont réalisées par observation. .
rrncroscopique.
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II) Milieux de culture

ILl ) Composition du milieu de base RPMI 1640 et du milieu a ME M

Le milie u de base utilisé pour cu ltiver la lignée d' hybridomes est le milieu RPMI­
1640. Cependant le milieu aMEM est le plus couramment utilisé au sein de notre laboratoire.
Il nous a paru intéressant de tester ce mil ieu afin d 'observer si l'on pouvait remplace r le
milieu RPM I 1640 par celui-ci. La composition de ces deux milieux est présentée dans le
tableau 1.

Ces deux milieux sont commercialisés sous forme de poudre et doivent être
reconstitués dans de l' eau ultra-pure et tamponnés par du bicarbonate de sodium. Le pH est
ajusté par de la soude 1N. Le milieu ainsi préparé est filtré stérileme nt sur une cartouche de
filtration Sartorius de porosité 0.22 um et stocké dans des bouteilles stériles à +4°C.

Composa nts RPMI 1640 (mg.L" ) aMEM (mu.L")
Sels inorganiques Ca(N03h.4H2O 100 0

CaCh(anhyd.) 0 200
KCI 400 400

MgS0 4 (anhyd.) 0 97.67
MgS0 4 .7H20 100 0

NaCI 6000 6800
NaHC03 2000 0

NazHP04 (anhvd.) 800 0
Na2HP04.H20 0 140

Autres D-G1ucose 2000 1000
composants

Acide Thioctique 0 0.20
Glutathione (réduit) 1 0

Rouge de Phénol 5 10
Pvruvate de Sodium 0 110

Acides aminés L-Alanine 0 25
L-Arginine (base libre) 200 126.98

L-Asparagi ne (base libre) 50 50
Acide L-Aspartique 20 30

L-Cystine 50 0
L-Cystine.2HCI 0 3 1.28
LvCyst étne HCI 0 100

Acide L-Glutamique 20 75
L-G1 utamine 0 292

G1vcine 10 50
L-Histidine (base libre) 15 4 1.88

LsHvdroxvprcline 20 0
L-Isoleucine 50 52.40
L-Leucine 50 52.40

L-Lysine.HCL 40 72.47
L-Méthionine 15 15

I-Phénvlalaru ne 15 32
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L-Proline 20 40
L-Sérine 30 25

L-Thréonine 20 48
L-Trvotoohane 5 10

L-Tvrosine 20 52.09
L-Valine 20 46

Vitamines D-8 iotine 0.20 0.10
Acide L-ascorbiaue 0 50

Pantothénate de Calcium 0.25 1
D

Chlorure de choline 3 1
Acide Folioue 1 1

i-lnositol 35 2
Nicotinami de 1 1
Acide Para- I 0

aminobenzoïaue
Pvridoxal HCI 1 1
Riboflavine 0.20 0.10

Thiamine HCI 1 1
Vitamine 8 12 0.005 1.36

Tableau 1 : Composition du milieu RPMI-/ 640 (GihcoBRL - ref 3/870) et du milieu aMHM
(Gibcoiilil. - rej"//9(0) .

11.2) Suppléments standards du milieu de base

11.21 ) Sérum de veau fœtal (SVF)

Le sérum est stocké à -20°C. Il est décongelé et déco mplémenté par chauffage au bain­
marie à 56°C pendant 30 mn en l'agitant périodiquement de maniére à limiter l'apparit ion de
précipités protéiques avant utilisation. Il est ajouté au milieu de base au taux de 10% (v/v) en
conditions normales de culture.

11.22) G1 utamine

La glutamine 200 mM (Intermed réf 92 000 282) est ajoutée au milieu, j uste avant la
culture, à une concen tration de 2 mM.

lU ) Autres suppléments

Afin d'a méliorer la production des ACM et la croissa nce cell ulaire au cours des
expérimentations, nous avons voulu observe r l'impact de certai nes sources azotées (acides
aminés essentiels et non essentiels, l' hydrolysat de colza, la camosine) et du butyrate de
sodium sur les hybridomes.
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11.31 ) Acides aminés essentiels et non essentiels

Deux solutions concentrées stériles (Gibco) ont été utilisées :

des acides aminés essentiels (réf. 043-0 1130): Arginine (Arg ou R), Cystéine (Cys ou
C), Histidine (His ou H), Isoleucine (Ile ou 1), Leucine (Leu ou L), Lysine (Lys ou K),
Méthionin e (Met ou M), Phénylalanine (Phe ou F), Thréonine (Thr ou T) ,
Tryptophane (Trp ou W), Tyrosine (Tyr ou Y) et Valine (Val ou V).

des acides aminés non essentiels (réf 043-01140) : Alanine (Ala ou A), Asparagine
(Asp ou N), acide Aspartique (Asp ou D), acide Glutamique (Glu ou E), Glycine (Gly
ou 0), Proline (Pro ou P) et Sérine (Ser ou S).

L' enrichissement du milieu en acides aminés a été réalisé par addit ion d'un e solution
concentrée d'acides aminés essentiels (2% v/v) et d'une solution d'acides aminés non
essentiels ( 1% v/v).

11.32) Hydrolysat de protéines de colza

Les hydrolysats de protéines peuvent être incorporés dans les milieux de culture pour
remplacer partiellement le sérum. Ils sont une source peu onéreuse d'acides aminés pour les
milieux de culture .

L'hydrolysat de protéines de colza est obtenu à partir de farine de tourteau de colza
(extractions alcalines suivies d'une précipitation acide puis d 'hydrolyses enzymatiques). Il est
stérilisé par une filtration à 0.2 um avant d 'être introduit dans le milieu de culture à la
concentration de 8 g.L-' .

11.33) Camosine

Il s'agi t du dipeptide l3-alanyl-L-histidine, molécule naturell e trouvée dans le muscle
squelettique et dans le cerveau. Des taux élevés de camosine sont présents dans les cellules à
longue durée de vie comme les neurones.

Il nous a semblé intéressant de tester ce dipeptide dans le but d'observer son action sur
la durée de vie des hybridomes. L'enrichissement du milieu a été réalisé à une concentration
de 50 mM de camosine.

11.34) Butyrate de sodium

Afin d'optimi ser la production d'une protéine, il est possible d 'ajouter au milieu de
culture des inducteurs protéiques ou des stimulateurs chimiques de la synthèse de la protéine
recherchée. Parmi ces agents, se trouve notamment, le butyrate de sodium qui a été identifi é
comme stimulant la production d'ACM pour diverses lignées d 'hybridomes (Field et Brown,
1990), en facilitant l'accès de l'ADN cellulaire à l'ARN polymérase (Oh et al., 1993).

Le butyrate de sodium est ajouté dans le milieu de culture à la concentration de 1 mM
à partir d'une solution concentrée et stérile de 150 mM (Fluka, Réf. 19364 ). Il a été démontré
que l' addition de 1 mM au cours de la phase de prolifération des cellules viables permettrait
d'augmenter considérablement la production d'ACM sans affecter de façon notable la
croissance cellulaire (Dardenne, 1995) et (Cheri et et al., 1995) .

32



III) Systèmes de culture

111.1 ) Culture statique

Comme nous l'avons décrit précédemment, les cellu les peuvent être multipliées en
boîtes ou en bouteille s roulantes avant d' être utilisées pour ensemencer les flacons agités ou
les réacteurs.

111.2) Culture en flacons agités

Ce sont en fait des mini-réacteurs de 200 à 250 mL de volume utile. Leur mise en
œuvre est rapide et aisée car elle nécessite de faibles quantités de milieu et de cellules ce qui
permet de réaliser en parallèle des études comparatives, comme par exemple, l'étude de
l' influence de différentes concentrations initia les d 'un substrat sur la proli fération cellulaire.

III. 21) Description

Les flacons agités sont des flacons cylindriques en verre borosilicaté pourvus d'un e
tige aimantée centrale de marque Techne.

Les flacons sont placés sur un agitateur magnétique (Techne MCS 1045) à l' intérieur
d'une étuve régulée à 37°C et 5% de COl (Jouan EG 110 IR). L'agitation est maintenue à 35
rpm.

111.22) Système d'aération

Les flacons sont pourvus de deux bouchons latéraux qui restent légèrement dévissés à
l'int érieur de l'étuve et permettent les échanges gazeux. L' oxygénation des cultures se fait par
transfert à l'interface liquide-gaz.
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1II.23) Régulation de pH

Le pH du milieu est contrôlé par le C02 régulé à l'intérieur de l' étuve. Le bicarbonate
contenu dans le milieu joue le rôle de tampon pH. Toutefois, il est souvent nécessaire de
réajuster le pH qui à tendance à baisser en cours de culture.

L'acidificati on est surveillée hors ligne par l' ajout manu el quot idien de 0.5 à 1 mL de
NaO H 0.1 N lors des prélèvem ents. La variation de pH dans les llacon s n'excède pas de cette
façon 0.2 unités pH.

Ill.J ) Culture en bioréacteur régulé et parfaitement agité

[fUI ) Descr iptif du bior éacteur

Le réacteur utilisé de marque Sétric Génie Industirel a un volume de 4 litre s (volume
utile: 2 litres), la confi guration générale étant présent ée figure 1. La vitesse d' agitation a été
fixée à 50 tr/mn afin d 'éviter la formation d 'agrégats d 'une part et des contraintes de
cisai lleme nt trop fortes d 'autre part. Le réacteur contenant du PBS est stérilisé par
autoclavage (30 minutes, 121°C, 1 bar). Le PBS est soutiré stérilement ava nt enseme nce ment.

CD injeclIOn COI
ro ÎnJC'Cuon 02
ID pltlhc mc:nl
® l onde Il::mptulufc

Œ> son de: 0 2
@ injecucn NaQH U.2 N

CD sonde f'lU

Figure / : Représentation sch ématique du type de bior éacteur utilisé.

A. Régulation du pH :

Le pH est contrôlé en ligne par un système de régulation de type PlO (Proportionelle­
Intégral e-Dérivée) coupl é à une sonde de mesure de pH sté rilisable (Ingold). L'étalonnage de
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la sonde est réalisé avant la stérilisation grâce à des solutions standards de pH 4 et 7. Le
système de régulation PlO commande l' arrivée d'acide, en l'occurrence le COz pour la
dissociation de HzCO] en H+ et HCO]- si le pH mesuré est supérieur à la valeur de consigne
(7.2). Dans le cas contraire la régulation actionne l'i njection de soude 0.2 N dans le réacteur à
l' aide d 'une pompe péristaltique.

B. Régulation de l'oxygène dissous :

L'oxygène dissous (paz) est aussi contrôlé en ligne par un système PlO couplé à une
sonde stérilisable (Ingold). La sonde mesurant la pression d'oxygène dissous est étalonnée
avant stérilisation. Les valeurs 0% et 100% sont obtenues en plaçant la sonde dans un flux
d'azote puis d'air. Pendant les cultures, l' aération est assurée en fond de cuve par un diffuseur
d'air (sparger). L' injection d' air est soumise à l'ouverture d'une électrovanne pilotée par le
système PlO. La valeur de la consigne de pa z était fixée à 50% pour la culture de cette étude.

C. Régulation de la température :

La température est maintenue à 37°C dans le réacteur par un système de circulation
d'eau dans une épingle plongeant dans la cuve et reliée à un bain-mari e régulé à 40°C.

111.32) Culture en mode discontinu

Les cultures de cette étude ont été réalisées selon un mode discontinu, c'est-à-dire
dans un réacteur fermé. Ainsi, après ensemencement, aucun ajout ni soutirage de milieu n'est
réalisé, à l'exception de la prise d' échantillons. La température, le pH et la paz sont régulés.
Le PBS présent dans le réacteur pour l'autoclavage est évacué par surpression à l'aide d 'air
stérile. L'ensemencement est réalisé en injectant stérilement dans le réacteur le milieu frais
contenant les cellules par surpression à l'aide d'air contenant 5% de COz. Durant les quinze
premières heures de culture, l'ajout de COz est privilégié. Ensuite, seul intervient l' ajout de
soude en raison de la tendance du métaboli sme cellulaire à acidifier le milieu par libération
d'acide lactique en particulier. Des prélèvements sont effectués deux fois par jour, afin de
permettre les comptages cellulaires et les dosages des différents composés du milieu.

IV) Dosage des différents composants du milieu

Les différentes analyses qui sont effectuées à partir des échantillons prélevés sont
représentées dans la figure 2.
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Prélèvement 8 mL

Centrifugation
800 tr/min-7 min

Prélèvement 1 mL

Comptage
cellulaire

1 Surnageant 1

1 Conservation à -20°C

1 Prélèvement de 3 mL

Dosages:
Glucose
Lactate
Glutamine
ACM

Dosage:
NH/

Figure 2: Prélèvement et analyse des échantillons lors des cultures.
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IV.I) Dosages enzymatiques du glucose, de la glutamine et du lactate.

Le glucose, le lactate et la glutamine sont dosés enzymatiquement. Pour chaque essai,
une gamme d'étalonnage est réalisée avec des solutions de concentrations connues.

A. Dosage du glucose:

Le dosage du glucose est réalisé par méthode enzymatique à l'aide du kit commercial
SIGMA Diagnostics (réf 51 O-A) sur plaques de microtitration de 96 puits. Le principe du
dosage est le suivant :

glucosidase
Glucose + H20 + O2 • acide gluconique + H202

peroxydase
I·h02+ o-Dianosidine oxydée • o-Dianosidine oxydée (marron)

L' intensité de la couleur marron mesurée à 540 nm est proportionnelle à la
concentration de glucose. Les enzymes agissent pendant 30 minutes à 37°C.

B. Dosage du lactate :

Le lactate est dosé par méthode enzymatique à l'aide du kit commercial Sigma (réf
735-10). Son principe est le suivant:

lactate oxydase
Lactate ...J.~ pyruvate + H202

peroxydase
H202 • H20 + 1/2 O2 + e"

L'électron libéré oxyde un substrat chromogène pour produire une coloration mesurée
à 540 mTI. L'erreur de dosage est de JO à 20% (Cherlet, 1995).

C. Dosage de la glutamine :

La glutamine est d'abord transformée en glutamate à J'aide d 'une asparaginase. Le
glutamate formé est dosé par méthode enzymatique à l'aide du kit commercial Boehringer
Mannheim (réf 139092). Les réactions du dosage du glutamate sont les suivantes :
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glutamate déshydrogénase
Glutamate + NAD+ + If' ~ a-cétoglutarate + NADH + Na,+

INT + NADH+ H+
diaphorase
----...~ NAD+ + formazan

(INT : chlorure d'iodonitrotétrazolium)

L'apparition de formazan est détectée à 492 nm sur spectrophotomètre Multiskan
MCC/340 Titertek. La concentration en glutamine est déterminée par différence, en dosant
d'une part le glutamate seul, et d'autre part l'ensemble glutamate et glutamine après
transformation par l'asparaginase (Boehringer Mannheim - réf. 102903). L'erreur de dosage
est de l'ordre de 20% (Cherlet, 1995).

IV.2) Dosage des ions ammonium

Le dosage des ions ammonium est réalisé grâce à une électrode à diffusion gazeuse
(Orion) . En milieu très alcalin, les ions ammonium du milieu sont transformés en
ammoniaque gazeux selon la réaction suivante:

:NRt+ + OH-

L'équilibre est déplacé vers la droite par addition de 3 mL de soude 0.2 N à 3 mL de
l'échantillon à analyser. Le pH final du mélange est de 12. L'ammoniaque formé diffuse à
travers la membrane perméable de l'électrode et entraîne une variation de potentiel selon la
loi de Nernst: E=Eo-S.log(NH]], où Eo est le potentiel de référence (ordonnée à l'origine) et
S est la pente de la courbe d'étalonnage. Celle-ci est réalisé avec des solutions NH4CI de
molarité connue en traçant log(NH4CI] en fonction du potentiel de l'électrode (mV). L'erreur
de dosage est de 10% (Cherlet , 1995).

IV.3) Analyse des anticorps monoclonaux par test ELISA

IV.31) Réactifs

./ PBS IX 1)

2)
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NaCI 8.5 g

Ajouter 2 à la solution 1j usqu'à pH=7.2, puis ajouter le NaCl en poudre.

'" PSS 5X. 1) Na2HP04,12H2O 50.135 g
H20 QSP700 mL

2) NaH2P04,2H2O 10.928 g
H20 QSP 350 mL

NaCI 42.5 g

Ajouter 2 à la solutio n 1jusqu'à pH=7.2, puis ajo uter le NaCI en poudre.

'" Tampon carbonate pH=9.6.

1)

2)

2.9403 g
QSP 700 mL

1.8548 g
QSP 350 mL

Ajou ter la solution 2 à 1j usqu'à pH=9.6

'" Chromogène.

Solution du substrat chromogène 1.
TMS (3,3',5,5' -Tetraméthylbenzidine Sigma T-2885)
DMSO (Dimétylsulfoxide Sigma D-8779)
HjP04 85%
Pénici lline G (Sigma P-3032 )
H20 distillée

Tampon pour le chromogène 2.
Na2HP04,12H20
NaH2P04,2H20
Urea hydrogen peroxide (Sigma U-1753)
H20 distillée

28.8 mg
10 mL
50 flL
1.2 mg
QSP 100 mL

125 mg
2.059 g
28.2 mg
QSP 100 mL

Pour le test préparer extemporanément 1 volume de la solution de subs trat ( 1) + 2
volumes de tampon (2).

'" Immunsérum de chèvre anti IgG de souris marqué à la peroxydase (SIGMA réf. A­
0168).
'" Haptènes A,S ou C couplés à l'albumine de sérum bovin (fournis par le L.R.G.I.A.

de l'Université Claude bernard Lyon 1).
'" Albumine de sérum bovin (SIGMA) en solution à 2% dans du PS S .
'" Tween 20 (SIGMA réf. P-1379).
'" IgG anti-souris non marqués SIGMA M_30 14
'" IgG souris purifiés SIGMA 1-5381
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IV.32) Mode opéra toire 1

Il s'agit du premier mode opératoire utilisé pour lequel nous ne possédions pas de
gamme étalon. Un seul dosage d 'ant icorps a été réal isé avec ce mode opérato ire puis ensuite
nous avons travaill é sur le deuxi ème mod e opératoire. Son principe est représenté sur la figure
3.

Fixation des haptèn es sur les microplaques (coating) :

y' dilution de l'haptène couplé à la BSA dans du tampon carbonate pH=9.6
pour obtenir une concentration de 5 ug/ml, et répartition dans les plaques à raison de 200 ~L

par puits.
y' incubation une nuit à 4oc.
y' rinçage des plaques par du tampon PBS-Tween (200 ml tampon PBS 5X qsp

1 litre + 0.5 mL Tween 20) avec 3 lavages.

Saturation des sites non spécifiques :

y' répartition de 200 ~L par puits de BSA à 2% dan s du PBS.
y' incubation une nuit à 4°C.
y' rinçage des plaques par du tampon PBS-Tween avec 3 lavages.

A ce niveau , les plaques ont été congelées.

Réaction Antigène-Anticorps :

y' ajo ut par puits de 100 ~L PBS 1X + 100 ~L de surnageant de culture.
y' incubation 1 heure à 4°C.
y' rinçage des plaques par du tampon PBS-Tween avec 3 lavages.
y' ajo ut de 200 ~L par puit s de l'immunsérum marqué à la péroxydase (dilué

au 1/20000 dans du PBS 1X).
y' rinçage des plaques par du tampon PBS-Tween avec 3 lavages.

Révélation du complexe Antigène-Anticorps :

y' ajout de 200 ~L par puit s de la solution de chromogène (2 vol de tampon
chromogène + 1 vol de solution de substrat).

y' attendre 30 mn à température ambi ante.
y' arrê t de la réaction avec 100 ~L de H2S04 1M.
y' lecture des densités optiques sur un lecteur de microplaques (à 450 nm).

IV.33) Mode opératoire 2

Le principe de ce mode opératoire est représenté sur la figure 3. Il s' agit du mode
opérato ire avec lequel la majorité des dosages ont été effectués.

40



Fixation des IgG anti-souris non marqués sur les microplaques (coating) :

./ dilution au 1/10000 des IgG anti-souris non marqués dans du tampon
carbonate pH=9.6 et répartition dans les plaques à raison de 200 ul, par puits.

./ incubation une nuit à 4°C.

./ rinçage des plaques par du tampon PBS-Tween (200 mL tampon PBS 5X
qsp 1 litre + 0.5 mL Tween 20) avec 3 lavages.

Saturation des sites non spécifiques :

./ répartition de 300 ul, par puits de BSA à 2% dans du PBS 1X.

./ incubation 2 h 30 à température ambiante.

./ rinçage des plaques par du tampon PBS-Tween avec 3 lavages.

Réaction immune primaire :

./ préparation de la gamme étalon en réalisant une dilution dans du PBS IX
(1/10000 à 1/3200000) des IgG purifiés de souris.

./ ajout de 200 ul, par puits de l'étalon et du surnageant cellulaire.

./ incubation 1 heure à température ambiante.

./ rinçage des plaques par du tampon PBS-Tween avec 3 lavages.

./ ajout de 200 ul, par puits de l'immunsérum marqué à la péroxydase (dilué
au 1/20000 dans du PBS 1X).
./ incubatio n 1 heure à température ambiante.
./ rinçage des plaques par du tampon PBS-Tween avec 3 lavages.

Révélation du complexe Antigène-Anticorps :

./ajout de 200 ul, par puits de la solution de chromogène (2 vol de tampon
chromogène + 1 vol de solution de substrat).

./attendre 30 mn à température ambiante.

./arrêt de la réaction avec 100 ul, de H2SO. 1M.

./Iecture des densités optiques sur un lecteur de microp laques (à 450 nm).
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POD

Anticorps chèvre anti-souris lié
à la peroxydase

Péroxydase

Couleur

Haptène

IgG de souris à doser

mode opératoire nO}

POD

Antico rps chèvre anti IgG lié à
la peroxydase

Péroxydase

-' . Couleur

_. IgG souris à doser

IgG ami-souri s

mode opératoire n02

Figure 3 : Principe de la m éthode fŒfSA pour le dosage des anticorps
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V) Exploitation des résultats

V.I) Vitesses spécifiques de croissance et de décès cellulaires .

En faisant l'hypothèse de l'absence de lyse cellulaire, les bilans de matière sur les
cellules vivantes et mortes sont réduits à leur plus simple expression en réacteur fermé et
conduisent directement aux vitesses de croissance et de décès cellulaire: r, et rd, Xmétant la
concentration de cellules mortes (colorées par le bleu de trypan) :

et

/lrec!' /lapp et kd sont respectivement les vitesses spécifiques de croissance réelle ,
apparente et de décès cellulaire. Elles sont définies par :

/lrccl=rJXv et kd=rd!X,.
avec /lapp=/lrccJ-~=(\!Xv).(dXJdt)

La vitesse spécifique maximale peut aussi être calculée en traçant les logarithmes des
valeurs des comptages cellulaires sur la période de croissance exponentielle en fonction du
temps. Cette valeur globale correspond à la pente de la droite obtenue en représentant la
concentration cellulaire en fonction du temps sur une échelle semi-logarithmique.

InX=lnXO+/lm,,(t-to)

V.2) Vitesses spécifiques de consommation des substrats et de formation
des produits

r, et Fp sont respectivement les vitesses de consommation d'un substrat S et de
formation d'un produit P par unité de volume et à un temps t. En réacteur fermé, elles sont
égales à:

r,=dS/dt et

Les vitesses spécifiques correspondantes sont données par :
q,=rJXv et qp=rp0(v

V.3) Rendement

Le rendement Y P/S définit la quantité de produit P formé par quantité de substrat S
consommé. En mode discontinu, les calculs sont basés sur les courbes d'évolution du substrat
S et du produit P. Le rendement instantané renseigne sur la stœchiométrie de la réaction . Il est
calculé entre un instant donné t et le temps initial ti de la manière suivante :

Y'P/s=(P'_pli)/(S'i_S')
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VI) Mise en œuvre et validation d 'un cytoculteur

Le cytoculteur utilisé dans cette étude, représenté dans la figure 4, de marque Sétric
Génie Industirel, est couplé à un ensemble de mesures et de régulations, composé de plusieurs
modules assurant les fonctions suivantes:

,/ régulation de la vitesse d'a gitation.
,/ mesure et régulation de température.
,/ mesure et régulation du pH.
,/ mesure et régulation de l'oxygène dissous.

Afin de pouvoir conduire des cultures de façon satisfaisante, il est nécessaire de
s'assurer auparavant du bon fonctionnement des différentes sondes et des systèmes de
régulation du bioréacteur. Pour cela, des procédures d'étalonnage, propres à chaque type de
sonde, et des comparaisons régulières au cours du temps avec des valeurs de référence
permettent de vérifier la qualité des différents éléments du système de mesures et de
régulations.
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Figure 4 .- Représentat ion schématique du type de réacteur utilisé et de ses différentes
régulat ions.

VI. 1) Sonde de mesure et système de régulation du pH

La sonde de pH, stérilisable (IngoId), est une électrode combinée, représentée dans la
figure 5, constituée d 'une chaîne de mesure de pH comprenant une électrode de verre et une
élect rode de référence. Elle est utilisée avec un électrolyte argent/chlorure d'argent.
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Figure 5 : Exemple d'électrode combinée de mesure de pH.

Le point zéro (valeur du pH, ici pH 7, pour laquelle la tension de la chaîne de mesure
est nulle) et la pente sont des caractéristiques d'étalonnage sujettes à de légères variations
pour des raisons de fabrication. L'électrode de pH doit donc être étalonnée périodiquement (la
fréquence étant fonction des cond itions d'utilisation ) au moyen de solutions tampon s définies
exactement.

Un étalonnage exact suppose que l'on dispose de deux solutions tampons choisies en
fonction de la plage de pH et de la précision souhaitée. La valeur de la première solution
tampon doit se trouver près du point zéro, qui correspond ici à pH 7.0. La seconde solut ion
tampon devrait avoir une valeur différant d'au moins 2 unités de pH et se trouvant près ou à
l' intérieur de la plage de mesure prévue. Ici, la pente est fixée par une solution tampon de pH
4.0.

Procédure d'étalonnage:

L'étalonn age du point zéro s'effectue en plongeant l'électrode dans la solution tampon
de pH 7.0 (Schott-Gerâte - ref. 000508/A ). Dès que l'indication est stable, le pH-mètre est
réglé sur pH 7.0. Après avoir rincé la sonde avec de l' eau distillée, l'avoir séchée en la
tamponnant avec du papier absorbant, la pente est étalonnée avec la deuxi ème solution
tampon, de pH 4.0 (Schott-Gerate - ref 000509/A ) par l'intermédiaire du potentiomètre de
pente. Enfin, l'étalonnage du point zéro est répété pour vérifier l'exactitude des mesures. Pour
réaliser un étalonnage correct, il est important de ne pas intervertir la séquence ci-dessus .
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Stabilité de la sonde pH :

Le système de régulat ion de pH, de type PlO, a aussi été vérifi é en s 'assurant que tout
écart à la valeur de consigne déclenchait systématiquement la mise en route d'une
compensation adéquate. La régulation acide est assurée par l'aj out de COz dans la phase
liquide par l'intermédiaire d'une électrovanne, de type EVG7F, fonctionnant en tout ou rien (
au niveau du débit, fixé à 5 L.h-I sur un débit-mètre couplé). L'action du régulateur sur
l'électrovanne étant proportionnelle, les temps d'ouvertu re et de fermeture varient en fonction
de l'écart entre la mesure et la consigne. La régulation basique se fait par ajout de soude 0.2N
par une pompe péristaltique de type PAP 7F, composée d'un moteur et d'une tête de pompe
Watson Marlow.

Il est intéressant de noter éga lement que le mil ieu de culture co ntient un indicateur de
pH, le rouge de phénol, dont la couleur permet de visualiser facilement un éventuel écart de
pH lié à une dérive de la sonde.

VI.2) Sonde de mesure et système de régulation de l'oxygène dissous

La sonde Oz, stérilisable, de marque Ingold (diamètre: 19 mm - ref 32 275 6702), est
une électrode polarograph ique représentée sur la figure 6. Son étalonnage doit être réalisé
régulièrement (fréquence fonction du type d'utilisation) afin de limiter toute dérive trop
importante. Pour cela, la sonde est placée directement dans un flux d'air a fin de déterminer le
point correspondant à une saturation en Oz dans l'air de 100%. Ensui te, la valeur 0% de
saturation est obtenue grâce à un flux d'azote pur. L'étalonnage du point 100% doit être enfin
répété pour vérifier l' exactitude des mesures effectuées par l'éleetrode. Ces valeurs de 0% et
100% sont retrouvées en milieu liquide lorsqu e l'on fait barboter de l'azote et de l'air dans le
réacteur contenant du PBS ou du milieu de culture.

Il est important de savoir qu 'en cas de déconnexion, l'électrode à O2 nécessite un
temps de polarisation de 6 heures minimum après connexion, et que par conséquent, un
étalonnage correct ne peut être obtenu avant ce délai.

Des tests au cours du temps ont été aussi effectués pour garantir la fiabilité des
mesures pendant toute la durée d'u ne culture discontinue. Ils n'ont pas révélé d'écarts
supérieurs à 5% par rapport aux deux valeurs d' étalonn age, ce qui est très acceptable compte
tenu du large intervalle d'aération (50-80%) toléré par les cellul es animales en culture.

Le système de régulat ion, également de type PlO, a aussi été vérifié : toute mesure
inférieure à la consigne (50%) déclenchait bien l' injection d'oxygène par l' intermédiai re
d'une électrovanne de type EVG7F et d'un débit-mètre réglé sur 5 L.h· l

.
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Figure 6 : Electrode polarigraphique pour la mesure d'oxygène dissous.

VU) Sonde de mesure et système de régulation de la température

La sonde de température est un capteur absolu semi-conducteur AD 590
(thermistance). Son étalonnage est effectué par comparaison avec un thermomètre introduit
dans le réacteur contenant de l' eau.

En ce qui concerne la régulation de la température, l' épingle plongeant dans la cuve a
été reliée à un bain-marie maintenu à une température de 40°C, afin de compenser les pertes
de chaleur du réacteur.

VIA) Régulation de la vitesse d' agitation

La vitesse de rotation de la turbine à pales inclinées est fixée sur le variateur de
vitesse, à 50 tr/mn afin d'éviter à la fois la formation d'agrégats (en cas d 'agitation trop
faible) et l' altération des cellules par cisaillement (si les contraintes sont trop importantes).

Le moteur est équipé d'un système de mesure de la vitesse qui permet de transformer
le variateur en régulateur par connexion à l' ensemble de régulation du réacteur. Il est alors
possible de moduler la vitesse d'agitation en fonction du taux d'O, dissous dans le milieu de
culture.
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V1. 5) Stérilisation du milieu de culture

Une fois reconstitué, le milieu de base est filtré stérilement à l'aide d' une cartouche de
filtration Sartorius autoclavable de porosité 0.22 urn (Sartobran - ref 523 1307H9P-00-A).

Le sérum de veau fœtal et la glutamine, ajoutés ultérieurement au milieu de base, sont
maintenus stériles pendant toute la durée de leur utilisation (manipulations sous hotte à flux
laminaire).

V1. 6) Nettoyage et stérilisation du réacteur

A la fin de chaque culture, l'ensemble du réacteur doit être nettoyé afin d'éliminer
toute trace organique d'agrégats cellulaires ou de milieu biologique, les protéines ayant
tendance à précipiter. Pour cela, la cuve et les différents éléments associés, tels que la turbine
d'agitation, le diffuseur d'a ir, les joints d'étanchéité, les tuyaux servant pour les prises
d'échantillon ou l'apport de soude, sont traités avec un détergent-désinfectant, Indulfan
(Paragerm), à base de formaldéhyde, de glyoxal et de dérivés cationiques. L'eau de javel
(HOCL) peut aussi être utilisée dans un but de désinfection.

Afin d' éviter toute contamination de bactéries ou de levures, le réacteur doit être
stérilisé avant chaque nouvelle culture.

Procédure de stérilisation :

Il est nécessai re d'étalonner les sondes (pH, Oz et température) avant de les
déconnecter et de repositionner leur capuchon protecteur. Il faut aussi protéger les filtres
(Millipore - 0.22 um), servant à stériliser les arrivées de gaz (Oz et COz), de l'humidité
r égnant dans l'autoclave de stérilisation au moyen de feuilles d'alum inium et en clampant le
tuyau les reliant au réacteur. Au moins une communication entre l' intérieur et l'extérieur du
réacteur doit être maintenue ouverte afin de ne pas créer de surpression liée à l'augmentation
de température durant la stérilisation.

Le réacteur, contenant du PBS, est ensuite introduit dans l'autoclave. Le programme
de stérilisation permet de maintenir une température de 121 °C pendant 20 minutes minimum,
la pression restant égale à 1 bar. Le PBS joue ici le rôle de solution tampon, car son pH de 7.4
reste stable au cours de l'autoclavage et permet donc de vérifier la stabilité de la sonde pH
j uste avant l'ensemencement (le maintien de la stérilité dans le réacteur ne permettant plus
l'étalonnage de la sonde).

VI.7) Ensemencement du réacteur

L' introduction dans le réacteur des cellules en suspension dans le milieu de culture
doit être réalisée en maintenant des conditions de stérilité parfaites à l'intérieur du réacteur.

Dans un premier temps, le PBS est éliminé en fond de cuve par un tuyau de soutirage,
en appliquant une surpression d'air filtré, par le ciel du réacteur. Le récipient contenant la
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suspension cellulaire est ensuite relié à une entrée du réacteur. Un autre système de
surpression permet le passage des cellules de leur récipient d'origine vers l'intérieur du
réacteur.

VI.8) Prélèvement des échantillons stériles

La prise d'échantillon communique avec le réacteur par un tube plongeant au milieu
de la suspension cellulaire. En dehors des prélèvements d'échantillon, cette sortie est clampée
à deux niveaux , et son extrémité extérieure plonge dans un tube d'éthanol afin d 'éviter toute
contamination venant du milieu extérieur.

Le prélèvement s'effectue à l'aide de deux seringues Cl 0 et 20 mL) pouvant se fixer
sur la prise d'échantillon. La première sert à éliminer le volume mort du tube (correspondant
aux 10 premiers millilitres prélevés). L'échantillon (15 mL) qui sera conservé, est prélevé
avec la deuxième seringue en veillant à ne pas faire revenir de milieu du tube vers le réacteur,
l'ouverture et la fermeture des clamps s'effectuant en maintenant une pression d'aspiration au
moyen de la seringue.

Ces échantillons sont ensuite conservés au froid (-20°C), en vue de l'analyse ultérieure
du milieu, excepté 1 mL utilisé immédiatement afin de réaliser un comptage cellulaire.
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La lignée d 'hybridomes a été développée au Technishe Unive rsitat M ünchen dans le
but de produire des ACM dirigés contre le tri chloroan isole. Il est envis agé ensuite, dans le
cadre du projet europée n de mettre au point une technique immunoenzymatique de type
ELISA sous form e de band elette et un immunocapteur é lectrochi mique permettant de détecter
des concentra tions allant de 0,1 à 1 ppb de trich loroani so le.

Notre contribution au projet gé néral a consisté à définir et mettre au point les
conditions de production de ces ACM par la culture en masse des hybridomes. Notre objecti f
est d 'approfondir les connaissances du schéma généra l du métabolisme ce llulaire et des
interactions entre les ce llules et leur environnement, afi n d ' envisager l' amélioration de s
conditions de culture et de ses performances. Dans un premier temps, nous allons étudier le
mil ieu de culture le plus app roprié à la cro issance des hybridomes a insi que la concentration
en SVF nécessaire. Dans un deuxi ème temps, nous a llons observer l'influence de d iverses
sources azotées et du butyrate de sodium sur les cinétiques ce llu laires et sur la prod uction des
ACM. Pour finir, nous observerons le comportement des hybridom es en bioréacteur dans le
but d ' étudier si une extrapolation à l' échelle industri ell e est envis ageab le.

1) Choix des conditions de culture de référence

r. l ) Choix du milieu de base

Cette premi ère expérience a été réali sée avec une première lignée d ' hybridomes. D ' après
les renseignements fournis par la suite par le Laboratoire de Recherche en Génie Industriel
(L.R.G.I.A.) de l'Université Claude Bernard Lyon l , il se mblera it que ces hybridomes
présentent une instabil ité génétique sans dout e due au caractère récent de la lignée et un faible
pouvoir séc rétoi re d'immunoglobulines qui diminuerait avec le tem ps.

Le mi lieu RPMI 1640 contenant 2 g.L,1 de glucose, 2 mM de glutamine et suppléme nté à
10% en SVF est le mi lieu de culture qui nous a été fourni par le L.R.G.I.A. po ur réal iser les
cultures d'hybri domes.

Le milieu aMEM est le plus couramment utilisé au sein de not re laborato ire. Il nous a
donc paru aussi intéressant de tester ce m ilieu.

Deu x cultures ont été réa lisées parallèlem ent en flacons agités avec 150 ml, de mi lieu. Les
cellu les ont été ensemencées à 2. 105 c.ml," dan s le mi lieu RPMI 1640 co ntenant initialement
2 g.L'1de glucose, 2 mM de glutamine et suppl ément éà 10% en SVF, ai nsi que dans le mil ieu
a ME M supplémenté à 10% en SVF avec 4 mM de glutamine et 1 g.L'J de glucose .

1. 11 ) Cinétique ce llulaire avec le milieu RPMI 1640

c::> Croissance cellulaire

La durée totale de la cu lture es t de 144 heures. Le profil d 'évolution de la
conce ntration en ce llules viables, représen té dans la figure 1, présente trois phases distin ctes.

La première phase correspond à une courte période de latence de 12 heures pend ant
laquelle la pop ulat ion de ce llules stagne à 2. 105 c.ml,". Cette étape est liée so it à l' adaptation
des ce llules aux conditions de culture en flacon ag ité, soit à un équilibrage insuffisant du
mil ieu au mom ent de l' ensemencem ent des cellules (température, pH, pOz).
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Cette phase de latence est suivie par une phase d'augmentation de la concentration
cellulaire observée jusqu'à 70 heures. La densité maximale en cellules viables obtenue est de
12.105 C.mL-1, ce qui correspond à une augmentation d'un facteur 6 de cette densité par
rapport à l'ensemencement initial (2.105C.mL-\
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Figure 1 : Cinétiques de cultures en flacons agités. Milieu de culture: RPMl
1640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 10% de SVP.

Enfin, la phase de croissance est suivie par une phase de déclin de la concentration en
cellules viables en raison du décès cellulaire. Après 144 heures de culture, la concentration en
cellules vivantes est proche de O.

c:;> Décès cellulaire

Le profil d'évolution de la concentration des cellules mortes, représenté dans la figure
1, présente également trois phases distinctes.

La première phase jusqu'à 70 heures correspond à une période où il n'y a
pratiquement pas de décès.

La seconde période est marquée par une augmentation exponentielle du nombre de
cellules mortes qui passe de 0,5.105 c.ml.' à 10.105 c.ml," en 50 heures.

La dernière phase correspond aux dernières 24 heures de culture où l'on observe une
stagnation à 10.105 c.mL-1 de la concentration en cellules mortes.

1.12)Cinétique cellulaire avec le milieu aMEM

c:;> Croissance cellulaire

Le profil d'évolution de la croissance cellulaire présente deux phases distinctes
représentées dans la figure 2. Le niveau en cellules viables oscille entre 2.105 c.ml," (niveau
de l'ensemencement initial) et 2,5.105 c.ml," pendant les 80 premières heures de culture, puis
on observe une diminution progressive du nombre de cellules vivantes.
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Figure 2 : Cinétiques de cultures en flacons agités. Milieu de culture utilisé:
milieu aMEMsupplémenté avec 4 mMde glutamine et 5% de SVF.

t::> Décès cellulaire

Le profil d'évolution du décès cellulaire présente également deux phases distinctes
représentées dans la figure 2, Une première phase de 80 heures où l'on observe une légère
progression du décès cellulaire qui passe de 0,3.105 c,mL'l à 1.105 c,mL-1

, La seconde phase
est constituée d'un décès plus rapide des cellules pour atteindre la valeur de 3,5.105 c.ml,",

Les résultats observés ne sont pas ceux attendus. Le développement des hybridomes
ne s'est pas réalisé dans ce milieu aMEM.

[13) Conclusion

En comparant la composition des deux milieux, le milieu aMEM est plus riche en
acides aminés, en vitamines et il possède une concentration deux fois plus forte en glutamine
(4 mM) que le milieu RPMI 1640 (2 mM). Seule la supplémentation en SVF du milieu
aMEM (5%) et la concentration en glucose (1 g.L'I) est plus faible que dans le milieu RPMI
1640 (10% et 2 g.L·1

) .

Il est important de préciser que les hybridomes ont été mis en contact pour la première
fois avec le milieu aMEM lors du démarrage de la culture en flacons agités, sans adaptation
préalable. Il serait intéressant de recommencer la culture en adaptant préalablement les
cellules au milieu, par plusieurs passages en flacons de Roux, avant d'ensemencer le flacon
agité.

La suite des expériences sera donc réalisée avec le milieu RPMll64ü avec lequel on a
pu observer une cinétique cellulaire convenable.
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1.2) Influence du sérum de veau fœtal sur les cinétiques de cultures des
hybridomes en flacons agités

Cette deuxième expérience a été réalisée avec la deuxième lignée des hybridomes,
appelée RAMI I, fournis par le L.R.G.I.A. avec une meilleure stabilité génétique. Il s'agit de
la lignée d'hybridomes RAMI 1avec laquelle toutes les autres expériences ont été réalisées.

Les milieux contenant du sérum sont relativement chers et ce supplément étant un
liquide biologique, la réduction de sa concentration dans les milieux de culture est une étape
importante permettant non seulement de réduire le coût économique, mais également de
faciliter la purification des ACM, de mieux maîtriser le procédé de production et de limiter
tout risque de contamination.

Une comparaison de deux concentrations en sérum (5 et 10%) a été réalisée dans le but
de déterminer la croissance des hybridomes et la production des ACM, en vue de réduire
substantiellement le niveau de SVF dans le milieu de culture.

I.21) Conditions de cultures

Deux cultures ont été réalisées en parallèle en flacons agités de 250 mL. Les cellules
ont été ensemencées à 2.105 c.mL-1 dans le milieu RPMI 1640 contenant initialement 2 g.L-1

de glucose supplémenté avec 2 mM de glutamine et 10% en SVF pour la première culture et à
5% en SVF pour la deuxième culture. Les cellules n'ont pas été préalablement adaptées à la
concentration de 5% de SVF.

1.22) Cinétiques cellulaires

c:> Croissance cellulaire

Deux phases distinctes de prolifération peuvent être distinguées dans la figure 3. En
effet, il n'y a pas de phase de latence, même pour le milieu supplémenté à 5% de SVF pour
lequel il n'y a pas eu d'adaptation préalable, ce qui semble indiquer que le passage de 10% à
5% de SVF ne semble pas perturber les hybridomes.

La première phase est une phase de croissance cellulaire qui se déroule au cours des 50
premières heures de culture. La concentration en cellules viables (Xv) passe de 2.105 c.ml,"
(concentration de l'ensemencement) à 12.105 c.ml," pour les deux milieux testés, ce qui
correspond à une augmentation d'un facteur 6 de la population en cellules vivantes dans les
flacons agités.

Enfin, la phase de croissance est suivie par une phase de déclin ou décès cellulaire
jusqu'à la fin de la culture (140 heures).
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Figure 3 : Cinétiques de cultures en flacons agités. Milieu de culture: milieu
RPMI 1640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5 ou 10% de SVF.

~ Décès cellulaire

Le profil d'évolution de la concentration en cellules mortes (Xm) présente trois phases
distinctes représentées dans le deuxième schéma de la figure 3.

La première phase jusqu'à 55 heures correspond à une période où il n'y a pas de décès
cellulaire. Puis la deuxième phase correspond à une augmentation exponentielle du nombre de
cellules mortes qui passe de 0,5.105 c.ml," à environ 12 à 13.105 c.mL-1 pour les deux
cultures, après 100 heures de culture. La dernière phase correspond à la fin de la culture où il
y a stagnation de la concentration en cellules mortes.
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Le fait de diminuer la supplémentation en SVF de moitié ne perturbe donc pas la
cinétique cellulaire des hybridomes.

1.23) Production des ACM

Les résultats présentés dans la figure 4 sont les valeurs obtenues par densité optique,
l'étalonnage du test ELISA n'ayant pas encore été effectué (utilisation du mode opératoire
na1). Ils permettent malgré tout de comparer de manière relative les résultats obtenus pour les
deux milieux. Il apparaît clairement que la production en ACM est identique pour les deux
milieux.

Cette production se déroule en deux phases. Une phase d'augmentation de la
concentration en ACM présents dans le milieu au cours des 60 premières heures de culture
c'est-à-dire pendant la phase de prolifération des cellules viables. La deuxième phase
correspond à une stagnation de la concentration en ACM dans le milieu jusqu'à la fin de la
culture.
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Figure 4: Production d'ACM (DO) en flacons agités. Milieu de
milieu RPMI 1640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5 ou 10% de SVF.

1.24) Etude métabolique en flacon agité

Afin de caractériser le comportement de la lignée RAMI I, l'analyse du métabolisme
de deux nutriments essentiels pour la cellule, le glucose et la glutamine, a été réalisée à travers
le suivi de leur concentration dans le surnageant du milieu de culture, ainsi que celles de deux
produits de leur catabolisme, le lactate et les ions ammonium.

A. Consommation de glucose et production de lactate:

c:> Consommation de glucose

Le glucose est le glucide le plus rapidement métabolisé par les cellules. Sa dégradation
par la voie glycolytique conduit au lactate.
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La concentration initiale en glucose est la même dans les deux cultures réalisées en
flacons agités (II mM ou 2 g.L·').

L'évolution de la cinétique de consommation de glucose, représentée dans la figure 5,
est similaire dans les deux cultures réalisées. En effet, il est consommé pendant la phase de
croissance cellulaire et sa concentration s'annule (après 45 heures) avant que la densité
cellulaire n'atteigne sa valeur maximum (après 55 heures). Ainsi la croissance cellulaire
n'apparaît pas stoppée par l'absence de glucose.
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Figure 5 : Consommation de glucose et production de lactate en flacons agités. Le
milieu de culture est le milieu RPM! 1640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5 ou 10%
déSfP.

~ Production de lactate

Le lactate est obtenu essentiellement par dégradation du glucose selon la VOle
glycolytique.

On peut suivre une évolution identique de la production de lactate dans la figure 5.

La concentration initiale en lactate est nulle au début de la culture et elle augmente
pendant la phase de croissance cellulaire au cours des 50 premières heures de culture pour
atteindre une concentration de 20 mM de lactate. Sa production est directement corrélée à la
consommation de glucose.

Durant la phase de déclin de la culture où il n'y a plus de glucose, la concentration de
lactate stagne à une valeur de 20 mM (la transformation du glucose par la voie glycolytique
n'est plus possible).

Le rendement glycolytique du glucose en lactate (Y'~c/g'c) est de 1.7 mole/mole pour les
deux cultures réalisées (l0% et 5% de SVF).
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B. Consommation de glutamine et production d'ions ammonium:

c:> Consommation de glutamine

La glutamine est l'acide aminé majoritaire dans les milieux de culture car c'est une
source d'énergie essentielle pour les cellules.

La concentration initiale en glutamine dans le milieu RPMI 1640 est de 2 mM pour les
deux cultures réalisées.

L'évolution de la concentration en glutamine est présentée dans la figure 6.
L'évolution de cette concentration est similaire pour les deux cultures. Cet acide aminé est
consommé complètement après 60 heures de culture. La fin de la phase de croissance
cellulaire semble liée à l'épuisement de la glutamine. Il semble donc que la glutamine soit un
facteur limitant de la croissance cellulaire.
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Figure 6: Consommation de glutamine et production d'ammoniaque en flacons
agités. Milieu de culture: milieu RPM! 1640 supplémenté avec 2 mM de glutamine et 5 ou
10% de SVF

c:> Production d'ions ammonium

Les ions ammonium sont le principal déchet du métabolisme des acides aminés. Ils
proviennent essentiellement de la désamination de la glutamine en glutamate et de sa
dégradation spontanée.

On peut suivre l'évolution de la production d'ions ammonium pour les deux cultures
dans la figure 6.

La concentration initiale en ammoniaque est faible avec une valeur de 0,8 mM pour les
deux cultures. Cette concentration augmente pendant la phase de croissance cellulaire où il y a
consommation de glutamine pour atteindre la valeur maximum de 3,5 mM pour la culture à
5% de SVF et de 3 mM pour la culture à 10% de SVF après 60 heures de culture.

Durant la phase de déclin en cellules viables de la culture où il n'y a plus de
glutamine, la concentration maximum stagne a ces concentrations.
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Le rendement de conversion global de la glutamine en ion ammonium YNH4+/Gln est
pratiquement identique pour les deux cultures: 0.9 et 1.1 mole d'ions ammonium par mole de
glutamine consommée pour respectivement la culture enrichie à 10 et 5% en SVF.

1.25) Conclusion

Les cinétiques de croissance et de décès cellulaires, la production des ACM et le
métabolisme du glucose et de la glutamine évoluent de la même façon entre le milieu
supplémenté à 10% en SVF et le milieu à 5%. La suite des expériences sera réalisée à la
concentration réduite de 5% en SVF.

L'adaptation des cellules à un milieu plus pauvre ou sans sérum est souvent une
opération assez longue à mener à terme. Elle pourrait être poursuivie si les priorités du projet
le nécessitaient.

II) Amélioration de la culture des hybridomes

Dans le but d'améliorer la production des ACM, deux approches seront étudiées dans
ce chapitre. La première consiste à enrichir le milieu de culture en sources azotées comme
l'hydrolysat de protéines de colza, la carnosine et les acides aminés essentiels et non
essentiels. La deuxième approche consiste à ajouter dans le milieu de culture un inducteur de
la synthèse protéique tel que le butyrate de sodium. Le butyrate de sodium a été identifié
comme stimulant de la production d'ACM pour diverses lignées d'hybridomes (Field et
Brown, 1990) en facilitant l'accès de l'ADN cellulaire à l'ARN polymérase (Oh et ai., 1993).

r II .1) Influences de diverses sources azotées
..r

Le marché des anticorps monoclonaux produits par la culture des hybridomes prend un
essor de plus en plus important. Il devient nécessaire d'optimiser les milieux afin d'obtenir
des cultures en réacteur à haute densité cellulaire et à productivité en ACM élevée. Les
différentes lignées cellulaires ont des exigences nutritionnelles différentes, mais toutes ont des
besoins élevés en acides aminés. En effet, les acides aminés sont des constituants essentiels
des milieux de culture. Ils participent directement à la synthèse des protéines de structure, des
enzymes et sont donc liés à tous les aspects du métabolisme cellulaire.

Le but de ce chapitre est d'étudier si une augmentation de la concentration en diverses
sources azotées peut améliorer la croissance cellulaire et la production des ACM.

II.11) Conditions de culture

Quatre cultures discontinues ont été réalisées. Ces quatre cultures ont été mises en
œuvre en flacons agités de 500 mL. Chaque flacon contenait 250 mL de milieu RPMI 1640
ensemencé avec 2.105 c.ml," de la lignée RAMI 1. Les hybridomes servant à
l'ensemencement des 4 flacons agités ont été propagés dans le milieu RPMI 1640
supplémenté avec 2 mM de glutamine et 5% SVF mais non enrichi avec les différentes
sources azotées testées, c'est-à-dire sans adaptation préalable.
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- 1er flacon: flacon de référence (milieu RPMI 1640 + 2 mM de glutamine + 5% de SVF).
-i me flacon: flacon hdc (milieu référence + 8 g.L·1 d'hydrolysat de colza)
- 3éme flacon: flacon carnosine (milieu référence + 50 mM de carnosine)
- 4éme flacon: flacon aa (milieu référence + 2% d'acides aminés esssentieis + 1% d'acides
aminés non essentiels)

II.12) Cinétiques cellulaires

~ Croissance cellulaire

La durée totale de la culture a été supérieure à 200 heures. Comme le plus souvent, le
profil d'évolution de la concentration en cellules viables présente 3 phases distinctes visibles
dans la figure 7 (phase de latence, phase d'augmentation exponentielle en cellules vivantes,
phase de déclin des cellules vivantes)."

14

12
" Xv 5%

Xv hdc

• Xvcarnosine
xv aa

o W 100 1W ~O
Temps, h

Figure 7: Cinétiques des cellules viables au cours des 4 cultures en flacons agités.
Milieu de culture: RPMI 1640 supplémenté avec 2 mM de glutamine, 5% de SVF et les
sources azotées décrites dans les conditions de culture.

La phase de latence est identique pour les 4 cultures réalisées en flacons agités. Elle
est d'une durée de 20 heures pendant laquelle les cellules vivantes stagnent à la concentration
de l'ensemencement (2.10 5 c.ml,").

La phase d'augmentation exponentielle débute à la 20éme heure de culture pour se
terminer entre la 70éme et la 90éme en fonction des cultures testées.
La densité maximale en cellules viables obtenue (11 à 12.105 c.mL· 1

) est la même concernant
la culture de référence ainsi que les cultures réalisées avec une supplémentation en hydrolysat
de colza et en acides aminés.

La phase de croissance de la culture de référence et celle de la culture supplémentée
avec de l'hydrolysat de colza sont identiques et la densité maximale est atteinte après 70
heures de culture. La phase de croissance de la culture supplémentée en aa est plus lente avec
une densité maximale atteinte après 80 heures de culture.
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En ce qui concerne la culture supplémentée en camosine, la densité maximale est
obtenue après un temps plus long de culture (90 heures) et elle n'est que d'une concentration
de 8.105 c.ml,",

La phase de déclin de la concentration en cellules viables débute avec les pics
correspondants à la densité maximale en cellules viables et elle se termine à la fin des cultures
après plus de 200 heures.

Le déclin le plus rapide est observé avec la culture de référence. On note un passage de
la densité maximale en cellules vivantes (12.105 c.ml,") à la 70ème heure de culture a une
valeur résiduelle de 2.105 c.mL-1 observée après 120 heures de culture.

La phase de déclin de la culture supplémentée en hydrolysat de protéines de colza est
beaucoup moins rapide malgré une densité maximale en cellules vivantes égale et atteinte au
même moment que celle de la culture de référence. Entre la 150ème et la 200ème heure de
culture, le déclin atteint un plateau à une concentration de 5.105 c.mL-1

, puis la concentration
en cellules viables tend à disparaître. -

La phase de déclin de la culture supplémenté en aa suit une évolution proche de la
culture de référence et elle permet de faire passer la concentration en cellules viables de sa
concentration maximale (12.105 c.ml,") observée après 90 heures à une valeur résiduelle de
2.10 5 c.mL-1 après 170 heures de culture.

La dernière culture qui est celle supplémentée en camosine possède une phase de
déclin où l'on voit la densité maximale de 8.105 c.mL-1 atteinte après 90 heures de culture
diminuer a une valeur résiduelle de 2.105 c.mL-1 après 140 heures de culture.

~ Décès cellulaire

Le profil d'évolution de la concentration en cellules mortes présente 3 phases
distirretes visibles dans la figure 8 (phase de latence, phase d'augmentation exponentielle en
cellules mortes, phase de stagnation de la concentration en cellules mortes).
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Figure 8 .- Cinétiques des cellules mortes au cours des 4 cultures en flacons agités.
Milieu de culture .- RPMI 1640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5% de SVF ainsi que
les sources azotées décrites dans les conditions de culture.
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La phase de latence est identique pour les 4 cultures réalisées en flacons agités. Elle
est d'une durée de 60 heures pendant laquelle les cellules mortes stagnent à la concentration
de l.105 c.mL·1

La phase d'augmentation exponentielle en cellules mortes est d'une durée plus ou
moins longue en fonction des cultures réalisées. Cette phase correspond à la phase de déclin
de la concentration en cellules viables.

La culture de référence possède une phase d'augmentation rapide en cellules mortes
avec une concentration qui passe de l.105 c.mL-1 à 13.105 c.ml," après 130 heures de culture.
Cette phase correspond bien à la phase de déclin de la concentration en cellules viables décrite
précédemment.

La culture supplémentée en aa possède une phase d'augmentation en cellules mortes
beaucoup plus longue que la culture de référence qui voit la concentration en cellules mortes
passer de 1.105 c.ml," à 12.105 c.ml," après 190 heures de culture. Le décès cellulaire évolue
moins rapidement qu'avec la culture de référence.

La culture supplémentée en hdc possède une phase d'augmentation en cellules mortes
de la même durée que la culture sup~lémentée en aa, ainsi la concentration en cellules mortes
passe de l.105 c.ml," à 12.105 c.ml,' après 130 heures de culture. Pour cette culture, on peut
observer un palier entre la IIOème et la 140ème heure de culture avec une concentration de
cellules mortes de 8.105 c.ml,", Comme pour la culture supplémentée avec aa, le décès
cellulaire évolue moins rapidement que pour la culture de référence.

La culture supplémentée en camosine possède une phase d'augmentation de la
concentration en cellules mortes entre la 60ème et la IIOème heure de culture gui permet à la
concentration en cellules mortes d'évoluer de la concentration de l.10 c.ml," à la
concentration de 9.10 5 c.mL-1

c::> Conclusion

Pour toutes ces cultures, la concentration maximale de cellules mortes est proche de la
concentration maximale de cellules vivantes formées. On peut donc supposer que le
phénomène de lyse cellulaire est quasi inexistant.

L'effet de la supplémentation en diverses sources azotées du milieu de culture sur la
cinétique cellulaire est le suivant:

La camosine semble freiner la prolifération des hybridomes, il y a donc un effet
inhibiteur de la camosine sur le développement cellulaire.

L'utilisation des aa permet d'atteindre la même densité maximale en cellules vivantes
que sur la culture de référence mais cette densité est un peu plus longue à atteindre ce qui peut
s'expliquer par la non adaptation préalable des hybridomes aux aa. Par contre, il semble que
les aa diminuent la rapidité du décès cellulaire c'est à dire permettent de garder les
hybridomes plus longtemps en vie.

L'hydrolysat de protéines de colza lui aussi permet d'atteindre la même densité
maximale en cellules vivantes et au même moment que sur la culture de référence, mais le
décès cellulaire est nettement ralenti en présence d'hdc comme pour la culture supplémentée
enaa.
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Pour la suite de notre travail, il semble intéressant d'observer si le fait que les cellules
restent en vie plus longtemps permet de produire une quantité supérieure en ACM.

II.13) Production en ACM

On peut observer dans la figure 9 l'évolution de la concentration en ACM en fonction
du temps pour les quatre cultures réalisées. Cette évolution se fait en deux phases, la première
qui correspond à la phase de production des ACM par les cellules jusqu'à 70 heures de culture
puis la deuxième phase qui correspond à un plateau où il n'y a plus de production d'ACM.
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-: Figure 9: Production d'ACM en mg.L:' en flacons agités. Milieu de culture: milieu
RPMI 1640 supplémenté avec 2 mMde glutamtne. 5% de SVF et la source azotée testée.....

L'évolution de la phase de production cellulaire en ACM est identique pour les quatre
cultures réalisées au cours des 50 premières heures de cultures où l'on atteint une
concentration en ACM de 30 mg.L-l . Ensuite, on distingue deux tendances: une stagnation de
cette production cellulaire en ACM pour la culture de référence et pour la culture
supplémentée en aa avec une concentration maximale de 33 mg.L" et une poursuite de la
production cellulaire en ACM jusqu'à la 100ème heure de culture pour les cultures
supplémentées en camosine et en hdc avec une concentration maximale de 38 mg.L".

La différence de plateaux observée entre une concentration maximale de 38 mg.L-I et
une concentration de 32 mg.L" ne semble cependant pas très significative car elle peut
s'expliquer par le manque de sensibilité du test ELISA.

Les résultats observés permettent de constater deux choses:

Pour les cultures supplémentées en aa et en hdc, le fait d'augmenter la durée de vie des
hybridomes de la lignée RAMI 1 ne semble pas permettre d'accroître les performances de
production des ACM.

Pour la culture supplémentée en camosine, il apparaît que la concentration en cellules
viables est moins importante que pour la culture de référence mais que les hybridomes
produisent spécifiquement plus d'ACM.
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11.2) Influence du butyrate de sodium

Dans le cadre de nos expérimentations, nous avons choisi d'étudier de façon plus
approfondie l'utilisation du butyrate de sodium comme agent susceptible de stimuler la
production des ACM en flacons agités. Cependant, ce composé présente également un effet
inhibiteur de la croissance cellulaire. Cette dualité impose donc la définition d'un protocole
précis de son ajout dans le milieu de culture, quantité et moment d'ajout, afin de ne pas
hypothéquer une possible amélioration de la productivité du procédé.

lL21) Conditions de culture

Quatre cultures ont été réalisées en parallèle en flacons agités de 250 mL. Les cellules
ont été ensemencées à une concentration de 2.105 c.mL-1 dans le milieu RPMl1640 contenant
initialement 2 g.L-1 de glucose auxquels ont été ajoutés 2 mM de glutamine et 5% de SVF. La
concentration de butyrate testée est de 1 mM.

Une des quatre cultures est réalisée sans ajout de butytateafin de servir de culture de
référence.

L'ajout de 1 mM de butyrate a été effectué dès la mise en route de la culture pour le
deuxième flacon agité (culture « t=0 »).

Pour les deux dernières cultures, l'ajout de 1 mM de butyrate a été réalisé à la 31ème et
4ime heure de culture (« t=31» et «t=47 ») c'est-à-dire à des instants correspondants
respectivement à la phase de croissance exponentielle des cellules viables et à la fin de cette
phase de croissance.

lL22) Cinétiques cellulaires

c::> Croissance cellulaire

On pêtlt suivre l'évolution des différentes croissances cellulaires dans la figure 10.
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Figure 10: Cinétiques des cellules viables au cours des 4 cultures enflacons agités.
Milieu de culture: RPMI 1640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5% de SVF avec ajout
de butyrate de sodium en cours de culture.
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La culture avec ajout initial de 1 mM de butyrate de sodium ne s'est pas développée.
La concentration en cellules viables a stagné à la concentration d'ensemencement (2.105

c.mL-1
) sans toutefois décliner. On observe donc bien dans ce cas un effet inhibiteur de la

croissance cellulaire provoqué par le butyrate de sodium.

La culture « t=3lh)} suit une évolution normale par rapport à la culture de référence
jusqu'au moment où est introduit le butyrate. Puis on observe une diminution dans l'évolution
de la concentration en cellules viables pour atteindre une densité maximale de 9.10' c.ml,"
après 65 heures de culture. La phase de décroissance liée au décès cellulaire est moins rapide
que ce que l'on observe habituellement.

La culture de référence et la culture «t=47h » suivent une évolution identique jusqu'à
la fin de la période de croissance en cellules viables avec une densité maximale habituelle de
12.105 c.ml.",

En ce qui concerne la phase de déclin cellulaire, il apparaît que l'introduction de
butyrate a entraîné une accélération du décès cellulaire puisque l'on retrouve une
concentration résiduelle en cellules viables de 2.105 c.ml," après 80 heures de culture là où la
culture de référence conserve encore une concentration résiduelle en cellules viables.

c::> Décès cellulaire

L'évolution du décès cellulaire est représentée dans la figure Il où l'on observe les
trois phases distinctes: la phase de latence, la phase d'augmentation exponentielle en cellules
mortes et la phase de stagnation de la concentration en cellules mortes.
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Figure 11 : Cinétiques des cellules mortes au cours des 4 cultures en flacons agités.
Milieu de culture: RPMI1640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5% de SVF avec ajout
de butyrate de sodium en cours de culture.

La phase de latence où il existe une faible concentration de cellules mortes d'environ
1.105 c.mL-1 est identique pour les trois cultures et elle dure durant les 50 premières heures de
culture, quel que soit le protocole utilisé.

La phase d'augmentation exponentielle en cellules mortes n'existe pas pour la culture
à « t=Oh »ce qui est normal puisqu'il n'y a pas eu de croissance cellulaire.
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Pour la culture de référence et la culture à « t=3lh », cette phase évolue de façon
similaire et permet d'atteindre respectivement la concentration de 11.105 et 10.105 c.ml," en
cellules mortes.

Pour la culture « t=47h », on observe une phase d'augmentation exponentielle en
cellules mortes très rapide qui permet d'atteindre la concentration maximale en cellules
mortes de 12.105 c.ml," en 20 heures de culture.

La phase de stagnation de la concentration en cellules mortes s'observe en fin de
culture et elle permet à chaque culture de rester à la concentration maximale en cellules
mortes atteinte à la fin de la phase précédente.

~ Conclusion

Pour toutes ces cultures, la concentration maximale de cellules mortes correspond
pratiquement à la concentration maximale de cellules vivantes formées. On peut donc
supposer que le phénomène de lyse cellulaire est quasi inexistant.

L'effet inhibiteur du butyrate de sodium sur la croissance cellulaire a été observé grâce
à la culture « t=Oh » et « t=3lh », Mais on a également pu observer un effet accélérateur du
décès cellulaire sur la culture « t=47h » où la vitesse spécifique maximale de décès cellulaire
est de 0.05 h']. Pour la culture de référence et la culture « t=3Ih» cette valeur maximale est
de 0.03 h", ce qui montre que l'on observe pas cet effet accélérateur du décès cellulaire pour
la culture « t=31h »où la densité maximale en cellules viables était plus faible.

11.23) Production des ACM

On peut suivre la production des ACM en mg.L' dans la figure 12. Cette production
se'fait en deux phases, la première qui correspond à la phase de production cellulaire en ACM
jusqu'à 50 heures de culture puis la deuxième phase qui correspond à un plateau où il n'y a
plus lie production d'ACM.
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Figure 12: Production des ACMen mg.I:' au cours des 4 cultures enflacons agités.
Milieu de culture: RPM11640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5% de SVF avec ajout
de butyrate de sodium en cours de culture.
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La concentration maximale atteinte avec la culture où le butyrate a été introduit à
« t=Oh », dans laquelle aucun développement cellulaire n'a été observé, est surprenante. Elle
signifie que la concentration initiale en cellules viables de l'ensemencement a permis de
produire 20 mg.L" d'ACM ce qui semble élevé.

Pour les trois autres cultures la production des ACM est similaire et l'on observe une
concentration maximum de 30 mg.L" d'ACM atteinte après 60 heures de culture. Pour ces
trois cultures, la densité maximum en cellules viables était de 12.105 c.ml," pour la culture
«t=47h» et celle de référence et de 9.105 c.ml," pour la culture «t=3Ih», il apparaît donc
que la culture «t=31h » produise autant d'ACM que les deux autres cultures avec moins
d'hybridomes. Il faut cependant relativiser ce résultat car la concentration maximum obtenue
en ACM est identique à celle de la culture de référence c'est à dire que l'effet d'amélioration
de la production des ACM par les hybridomes permet juste de compenser la perte due à
l'inhibition de croissance cellulaire observé.

~ Conclusion

L'effet inhibiteur du butyrate de sodium sur la croissance cellulaire a bien été observé
mais en ce qui concerne l'amélioration de la production des ACM, aucun résultat déterminant
n'est ressorti de ces expériences.

III) Extrapolation du système de culture

III. 1) Culture en réacteur agité

~ vue de futures cultures de la lignée RAMI 1 à grande échelle, il est important de
s'assurer que les cellules conservent un comportement similaire dans des systèmes de culture
de tailles différentes (car toutes les cultures précédentes ont été réalisées dans des flacons
agités avec des volumes utiles de 200 à 300 mL). Ainsi une culture en bioréacteur contrôlé et
régulé a été réalisée.

III. 11) Conditions de culture

Dans cette dernière partie, un bioréacteur contrôlé et régulé d'un volume de 4 litres a été
mis en œuvre. Le milieu utilisé est comme précédemment, le RPMI 1640 supplémenté avec 2
mM de glutamine et 5% en SVP. L'ensemencement du réacteur est réalisé à une concentration
de 2,5.105 c.mL-r pour un volume de milieu de 2 litres.

III.l2) Cinétique cellulaire

~ Croissance cellulaire

La durée totale de la culture est de 120 heures. Le profil d'évolution de la
concentration des cellules viables présente trois phases distinctes représentées dans la figure
13.
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La première phase correspond à une courte période de latence d'environ 10 heures
pendant laquelle la population de cellules stagne à 2,5.105 C.mL'l. Cette étape est liée à
l'adaptation des cellules aux conditions de culture en bioréacteur.

Cette phase de latence est suivie par une phase d'augmentation de la concentration
cellulaire observée jusqu'à 50 heures de culture. La densité maximale en cellules viables
obtenue est de 11.105 c.ml,", ce qui est légèrement inférieur à la densité maximale en cellules
viables obtenue en flacons agités (12.105 c.ml.").

Enfin la phase de croissance est suivie par une phase de déclin de la concentration en
cellules viables en raison du décès cellulaire.
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Figure 13 .' Cinétiques de cultures en bioréacteur.
supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5% de SVF.

~ Décès cellulaire

Le profil d'évolution de la concentration en cellules mortes présente trois phases
distinctes visibles dans la figure 13.

La première phase jusqu'à 50 heures de culture correspond à une période où il n'y a
pas de décès cellulaire. La seconde phase est marquée par une aUFentation exponentielle du
nombre de cellules mortes qui passe de 0,5.105 c.ml," à 12.10 c.ml," entre la 50ème et la
100ème heure de culture. La dernière phase observée en fin de culture correspond à une
stagnation entre 12.105 c.mL·1 et 13.105c.ml," de la concentration en cellules mortes.

Les vitesses observées sont similaires à celles observées dans les cultures en flacons
agités. Il apparaît donc que les cellules de la lignée étudiée supportent de manière satisfaisante
l'extrapolation du flacon agité (500 mL) au réacteur agité (4 litres).
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III. 13) Production des ACM
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Figure 14 .. Production d'ACM en réacteur agité. Milieu de culture .. milieu RPMI
1640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5% de SVF.

Dans la figure 14, on peut décomposer l'évolution de la production des ACM en deux
phases distinctes.

La première phase correspond à une augmentation de la concentration en ACM dans le
milieu de culture au cours des 50 premières heures de culture pour atteindre une concentration
en ACM de 32 mg.L", Cette phase de production d'ACM est liée à la phase d'augmentation
de la concentration en cellules viables qui a lieu simultanément.

- ..~ La seconde phase correspond à une stagnation de la concentration en ACM présente
danslY milieu de culture à une valeur de 32 mg.L", Il n'y a plus de croissance cellulaire et les
hybridomes ne sécrètent plus d'ACM ce qui explique la stagnation de la concentration en
ACM.

III. 14) Etude métabolique en bioréacteur

A. Consommation de glucose et production de lactate:

~ Consommation de glucose

La concentration en glucose est la même dans toutes les cultures réalisées (11 mM ou
2 g.L-1

) .

L'évolution de la cinétique de consommation de glucose peut être observée dans la
figure 15. Il est consommé pendant la phase de croissance cellulaire qui se déroule au cours
des 50 à 60 premières heures de cultures. La concentration résiduelle de ce substrat est nulle
pendant le décès cellulaire. La fin de la phase de croissance cellulaire semble liée à
l'épuisement du glucose. Il semble donc que le glucose soit un facteur limitant de la
croissance cellulaire.
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Figure 15: Consommation de glucose et production de lactate en réacteur agité.
Milieu de culture: milieu RPMI 1640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5% de SVF.

c:> Production de lactate

On peut suivre l'évolution de la production de lactate dans la figure 15.

La concentration initiale en lactate est nulle au début de la culture et elle augmente
pendant la phase de croissance cellulaire au cours des 50 premières heures de culture pour
atteindre une concentration de 24 mM de lactate.

• Durant la phase de déclin de la culture, où il n'y a plus de glucose, la concentration de
lactate stagne à une valeur de 24 mM (la transformation du glucose par la voie glycolytique
n'est plus possible).

Le rendement glycolytique du glucose en lactate (Ylac/glc) est de 2 mole/mole.

B. Consommation de gIutamine et production d'ions ammonium:

c:> Consommation de glutamine

La concentration initiale en glutamine dans le milieu RPMI est de 2,5 mM.

On peut suivre l'évolution de la concentration en glutamine dans la figure 16. Cet
acide aminé est consommé complètement après 60 heures de culture. La fin de la phase de
croissance cellulaire semble liée à l'épuisement de la glutamine. Il semble donc que la
glutamine soit un facteur limitant de la croissance cellulaire.
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Figure 16: Consommation de glutamine et production d'ammoniaque en réacteur
agité. Milieu de culture: milieu RPM11640 supplémenté avec 2 mM de glutamine et 5% de
SVF.

~ Production d'ions ammonium

On peut suivre l'évolution de la production des ions ammonium dans la figure 16. La
concentration initiale est de 1,2 mM (ce qui est très élevé pour une concentration initiale).
Cette concentration augmente pendant la phase de croissance cellulaire où il y a
consommation de glutamine pour atteindre la valeur maximum de 3,5 mM après 60 h de
culture. Durant la phase de déclin en cellules viables où il n'y a plus de glutamine, la
conc~tration en ions ammonium stagne à 3,5 mM.

Le rendement de conversion global de la glutamine en ion ammonium YNH4+/GIn est de 0.9
mole d'ions ammonium par mole de glutamine consommée.

III.2) Comparaison d'une culture en flacon agité et en bioréacteur

En vue de futures cultures de la lignée RAMI 1 à grande échelle, il est important de
s'assurer que les hybridomes conservent un comportement similaire dans des systèmes de
culture de tailles différentes. Ainsi dans cette dernière partie nous allons comparer une culture
en flacon agité de 200 mL réalisée simultanément avec la culture en bioréacteur contrôlé et
régulé de 2 litres.

III.21) Conditions de culture

Le milieu utilisé pour ces deux cultures est le RPMI 1640 supplémenté avec 2 mM de
glutamine et 5% de SVF. Le bioréacteur représenté est celui étudié précédemment et la
culture en flacon agité a été réalisée simultanément avec les même cellules d'ensemencement.
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III.22) Cinétiques cellulaires

L'évolution de la concentration en cellules viables, en cellules mortes et en cellules totales
en fonction du temps pour la culture en flacon agité et en bioréacteur est représentée dans la
figure 17.
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Figure 17 : Comparaison des cinétiques de cultures enjlacon agité et en bioréacteur.
Milieu de culture: RPMI 1640 supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5% SVF.

c::> Croissance cellulaire

-: L'évolution des concentrations en cellules viables pour les deux types de cultures est
com~rable. Une période de latence d'une dizaine d'heures est suivie par la phase de
croissance exponentielle d'une durée de 40 heures. Les densités en cellules viables atteignent
une valeur maximale de 11.105 c.ml," pour la culture en bioréacteur et une valeur légèrement
supérieure de 12.105 c.mL·1 pour la culture en flacon agité. La phase de croissance est suivie
par la phase de déclin de la concentration en cellules viables liée au décès cellulaire.

Cette phase de déclin est identique pour les deux cultures avec une concentration
résiduelle en cellules viables de 2.105 c.ml," après 100 heures de culture.

c::> Décès cellulaire

L'évolution du décès cellulaire est proche entre les deux types de culture. Il existe un
écart au niveau de la phase d'augmentation exponentielle du nombre de cellules mortes. En
effet, cette phase est plus rapide pour l'expérience réalisée en flacon agité. Cette différence est
cependant minime et ne semble pas très significative.

c::> Conclusion

Du point de vue de la cinétique cellulaire, les hybridomes de la lignée RAMI 1
évoluent de la même façon en flacon agité et en bioréacteur. On a observé une bonne
extrapolation entre un volume de culture de 200 mL et un volume de 2 litres.
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III.23) Production des ACM
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Figure 18: Comparaison de la production d'ACM (mg.L- l

) en flacon agité et en
bioréacteur. Milieu de culture: milieu RPMI 1640 supplémemé avec 2 mM de glutamine et
5%deSVF.

L'évolution de la production des ACM pour les deux cultures est représentée dans la
figure 18.

La production des ACM est parallèle pour les deux cultures, elle est liée au
développement de la concentration en cellules viables puis est arrêtée au cours de la phase de
décès cellulaire. Il semble cependant que la production en bioréacteur soit plus élevée que
celle-en flacon agité (concentration maximum de 32 mg.L" contre 27 mg.L'I). Cependant,
cette,jifférence ne semble pas très significative quand on compare cette concentration
maximum (27 mg.L") en ACM en flacon agité avec les expériences précédentes (partie 2) où
dans les mêmes conditions on a obtenu des concentrations maximums de 28 et 32 mg.L" en
ACM. Cette différence peut s'expliquer par le manque de sensibilité du test ELISA.

III.24) Comparaison du métabolisme en flacon agité et en bioréacteur

A. Consommation de glucose et production de lactate:
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Figure 19: Comparaison de la consommation de glucose et de la production de
lactate en bioréacteur et enflacon agité. Milieu de culture: milieu RPMl 1640 supplémenté
avec 2 mMde glutamine et 5% de SVF.

~ Consommation de glucose

L'évolution de la consommation de glucose est représentée dans la figure 19. La
concentration initiale en glucose est la même dans les deux cultures réalisées avec une
concentration de II mM correspondant à 2 g.L- I

. L'évolution de ce substrat est voisine pour
les deux cultures avec une consommation qui se déroule au cours des 50 premières heures de
cultures pour le flacon agité et au cours des 70 premières heures de cultures pour le
bioréacteur, La concentration de ce substrat est nulle pendant la phase de décès cellulaire.

~ Production de lactate

Cette production est également représentée dans la figure 19. L'évolution de la
production de lactate est semblable pour les deux cultures réalisées. La production augmente
au cours des 50 premières heures de cultures pour atteindre un maximum de 24 mM pour la
culture en bioréacteur et environ 20 mM pour la culture en flacon agité. Durant la phase de
déclin cellulaire où il n'y a plus de glucose la concentration en lactate se stabilise à cette
concentration maximum car la voie glycolytique n'est alors plus possible.

Le rendement glycolytique du glucose en lactate (Yl.clgle) est de 1.7 mole/mole pour la
culture en flacon agité et 2 mole/mole pour le bioréacteur.
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B. Consommation de glutamine et production d'ions ammonium:
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Figure 20 : Comparaison de la consommation de glutamine et de la production d'ions
ammonium en bioréacteur et en flacon agité. Milieu de culture: milieu RPMI 1640
supplémenté avec 2 mMde glutamine et 5% de SVF.

~ Consommation de glutamine

L'évolution de la concentration en glutamine est représentée dans la figure 20. La
concentration initiale de ce substrat est de 2,5 mM pour les deux types de cultures. La
consommation de cet acide aminé est identique dans les deux cas et après 60 heures de culture
il p.e reste plus de glutamine dans les milieux de culture. Cette période correspond à la densité
maximale en cellules viables.

.. Il est intéressant de noter que la glutamine apparaît être limitante dans les deux
cultures, sa disparition coïncidant avec l'arrêt de la croissance cellulaire.

~Production d'ions ammonium

La concentration initiale en NH.t+ est voisine pour les deux cultures avec une
concentration de 1.3 mM pour le bioréacteur et de 0,8 mM pour le flacon agité. L'évolution
en NH4+ est similaire dans les deux cultures' et elle est liée à la consommation de la
glutamine.

Après épuisement, sa concentration se stabilise autour de 3,5 mM. dans les deux
cultures réalisées.

Le rendement de conversion global de la glutamine en ion ammonium YNH4+/GIn est
proche pour les deux cultures: 1.1 et 0.9 mole d'ions ammonium par mole de glutamine
consommée pour respectivement la culture en flacon agité et celle en bioréacteur.

III.25)Conclusion

Afin d'obtenir des comparaisons valables, les deux cultures ont été conduites en
parallèle avec les mêmes cellules et le même lot de milieu (milieu de base, glutamine et flacon
de SVF). De ce fait, la comparaison a été réalisée dans les meilleures conditions possibles et
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la reproductibilité des expériences nous apporte des résultats similaires entre le bioréacteur et
la culture en flacon agité. L'extrapolation de la culture de la lignée RAM!! au bioréacteur est
bien réalisable .

En complément des analyses effectuées pour cette étude, il serait intéressant de suivre
également la consommation des autres acides aminés afin de détecter d'éventuelles limitations
susceptibles d'engendrer l'arrêt de la croissance cellulaire.

-'
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La lignée RAMI 1 a été développée en vue de produire des ACM dirigés contre le
trichloroanisol e. L' objectif de ce travail était d 'étudier l'adaptation de cette lignée à des
conditions de culture se rapprochant de celles qu 'une utili sation industrielle pourrait
nécessiter en étudiant le comportement de cette lign ée dan s différent s mili eux de culture et e n
essayant d 'optimiser la production des ACM .

Dans un prem ier temps, le choix ainsi que la simplification du milieu de culture ont
don c été envi sagés afin de faciliter la production des ACM, de diminuer le coût des cultures et
de limiter les risques de contaminat ion. La procédure d 'adaptation à un milieu sans sérum de
vea u fœ tal a déjà autorisé l'abaissement de la concentratio n du sérum de 10% à 5% (v/v) ,
L' adaptation des cellules à un mil ieu plus pauvre ou sans sé rum est souvent une opérat ion
assez longue à men er à term e et doit donc être poursuivie.

Dans un deuxième temps, des cultures avec un mili eu supplémenté en diverses sources
azotées et en butyrate de sodium ont été réalisées dan s le but d 'observer l'impact sur les
cinétiques cellulaires et sur la production des ACM par la lign ée RAMI I. Les résultats
observés ne permettent pas de conclure à une augment ation conséquente de production de s
ACM. Il semble que l'hydrolysat de colza et la camosine ralentissen t le phénomène de décès
cellulaire et le butyrate de sod ium possède un effet inhibiteur sur la cinétique cellulaire .

Dans la dern ière partie, des cultures à différentes éc he lles (tlacons ag ités et
bioréacteur) ont ensuite perm is d 'étudier le comportement cellulaire dan s des volumes variant
de 250 ml à 2 1. La cinétique de croissance de la lignée RAMI 1 n 'appara ît pas être modi fiée
significat iveme nt par la taille du système de culture. Ainsi , la densité ma ximale atte inte est
d 'environ 12.105c/ml.

Enfin, l' analyse du métabolisme des hybridomes qu i a été effectuée à partir des
échan'ti llons prélevés durant la cul ture en réacteur et les cultures en tlacons agités a fourni des
informat ions intéressantes sur la lign ée étudiée. Ainsi l' arrêt de la pha se de prol ifération des
cellules viabl es semble être causée par l' épuisem ent du glucose et de la glutamine dans le
milieu.

Des données caractérisant la cinétique de croissance et le métabolisme de la lign ée
RAMI 1 sont donc maintenant disponibles et pourront êtres utilisées comme éléme nts de
compara ison pour évaluer son comportem ent dans des conditions de cultures différentes ou
après d 'éventuelles modifications génétiques de la lignée.

Pour cette ét ude, seul le mode discontinu (ou batch) a été testé. Il dem eure le procédé
le plus communément employé pour la production d ' ACM par cultures d 'hybridomes,
Cependant, ce mode de culture, bien que relativem ent simple de mise en œuvre, ne permet
d'obtenir que des productivités ce llulaires et d 'ACM limitées. En effet, l'expérimentation ne
peut , à aucun mom ent de la culture, contrôler l ' état de prolifération des cellules, ni leu r
production d'ACM . Or pou r la plupart des proc édés de culture en cellules animales, leur
optim isation d'un point de vue production d 'une prot éin e d ' intérêt est basée ess ent iellement
sur les potentialités d'un mili eu à maintenir une prolifération cellulaire sur des périodes
prolongées.
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D'autre part, les données cinétiques recueillies au cours de cultures discontinues ne
sont pas toujours suffisantes pour comprendre l'effet de différents paramètres de
l'environnement des cellules sur leur croissance, leur métabolisme et leur production d'ACM.
Il existe un mode de culture considéré comme le plus approprié pour la compréhension du
comportement des cellules en culture : le mode continu. En effet, il permet de maintenir des
conditions d'environnement cellulaire constantes et homogènes. Toutefois, ce mode de
culture présente l'inconvénient majeur d'être lourd de mise en œuvre. La durée importante
des expérimentations augmente les risques de contamination et peut induire des modifications
de la stabilité génétique des cellules.
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RESUME:

Nous avons étudié le comportement d'hybridomes producteurs d 'anti corps monoclonaux
dirigés contre le trich loroanisole, molécule responsable du « goût de bouchon » dans le vin.
Après avoir défin i les connaissances actuelles sur ce «goût de bouchon », les kits
immunologiques de l'industrie agroalimentaire, les anticorps monoclonaux et les hybridomes,
nous avons présenté les résultats des expérimentations réa lisées en flacons agités et en
bioréacteur, dans différents milieux de culture.
Des données caractérisant la cinétique de croi ssance et le métabolisme de la lignée
d 'hybridomes, ainsi que ses capacités de production des anticorps, sont maintenant
disponibles et pourront être utilisées comme éléments de comparaison pour évaluer le
comportement des hybridomes dans des conditions de cultures différentes ou après
d'éventuelles modifications génétiques de la lignée.
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