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@ Procédé perfectionné de fusions de cellules induites par pulsations électriques.

L'invention concerne un procédé perfectionné de fusions

e cellules induites par pulsations électriques, procédé caracté-

risé par le fait qu'il consiste & faire pousser les cellules sur un

support sous forme particulaire et & soumettre ledit support

ainsi recouvert de cellules, dans un milieu de pulsation & une

série d'impulsions d'un champ électrique d'une facon connue
en soi.

Mise en ceuvre possible par écoulement des « billes » (B) en
suspension dans le milieu de pulsation dans une conduite 2
sur laquelle on applique le champ électrique E-G pour la
récupération en 4.
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La présente invention concerne un procédé perfectionné
de fusions de cellules induites par pulsations électrigues.

On sait que la technique de fusion cellulaire permet
la réalisation de nouvelles espéces hybrides ol se retrouvent
les caractéres des cellules parentales. Cela permet donc de
transférer les avantages des deux parents au niveau de 1l'hybride
sous réserve d'une sélection ultérieure. Ainsi la recherche
de nouvelles espéces cellulaires alliant les avantages de
cellules déja existantes est un théme prioritaire dans le
domaine de la biotechnologie. On peut donc considéier 1'hybri-
dation cellulaire comme une forme d'ingénierie génétique.

Au cours des dernidres décennies, deux techniques de
fusion cellulaire furent développées. Elles font toutes deux
appel & des agents exogénes ou fusogénes d'origine virale
(comme le virus de Sendai) ou chimique (comme le polyéthyléne
glycol : PEG). Les modes d'action de ces procédés restent mal
définis et leur caract@re empirique n'a conduit qu'ad des rende-
ments faibles en hybrides viables (environ un hybride viable
pour 100.000 cellules parentales au mieux) du fait que l'agent
exogéne ou fusogdne a souvent un effet létal sur les cellules.

On notera au surplus que 1l'élimination ultérieure de
la substance exogéne du milieu de culture reste aléatoire et
qu'un autre inconvénient de ces deux techniques réside dans
1'absence de la définition de la cible de cette substance
exogeéne.

Plus récemment, on a proposé une nouvelle technique,

4 savoir celle de l'électrofusion. Les premiers travaux
faisaient appel au couplage diélectrophorése—pulsationséiec—
triques appliqué a des cellules en suspension dans un milieu
approprié dit "milieu de pulsation" (isotonique pour les
cellules ne comprenant aucun ion minéral mais des enzymes
protéolytiques).

Dans la plupartrdes cas, les cellules sont préalable-
ment traitdes par des enzymes protéolytiques (de type pronase
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ou neuramidase) perdant ainsi leurs caractéres antigéniques.
Des travaux ultérieurs ont montré gu'il était possible
d'utiliser la technique de la pulsation électrique directement
sur des celltles non préalablement traitées poussant en mono-
couches et fixées sur des boites de Petri. Dans ces conditions,
le milieu de pulsation ne comprend pas d'enzymes protéolytiques
mais des ions minéraux notamment du tampon phosphate et du
chlorure de magnésium. On a alors constaté qu'un meilleur
contact s'établissait naturellement entre les cellules et que
1'on obtenait ainsi un taux d'hybridation de l'ordre de
100 fois supérieur comparé & celui obtenu par les techniques
antérieures.
Une des théories avancées pour expliquer une telle augmentation de
rendement consiste & dire que lorsqu'il est appliqué a une
suspension cellulaire, un champ électrique induit un potentiel
membranaire qui dépend de la taille des cellules, de leur
forme et de l'intensité de ce champ. Or, il est connu que des
pores réversibles sont induits par des valeurs intenses des
potentiels membranaires, pores créés par la crolssance en
taille de défauts de structure de la matrice lipidigue. On
peut donc émettre 1'hypothése que le champ électrigue induit
un potentiel membranaire-.dans le cas des cellules en culture
et qu'au-deld d'un certain seuil, ce dernier déclenche le
phénoméne d'ouverture de pores et la création de canaux dont
la taille va croitre tant que le champ est appliqué. Ces
canaux se referment aprés l'impulsion. Si les cellules sont
alors en contact, un mécanisme de fermeture intercellulaire
induisant la fusion entre en compétition avec le mécanisme
de fermeture intracellulaire classigue, ce qui expliquerait
la raison pour laquelle la fusion cellulaire est, non seulement
possible, mais favorisée. D'ol 1'importance gqufil faut attri-
buer 3 la mise en contact des cellules en culture.

La présente invention se propose donc d'augmenter
encore la capacité de cette "électrcfusion” en volume de
cellules traitées par l'utilisation de cultures sur micro-

porteurs.
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Le procédé perfectionné selon l'invention est alors
essentiellement caractérisé par le fait qu'il consiste &
faire pousser les cellules sur un support sous forme particu-=
laire et & soumettre ledit support ainsi recouvert de
cellules, dans un milieu de pulsation & une série d'impulsions
d'un champ électrique d'une fagon connue en soi.

Suivant d'autres caractéristiques de l'invention :

- le support est en une substance naturelle ou synthé-
tique, connue pour &tre non cytotoxique et non inhibitrice de
divisions cellulaires ;

- le support est un solide ou un liguide non miscible
aux milieux de culture et de pulsation ;

- le support est avantageusement sous forme de billes
ou de petites sphéres ; .

- la dimension particulaire ou la granulométrie du
support est avantageusement au-dela de 100 um ;

- le support est du type résine synthétique choisie
parmi les polyméres de la classe des polyéthylénes, polydex-
tranes, polystyrénes ;

- le support est choisi parmi les substances minérales,
naturelles ou manufacturées du type verre ;

- les milieux de culture et de pulsation sont choisis

parmi les milieux généralement utilisés et connus en soi.

D'autres caractéristiques et les avantages de 1l'inven-
tion ressortiront plus clairement de la description qui va
suivre donnant un exemple de mise en oeuvre de l'invention :

Exemple ,
Au sein d'une boite de culture du type connu sous le

nom de "boite de culture Nunc",d'un diamétre de 50 mm, on
dispose un lit de billes de polyéthyléne d'un diamétre de

200 um (telles que celles vendues sous le nom de "billes
Biosilon") représentant un volume d'environ 0,2 ml et 1,8 ml
d'un milieu de culture & base, par ekemple, d'un milieu
minimum de Bagle, de 8 % de sérum de veau nouveau-né,
pénicilline, streptomycine et L-glutamine. Les cellules dans
12 cas du présent exemple illustratif de l'invention sont des
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cellules d'ovaires de hamster chinois (CHO). Il est bien
entendu gque l'on peut cultiver d'une manigre similaire,
toutes cellules de méme lignée ou de lignées différentes

3 1'effet d'obtenir la formation aussi bien de polycaryons
que d'hétérocaryons.

Aprés une heure d'incubation & 37°C dans une atmos-
phere de 5 % CO, et 95 % air (enceinte Heraeus), on ajoute
1 ml de suspension cellulaire en croissance exponentielle
{concentration 3,2 1&SC/ml). La culture est mise & incuber
pendant plusieurs jours 3 37°C en atmosphére CO,-air. Les
billes sont alors récupérées, lavées dans du milieu de pulsa-
tion puis remises en suspension dans ce dernier milieu.
Celui-ci consiste, par exemple, en 10 mM phosphate, pH 7,2,
1 mM MgCl et 250 mM saccharose.

Oon dépose alors 200 pl de cette suspension de billes
dans une cellule de pulsation de tout type approprié comprenant
deux électrodes paralléles en acier inoxydable et distantes
1'une de l'autre de 5 mm. On soumet la suspension a 5 impul-
sions d'un champ électrique d'une intensité de 2 kvV/cm d'une
durée de 100 p sec. a des intervalles de 1 seconde puis on
transfére, par exemple a l'aide de cones "Pipetman" la
suspension dans du milieu de culture (environ 2 ml) et on fait
incuber pendant 2 heures.

Toutes ces opérations sont conduites & la manidre
habituelle sous une hotte a flux laminaire.

En vue de leur analyse, on fixe ensuite les cellules,
de facon connue en soi, au moyen d'un mélange éthanol/formal-
déhyde/acide acétique et on les conserve dans un mélange
eau/éthanol.

Pour 1'examen, la coloration est réalisée au "bleu
de Giemsa" et l'observation, sous microscope inversé, est
faite sans contraste de phase et 1a fusion est visualisée
comme on le sait, par 1' existence de cellules polynucléées
n'existant pas dans la culture initiale.

On constate gue l'index de fusion atteint 40 3

comparé au niveau spontané de 8 %.
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Il va de soi que la présente invention n'a été décrite
et illustrée qu'a titre purement explicatif et nullement limi-
tatif et que toute medification utile équivalente pourra y
&tre apportée sans sortir de son cadre.

C'est ainsi que l'exemple ci-dessus n'est absolument
limité ni au choix des billes-supports gqui n'ont aucun carac-
tére spécifique en elles-mémes, ni au choix des cellules.

En effet, le procédé de l'invention s‘'applique a tous
les types de support ou systémes de supports répondant aux
critéres énoncés ici et sur lesquels les cellules peuvent
pousser et établir des contacts cellulaires. Il s‘applique
aussi & toute culture cellulaire en vue de l'obtention
d'hybrides stables et viables et pour l'cbtention d‘homo- et
d'hétérocaryons. )

On notera aussi que le procédé de 1l'invention peut
&tre mis en oeuvre sur un milieu dit "en écoulement", comme
illustré sur le schéma annexé.

On a représenté sur ce schéma(en 1)un réservoir de
stockage du milieu de pulsation dans lequel les billes (B)
sont finalement mises en suspension comme décrit a 1'exemple
ci-dessus. Ce milieu est mis en circulation (écoulement) dans
le conduit(2)en régime contrdlé par une mise en dépreésion
contrdlée (3) de l'enceinte de récupération (4)dans lagquelle
débouche ledit conduit(2).Au cours de cet écoulement, ce
milieu est soumis aux impulsions duchamp électrigue entre les
électrodes (B) alimentées par le générateur(G).
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REVENDICATIONS

1. Procédé perfectionné de fusions de cellules
induites par pulsations électriques, procédé caractérisé
par le fait qu'il consiste & faire pousser les cellules
sur un support sous forme particulaire et a soumettre
ledit support ainsi recouvert de cellules, dans un milieu
de pulsation & un série d'impulsions d'un champ électrique

d'une fag¢on connue en soi.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé
par le fait que le support est en une substance naturelle
ou synthétique connue pour &tre non cytotoxique et non

inhibitrice de divisions cellulaires.

3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé
par le fait que le support est un solide ou un liquide

non miscible aux milieux de culture et de pulsation.

4. Procédé selon l'une des revendications 1 a 3,
caractérisé par le fait gue le support est sous forme de
billes ou de petites sphéres.

5. Procédé selon l'une guelcongque des revendications
1 & 4, caractérisé par le fait gue la dimension particulaire
ou la granulométrie du support est avantageusement au-dela
de 100 um.

6. Procédé selon l'une quelconque des revendications
1 4 5, caractérisé par le fait que le support est du type
résine synthétique choisie parmi les polyméres de la classe
des polyéthylénes, polydextranes, polystyrénes.

7. Procédé selon l'une quelcongue des revendications
1 4 5, caractérisé par le fait que le support est choisi
parmi les substances minérales, naturelles ou manufacturées

du type verre.

8. Procédé selon l'une quelconque des revendications
1 a 7, caractérisé par le fait gue les milieux de culture et
de pulsation sont choisis parmi les milieux généralement

utilisés et connus en soi.
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