Office de la Proprieté Canadian

Intellectuelle Intellectual Property
du Canada Office

Un organisme An agency of
d'Industrie Canada Industry Canada

CA 2478125 C 2013/05/07

(11)(21) 2478 125

(12 BREVET CANADIEN
CANADIAN PATENT
13) C

(86) Date de déepot PCT/PCT Filing Date: 2003/03/07

(87) Date publication PCT/PCT Publication Date: 2003/09/138
(45) Date de délivrance/lssue Date: 2013/05/07

(85) Entree phase nationale/National Entry: 2004/09/07

(86) N° demande PCT/PCT Application No.: FR 2003/000/735
(87) N° publication PCT/PCT Publication No.: 2003/0/6601
(30) Priorité/Priority: 2002/03/08 (FR02/02945)

51) Cl.Int./Int.Cl. C72N 5/077(2010.01),
A6TK 39/12(2006.01), C12N 7/00(2006.01)

(72) Inventeurs/Inventors:
PAIN, BERTRAND, FR;
GUEHENNEUX, FABIENNE, FR

(73) Proprietaire/Owner:
VIVALIS, FR

(74) Agent. NORTON ROSE CANADA
S.EN.CR.L,S.RL/LP

(54) Titre : LIGNEES DE CELLULES AVIAIRES UTILES POUR LA PRODUCTION DE SUBSTANCES DINTERET
(54) Title: AVIAN CELL LINES FOR THE PRODUCTION OF USEFUL SUBSTANCES

(57) Abréegée/Abstract:

La presente invention se rapporte a un procede d'obtention de lignees cellulaires aviaires, comprenant un sevrage progressif ou
total des facteurs croissance, du serum et/ou du tapis nourricier de sorte gue les lignees etablies sont des cellules adherentes ou
non-adherentes capables de proliferer indefiniment dans un milieu de culture de base. L'invention porte aussi sur les cellules
derivant de telles lignees qui sont particulierement utiles pour la production de substances d'interet.

C an a dg http:vopic.ge.ca - Ottawa-Hull K1A 0C9 - atp.//cipo.ge.ca OPIC

OPIC - CIPO 191

,
L
X
e
e . ViNENEE
L S S \
ity K
.' : - h.l‘s_‘.}:{\: .&. - A L~
.
A

A7 /7]
o~




\&

03/0

=

01 Al

CA 02478125 2004-09-07

(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION
EN MATIERE DE BREVETS (PCT)

(19) Organisation Mondiale de la Propriété
Intellectuelle

Bureau international

(43) Date de la publication internationale

18 septembre 2003 (18.09.2003)

(51) Classification internationale des brevets’ : C12N 5/06,
5/10

(21) Numéro de la demande internationale :
PCT/FR0O3/00735

(22) Date de dépot international : 7 mars 2003 (07.03.2003)

(25) Langue de dépot : francais

(26) Langue de publication : francais
(30) Données relatives a la priorité :

02/02945 8 mars 2002 (03.03.2002) FR

(71) Déposant (pour US seulement) : VIVALIS [FR/FR]; Lieu-
dit la Corbiere, F-49450 Roussay (FR).

(72) Inventeurs; et

(75) Inventeurs/Déposants (pour US seulement) : PAIN,
Bertrand [FR/FR]; 4 bis, place Bir-Hakeim, F-69003
Lyon (FR). GUEHENNEUX, Fabienne [FR/FR]; 115,
avenue de la Ferriere, 44700 Orvault (FR).

(74) Mandataires : MARTIN, Jean-Jacques. etc.; Cabinet
Regimbeau, 20 rue de Chazelles, F-75847 Paris Cedex 17
(FR).

(81) Etats désignés (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ,
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ,

PCT

(10) Numéro de publication internationale

WO 03/076601 Al

DE, DK, DM, DZ, EC, ELE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM,
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, L.C, LK,
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX,
MZ, NI, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE,
SG, SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ,
VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

Etats désignés (régional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE,
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet
européen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EL, ES, FI,
FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, SI, SK,
TR), brevet OAPI (BE, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

(84)

Déclaration en vertu de la régle 4.17 :
relative a la qualité d’inventeur (regle 4.17.iv)) pour US
seulement

Publiée :

avec rapport de recherche internationale

avant ['expiration du délai prévu pour la modification des
revendications, sera republiée si des modifications sont
recues

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrévia-
tions, se référer aux "Notes explicatives relatives aux codes et

abréviations"” figurant au début de chagque numéro ordinaire de
la Gazette du PCT.

(54) Title: AVIAN CELL LINES FOR THE PRODUCTION OF USEFUL SUBSTANCES

(54) Titre : LIGNEES DE CELLULES AVIAIRES UTILES POUR LA PRODUCTION DE SUBSTANCES D’INTERET

(57) Abstract: The invention relates to a method for production of avian cell lines, comprising a progressive or total separation

particularly of use in production of useful substances.

\& of growth factors, from the serum and/or from the feeder layer such that the lines established are adherent or non-adherent cells

L~ ca

pable of indefinite proliferation in a base culture medium. The invention further relates to cells derived from said lines which are

(57) Abrégé : La presente invention se rapporte a un procede d’obtention de lignees cellulaires aviaires, comprenant un sevrage
o progressii ou total des facteurs croissance, du serum et/ou du tapis nourricier de sorte que les lignees etablies sont des cellules
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Lignées de cellules aviaires utiles pour la production de substances d’intéret

La présente invention se rapporte & un procédé d’obtention de lignées cellulaires aviaires,
notamment des cellules souches aviaires, comprenant un sevrage progressif ou total des
facteurs de croissance, du sérum et/ou du tapis nourricier. Ces lignées éEtablies
spontanément sont des cellules adhérentes ou non-adhérentes capables de proliférer
indéfiniment dans un milieu de culture de base. L’invention porte aussi sur les cellules

dérivant de telles lignées qui sont particuliérement utiles pour la production de vaccins et

de substances d’intérét.

Les cellules souches sont des cellules identifiées par leur mise en culture in vifro a
partir d’un embryon, d’une partie d’un embryon ou méme d’un tissu adulte. Par
cellule souche, on entend toute cellule pluripotente d’origine embryonnaire ou adulte
qui présente une capacité d’autorenouvellement et capable de donner des cellules
différenciées spécialisées. En d’autres termes, toute cellule non cancéreuse capable
de se diviser indéfiniment en culture et de donner une cellule fille présentant la
méme capacité de prolifération et de différenciation que la cellule mere dont elle est
issue. Ces cellules isolées présentent des caractéristiques morphologiques et

immuno-cytochimiques particuliéres. On peut également distinguer la notion de :

- Cellules souches embryonnaires (cellules CES), cellules souches qui ont la
particularité d’étre obtenues a partir de la mise en culture de parties ou de
’ensemble d’un embryon trés précoce (stade blastula). Ces cellules CES
présentent in vitro toutes les caractéristiques d’une cellule souche, et in vivo

la capacité unique de contribuer a la morphogenése d’un embryon et de
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participer 4 la colonisation germinale quand elles sont réimplantées de

quelque maniére que cela soit dans un embryon receveur.

- Cellules souches somatiques (CSS), cellules qui ont toutes les
caractéristiques des cellules souches lorsqu’elles sont cultivées in vitro,
mais qui contrairement aux cellules CES n’ont pas la potentialit¢ de
coloniser in vivo les gonades aprés injection dans un embryon. Elles
contribuent uniquement a la morphogénése des tissus somatiques dans

I’embryon.

A DPinverse des cellules primaires déja différenciées, les cellules souches ne
présentent pas un état de différenciation morphologique caractéristique facilement
identifiable (fibroblaste, adipocyte, macrophage, etc...), mais sont plutot
caractérisées par un état de prolifération et de non différenciation. Cet état se traduit
par différents comportements comme une prolifération rapide in vifro, une
morphologie caractéristique, la présence de différents marqueurs, des besoins en
facteurs de croissance variables et une aptitude a répondre a des stimuli d’induction
de différenciation particuliers. Elles ne sont pas sensibles a la sénescence réplicative,
période critique pour un grand nombre de cellules primaires différenciées, dont les

fibroblastes par exemple.

Pour le maintien in vitro des cellules souches aviaires pendant des périodes de temps

importantes, il faut respecter des conditions de culture et d’entretiens spécifiques telles

que décrites dans Pain et al., 1996; US 6,114,168 et EP 787 180.

[.a mise en culture in vitro d’une cellule primaire dans des conditions satisfaisantes de
milieu et de facteurs de croissance lui permet de proliférer seulement pendant un certain

nombre de passage. Cette cellule peut étre obtenue directement d’un tissu dissoci€ ou
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d’une partie de ce tissu. Ce nombre de passage est néanmoins tres dépendant de I"espece
animale considérée, de 1’origine du tissu, de 1’Age de 1’organisme donneur, etc... . Dans la
plupart des cas, la prolifération cellulaire observée in vitro ralentit progressivement puis

les cellules cessent de proliférer.

Cet arrét correspond souvent 4 une sénescence réplicative, connue sous le terme de limite
de Hayflick. Cet arrét serait le résultat de I’action d’une véritable horloge moléculaire
dont un des acteurs clefs serait la longueur des téloméres. Les télomeres sont des
séquences répétées situées a I’extrémité des chromosomes. Le raccourcissement de ces
structures nucléotidiques répétitives est la conséquence de la réplication du DNA sur un
mode semi conservatif. En I’absence de I’enzyme télomérase, en charge d’ajouter les
séquences répétées a I’extrémité des chromosomes, un point de non-retour est atteint
quant & la taille des téloméres, point au-deld duquel est déclenché un meécanisme
moléculaire encore inconnu d’activation de génes impliqués dans le contrdle du cycle
cellulaire. Les cellules seraient alors bloquées en phase G1 dans leurs divisions et
cesseraient de proliférer. De nombreux acteurs semblent intervenir dans ce contrdle
négatif du cycle cellulaire comme les différentes cyclines, les kinases spécifiques, les
protéines RB, P53, les facteurs de transcription spécifiques comme E2F et bien d’autres
(mdm2, BTG, p21,...). A I'inverse, ’enzyme télomérase peut donc €tre vue comme un
acteur central de 1’immortalité cellulaire, car elle maintient la longueur des télomeéres et

donc rend insensible la cellule a cette perte engendrée par les divisions successives.

Dans un organisme en développement et au cours de la vie de cet organisme, seuls
quelques types cellulaires, dont certains lymphocytes présentent une expression
permanente de la télomérase. Cette activité semble également €tre une des caracteristiques
des cellules souches, & la fois au niveau somatique (CSS) et au niveau germinal. Cette
propriété d’expression, de maintien d’expression ou de ‘réveil’ d’expression de I’activité
télomérase est également souvent associée au caractere immortel d’une cellule maintenue
in vitro. A ce jour, de nombreuses cellules cancéreuses sont également détectées positives
pour 1’activité télomérase. Cette activité serait en partie responsable de la capacité de

prolifération incontrdlée des cellules tumorales in vivo.
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Cette activité télomérase est, dans tous les cas, un excellent marqueur du caractere cellule
souche ainsi que du lignage germinal et de la capacité d’une cellule a devenir immortelle.

Deux criteres sont donc utilisés : activité de la télomérase et la taille des télomeres.

Dans une perspective d’établissement et de fagon trés schématique, d’apres la littérature et
les résultats déja disponibles dans de nombreux laboratoires, 1’établissement de lignées
cellulaires peut étre réalisé selon deux voies: un établissement spontané résultant de
dommages génétiques intrinséques non induits ou un établissement provoqué, mduit par
[*utilisation de virus, rétrovirus ou par d’autres moyens tels que des agents chimiques, des
irradiations, des U.V (Ultra-Violet)... . Au niveau des mammiféres, par exemple,
[’établissement des cellules de rongeurs (souris, rat, ...) est reconnu comme assez facile
de facon spontanée, par contre, la situation est toute autre pour les cellules humaines,

quelque soit leur origine tissulaire (Smith and Pereira-Smith, 1996).

Ainsi, lorsque 1’on souhaite dériver des lignées cellulaires des cellules souches aviaires
mentionnées ci-dessus en vue de produire en masse des substances d’intérét in vitro, le
probléme est de pouvoir maintenir des cellules en culture dans un milieu économique tout

en évitant les écueils tels que la différenciation et la sénescence cellulaire.

Au niveau aviaire, il est en général admis que 1’établissement de cellules primaires est un
événement rare, voire quasi inexistant. La seule exception notable publiée semble €tre la
lignée DF-1 qui résulte de I’immortalisation décrite comme spontanée de fibroblastes de
poulet (Foster et al., 1991 ; brevet US 5,672,485, N° ATCC CRL 12203). Au niveau de
cette lignée, des articles récents mentionnent les premiers €éléments de deérégulation

observée (Kim et al., 2001a ; Kim et al., 2001b).
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Dans le processus d’immortalisation, une premiére étape conduit la cellule en
prolifération vers la limite de Hayflick, qui selon les types cellulaires se situe entre 10 et
50 passages. Un premier événement mutationnel spontané a alors lieu qui permet a la
cellule de franchir ce premier blocage, événement qui affecte souvent les génes p53, pRb,
... . Les cellules continuent donc de proliférer jusqu’au moment ot un deuxiéme blocage
intervient qui est en général levé par de nouvelles mutations dans d’autres genes et par

’activation de la télomérase, souvent observee.

Au niveau aviaire, il est en général admis que I’établissement de cellules primaires
immortelles est un événement quasi inexistant. C’est pourquoi un nombre important de
lignées ont été obtenues par la mise en culture de cellules tumorales, souvent directement
prélevées a partir d’une biopsie de la tumeur. Cette obtention in vifro est en fait le résultat
de I’altération in vivo de certains génes, responsables de 1’apparition de la tumeur. Un
exemple est fourni par la lignée fibroblastique SB-CEV-1, isolée a partir de la mise en
culture d’une tumeur viscérale d’un animal. (ATCC N° CRL 10497, brevet US N°
5,846,527). Cette approche est grandement facilitée par I’existence d’un trés grand
nombre de virus et rétrovirus aviaires, identifiés, isolés et souvent caractérisés au niveau
moléculaire. Souvent oncogéniques par leur action directe ou indirecte (activation d’un
oéne endogéne transformant lors de leur intégration, expression de la (ou les) protéine
oncogénique endogéne au virus), ces virus provoquent des tumeurs, des lésions, ainsi
I’obtention de lignées cellulaires dans différents lignages différenciés est possible a partir
de la mise en culture des organes infectés des animaux. L’utilisation in vifro de ces virus
et rétrovirus, isolés in vivo, a été développée de fagon complémentaire. On peut ainsi citer

de facon non exhaustive :

- les lignées lymphoblastoides DT40 et DT95, obtenues en présence du virus de la
leucose aviaire (ALV) et dans lesquelles le locus myc est activé (Baba et al., 1935,

ATCC, N°CRL 2111, CRL N° 2112) ,

- 1a lignée lymphoblastoide de dinde MDTC-RP19, établie avec le virus de la maladie
de Marek (US N° 4,388,298, ATCC N° 8135),
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- la lignée lymphoblastoide ConA-C1, établie avec le virus REV (Reticuloendothelial
virus, ATCC N° 12135, US N° 5,691.200)

- la lignée myélomonocytaire BM2 établie avec le virus MH2 (Liu et al., 1977, brevet

US N°5,388,680),

- et toute une série de lignées hématopoiétiques obtenues avec différents virus,

o lalignée érythroblastique HD4 (6C2), obtenue avec le virus AEV

o la lignée monocytaire HD11 (Beug et al., 1979), obtenue avec le virus

MC29

o la lignée granulocytaire HD13 (Golay et al., 1988), obtenue avec le virus
E26

o la lignée hématopoiétique mixte HD57 (Metz and Graf, 1991) également

obtenue avec le virus E26

Cependant, le probléme dans ces approches de transformation est I’obtention de cellules
qui produisent des virus et portent le génome activé des virus et rétrovirus utilisés. Ces
activations et cette présence virale sont des freins a leur utilisation industrielle comme
support de réplication pour des virus d’intérét ou pour la production de protéines

spécifiques dans des conditions optimales de sécurité.

Une autre approche de sur-expression d’oncogenes, de génes immortalisants (géne E1A
de 1’adénovirus, ’large T> du polyome SV40, etc...) ou de fragments de genes a
également permis d’obtenir des lignées a partir de cellules primaires déja diftérenci€es.
Ces éléments peuvent étre introduits dans les cellules par simple transtection de vecteur
permettant 1’expression de la partie immortalisante, mais €galement introduits via les
virus ou rétrovirus modifiés génétiquement pour exprimer ces €léments immortalisants.

I’origine des immortalisants peut étre aviaire ou non, virale ou non. Le tropisme pour les
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cellules aviaires pouvant étre d’ailleurs lié au virus originel ou également modifié. A titre
d’exemple, la lignée TDF-2A de fibroblastes de canard est ainsi obtenue par introduction
d’un premier géne immortalisant puis d’un geéne anti-apoptotique (Guilhot et al., 1993,
brevet US 6,255,108). D’autres méthodes ont été¢ développées, comme la sur-expression

5 de p53 (Foster et al., brevet US N° 5,830,723).

En outre, ’action de carcinogénes chimiques directement sur 1’animal selon différents

modes d’administration a permis entre autres 1’obtention

- des lignées QT6 et QT35, de fibroblastes de caille (Moscovici et al., 1977, ATCC
N° CRL 1708),

10 - de la lignée d’hépatocyte de poulet LMH (Kawaguchi et al., 1989, ATTC N° CRL
2117),

- de lalignée CHCC-OU2 de fibroblastes de poulet (ATCC, N° CRL 12302, Brevet
US N° 3,989,8053).

Par événement d’immortalisation, on entend différentes actions comme :

15 - ’action de stress oxydatifs, thermiques, chimiques capables d’induire des

modifications de la physiologie des cellules et/ou des mutations,

- 1’action des produits de geénes spécifiques dans la physiologie des cellules comme
certains génes immortalisants (oncogenes, proto-oncogenes, genes du cycle

cellulaire, génes anti-apoptiques, etc...),

20 - la destruction ciblée par recombinaison ou inactivation fonctionnelle d’anti-
oncogenes, de génes apoptiques, de génes suppresseurs de tumeurs, de génes anti-
prolifératifs menant a4 une dérégulation fonctionnelle du cycle cellulaire ou de la

physiologie de la cellule,

- le contrble de génes de prolifération par leur blocage fonctionnel, etc...,

25 - D’action de rayonnements (UV, gamma, X, etc...),
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- 1’action de mutagénes chimiques (substances endommageant I’ADN, substances

analogues de facteurs de croissance, etc...),

- D’action conjuguée de ces différentes actions prises séparément.

Dans le cadre de ’invention, on a trouvé que le sevrage des facteurs de croissance, du
sérum et/ou du tapis nourricier conduit a 1’isolement de populations de cellules souches,
notamment de cellules souches somatiques, pouvant croitre indéfiniment dans des milieux

de culture de base.

En outre, hormis les cellules souches hématopoiétiques qui sont pour la plupart des
cellules non adhérentes, la majorité des cellules, obtenues selon les techniques de 1’art
évoquées ci-dessus (fibroblastes, hépatocytes, etc...), présentent un phénotype adhérent.
Or, I’utilisation industrielle des cellules, comme support de réplication virale, privilégie
les cellules non adhérentes. Ce phénotype est intéressant tant pour des raisons de facilité
de manipulation qui évite I’usage d’enzyme protéolytique de dissociation que pour les

densités importantes atteintes par les cellules non-adhérentes cultivées in vitro.

La présente invention décrit I’obtention de lignées qui peuvent devenir non-adhérentes
spontanément ou pour lesquelles la non adhérence a été obtenue par un sevrage du tapis
nourricier. Du fait de leur croissance en suspension, ces lignées sont parfaitement

adaptées A une utilisation industrielle pour la production de substances d’intérét dans des

bioréacteurs.

En plus de leurs propriétés a croitre sur milieu de culture de base, on a découvert que ces
lignées cellulaires permettent la réplication de certains virus a des rendements équivalents
voire supérieurs aux rendements obtenus avec les procédés en cours; ce qui rend ces

cellules particuliérement utiles pour la production en masse de vaccins.
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Description

Ainsi, dans un premier aspect, la présente invention se rapporte a un procédé d’obtention

5  de lignées cellulaires aviaires, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

a) mise en culture de cellules aviaires dans un milieu comportant 1’ensemble

des facteurs permettant leur croissance et un tapis nourricier inactivé (feeder).

b) passage en modifiant le milien de culture de sorte a obtenir un sevrage

progressif ou total desdits facteurs, du sérum et / ou du tapis nourricier,

10 c) établissement de lignées cellulaires adhérentes ou non-adhérentes capables
de proliférer dans un milieu de base en I’absence de facteurs de croissance exogenes,

de sérum et/ou du tapis nourricier inactive.

Dans le cadre de I’invention, on entend par « établissement d’une lignée », le maintien de
15  cellules en culture in vitro sur une période considérable de temps. Avantageusement, les
cellules issues des lignées obtenues a 1’étape c) sont capables de proliférer pendant au
moins 50 jours, 100 jours, 150 jours, 300 jours ou de préférence au moins 600 jours. Les
600 jours ne constituent pas une limite temporelle car les lignées cellulaires obtenues sont
toujours vivantes apres des périodes de temps bien plus longues. Dés lors, ces lignees sont
20 considérées comme pouvant croitre indéfiniment en milieu de culture de base dépourvu
de facteurs de croissance exogénes, de sérum et/ou du tapis nourricier inactivé. Par
« lignée », on entend toute population de cellules capables de proliférer indétiniment en
culture in viftro en gardant peu ou prou les mémes caractéristiques morphologiques et

phénotypiques.
25

Les cellules issues des lignées selon I’invention peuvent €tre des cellules souches aviaires,

notamment des cellules souches somatiques aviaires.
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Les cellules souches selon l'invention peuvent servir pour dériver des lignées de cellules
différenciées. En effet, ces cellules souches présentent la propriété d’étre pluripotentes,
c’est & dire qu’elles ont les potentialités pour étre induites dans de multiples voies de

différenciation, caractérisables par différents marqueurs spécifiques.

Ces cellules peuvent également étre des cellules précurseurs, qui correspondent aux
cellules d’un tissu adulte ou embryonnaire partiellement différenciées par opposition a
une cellule souche et qui est capable de se diviser et de donner des cellules plus
différenciées. Par « cellule différenciée », on entend toute cellule d’un tissu adulte ou
embryonnaire spécialisée, présentant des marqueurs spécifiques ou remplissant des
fonctions physiologiques sbéciﬁques. Il est possible, dans un aspect particulier de
’invention, notamment pour des isolats particuliers ou des clones issus d’un i1solat
particulier obtenu au cours de 1’établissement, que ces cellules souches puissent
contribuer a la lignée germinale. Dans ce cas, ces cellules souches établies en lignées

seraient des cellules souches embryonnaires.

Bien entendu, le procédé mentionné ci-dessus permet d’obtenir des clones cellulaires
issus des cellules provenant des lignées établies. Ces clones sont des cellules

génétiquement identiques a la cellule de laquelle elles dérivent par division.

Dans un mode de réalisation particulier, I’invention porte sur un procédé tel que défim
précédemment, dans lequel les lignées établies sont des cellules souches adhérentes qui

proliféerent en 1’absence du tapis nourricier inactive.

A ce titre, dans le procédé décrit ci-dessus, 1'étape b) consiste en un sevrage des
composants du milieu (facteurs de croissance seulement ou sérum seulement ou facteurs

de croissance puis sérum ou encore sérum puis facteurs de croissance).
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Dans un autre mode de réalisation, ’invention porte sur un procédé tel que défim
précédemment dans lequel les lignées établies sont des cellules souches non adhérentes

qui proliferent en suspension dans un milieu dépourvu de facteurs de croissance exogenes.

A ce titre, dans le procédé décrit ci-dessus, I'étape b) consiste en un sevrage progressif ou
total du tapis nourricier puis éventuellement a un sevrage des autres composants du

milieux (facteurs de croissance et sérum).

Dans un autre mode de réalisation, ’invention porte sur un procédé tel que défini
précédemment dans lequel les lignées établies sont des cellules souches non adhérentes

qui proliférent en suspension dans un milieu dépourvu de sérum (milieu asérique).

Dans un autre mode de réalisation, I’invention porte sur un procédé tel que détfin
précédemment dans lequel les lignées établies sont des cellules souches non adherentes
qui proliférent en suspension dans un milieu dépourvu de facteurs de croissance exogenes

et de sérum.

Dans une autre alternative, 1'étape b) consiste en un sevrage progressif ou total des

facteurs de croissance, optionnellement suivi par un sevrage progressif du sérum.

Dans une autre alternative, 1'étape b) consiste en un sevrage progressif ou total des
facteurs de croissance et/ou du sérum, optionnellement suivi par un sevrage du tapis

nourricier.

En outre, les lignées établies peuvent étre des cellules qui proliférent dans un milieu
appauvri en sérum, en particulier dans un milieu dépourvu de sérum. Par appauvri en
sérum on entend une diminution progressive de la concentration en sérum étalée dans le
temps. Cette méthode permet une sélection de clones qui s'adaptent a ces nouvelles
conditions de plus en plus drastiques jusqu'a l'obtention de lignées stables qui sont
capables de croitre en milieu appauvri en sérum ou encore complétement dépourvu de

sérum.
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Le procédé décrit ci-dessus peut comprendre en outre une étape dans laquelle les cellules
obtenues a 1'étape c) sont soumises a une sélection dans des milieux de cultures utilis€s
pour la production a grande échelle de sorte & obtenir des clones adaptés a la production

de vaccins destinés a la thérapie humaine ou animale.

Ies cellules selon l'invention présentent au moins une des caractéristiques suivantes :
- un rapport nucléocytoplasmique important,
- une activité alcaline phosphatase endogene,
- une activité télomérase endogene,

- une réactivité avec des anticorps spécifiques sélectionnés parmi le groupe des

anticorps SSEA-1 (TECO01), SSEA-3, et EMA-1.

De préférence, les cellules de l'invention présentent l'ensemble des caractéristiques

mentionneées ci-dessus.

Dans un aspect supplémentaire, 1’invention porte sur un procédé d’obtention de lignées
aviaires mentionné ci-dessus dans lequel les cellules issues des lignées obtenues a 1’étape
¢) sont modifiées pour permettre une meilleure utilisation in vifro comme ’extension de
la durée de vie ou des densités de croissance plus importantes ou encore des besoins en

nutriments moins importants.

Avantageusement, les cellules issues des lignées établies sont modifiées pour produire
une substance d’intérét, notamment un polypeptide d’intérét, un anticorps ou un virus
atténué. Lesdites cellules peuvent étre modifiées avec toute technique a la portée de
’homme du métier, notamment la recombinaison homologue, dirigée et/ou conditionnelle
(systtme Cre-Lox ou FLP-FRT), par transformation par tout vecteur, plasmide,

notamment a ’aide de rétrovirus.
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Le milieu utilisé a I’étape a) peut comprendre au moins un facteur sélectionné parmi les
cytokines, notamment LIF, IL-11, IL-6, IL-6R, CNTF, Oncostatine et d’autres facteurs
tels que le SCF, 'IGF-1 et le bFGF.

En outre, le tapis nourricier inactivé utilisé a I’étape a) se compose de préférence de
fibroblastes, dont des fibroblastes de souris établies en lignée. Parmi ces fibroblastes on
trouve notamment les cellules STO qui peuvent ou non &tre modifiées ou transtectées par
des vecteurs d’expression (Pain et al, 1996). Dans ce procédé, les cellules utilis€es a
I’étape a) sont des cellules obtenues par la mise en suspension de cellules provenant de
disques blastodermiques d’ceufs fécondés dans un milieu de culture comprenant au moins
une cytokine, b-FGF, et SCF. Lesdites cellules sont ensemencées sur un tapis de cellules

nourriciéres, incubées, puis prélevées.

L’étape b) consiste en un sevrage progressif de chaque facteur de croissance ajouté dans
le milieu de I’étape a), notamment une cytokine, b-FGF, et SCF, comprenant un passage
dans un milieu neuf dépourvu d’au moins un desdits facteurs et a répéter différents
passages successifs jusqu’a ce que le milieu soit dépourvu de ’ensemble desdits facteurs.
Par sevrage progressif, on entend une suppression facteur par facteur dans le milieu de
culture. Alternativement, on peut procéder a un sevrage drastique ou total, c’est a dire
’enlévement de I’ensemble desdits facteurs en une seule fois. Ainsi, le sevrage a l'étape
b) peut consister a diminuer la concentration d'un ou plusieurs facteurs progressivement
ou a mettre en culture les cellules souches aviaires directement dans un milieu dépourvu

d'un ou plusieurs facteurs ou encore dépourvu de la totalité desdits facteurs.

I’étape b) peut également comprendre le sevrage du sérum. A ce titre, le sevrage peut €tre
progressif en diminuant la concentration en sérum lors de chaque passage, par exemple en
passant de 10 % a 7,5% puis 3,75% et 2% pour tendre vers 0 % (milieu asérique).

Alternativement, on peut procéder a un sevrage drastique.

L’étape b) peut également comprendre le sevrage du tapis nourricier. Le sevrage du tapis

nourricier peut également étre progressif en diminuant le nombre de cellules nourriciéres
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inactivées lors de chaque passage. Alternativement, on peut procéder a un sevrage

drastique.

Bien entendu, 1’ordre des sevrages peut varier. Par exemple, on peut commencer par le

sevrage des facteurs de croissance et poursuivre avec le sevrage du tapis nourriciet.

Ainsi, dans un autre aspect, I’invention se rapporte aux lignées cellulaires établies et aux
cellules issues desdites lignées susceptibles d’étre obtenues a partir du procédé décrit ci-
dessus, lesdites cellules étant capables de proliférer pendant au moins 50 jours, 100 jours,
150 jours, 300 jours, ou de préférence au moins 600 jours dans un milieu dépourvu de

facteur de croissance exogéne, de sérum et/ou de tapis nourricier.

Ces lignées cellulaires et les cellules qui en dérivent sont capables de proliférer pendant
au moins 50 jours, 100 jours, 150 jours, 300 jours, ou de préférence au moins 600 jours
dans un milieu de base, notamment dans un milieu tel que DMEM, GMEM, HamF12 ou
McCoy supplémenté de différents additifs couramment utilisés par ’homme du metier.
Parmi les additifs, on peut citer les acides aminés non essentiels, les vitamines et le

pyruvate de sodium.

L’invention porte également sur les lignées cellulaires et les cellules issues de telles
lignées décrites ci-dessus, caractérisées en ce qu’elles sont des cellules souches aviaires,
en particulier des cellules souches somatiques ou des cellules souches embryonnaires

aviaires.

Ces cellules souches peuvent étre adhérentes tout en proliférant en 1’absence du tapis
nourricier inactivé. Alternativement, ces cellules souches sont non adhérentes et

proliférent en suspension dans un milieu de base évoqué ci-dessus.
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Ces cellules se caractérisent €galement en ce qu’elles présentent au moins une des

caractéristiques suivantes :

- un rapport nucléocytoplasmique important,

- une activité alcaline phosphatase endogene,
une activité télomérase endogene,

- une réactivit€¢ avec des anticorps spécifiques sélectionnés parmi le groupe des

anticorps SSEA-1 (TECO1), SSEA-3, et EMA-1.

Avantageusement, ces cellules sont modifiées génétiquement de sorte a produire une

substance d’intérét, notamment un polypeptide d’intérét, un anticorps ou un virus atténué.

Lesdites cellules peuvent par exemple supporter la réplication de virus vivants ou
atténués, en particulier les virus sélectionnés dans le groupe des adénovirus, des
hepadnavirus, des herpesvirus, des orthomyxovirus, des papovavirus, des paramyxovirus,
des picornavirus, des poxvirus, des reovirus et des rétrovirus. De préférence, les virus
répliqués sur ces cellules appartiennent a la famaille des orthomyxovirus, en particulier le
virus de la grippe ou a la famille des paramyxovirus, en particulier les virus de la

rougeole, des oreillons et de la rubéole.

Ainsi, I’invention porte sur les lignées cellulaires décrites ci-dessus, les cellules dérivant
desdites lignées et €galement des lignées cellulaires obtenues a partir des cellules qui ont
ét¢ modifiées génctiquement. De préférence, 1’invention vise les lignées cellulaires 1ssues
de 1’étape c) du procédé décrit plus haut caractérisées en ce qu’elles sont des cellules
souches aviaires capables de croitre indéfiniment en milieu de base dépourvu de facteurs
de croissance exogenes, appauvri en sérum ou dépourvu de sérum et/ou de tapis

nourricier.
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Dans un autre aspect de 1’invention, les cellules obtenues en fin d’étape ¢) peuvent €tre

génétiquement modifiées.

[’invention vise également une culture cellulaire comprenant des cellules issues des
lignées cellulaires décrites ci-dessus, notamment des cellules souches aviaires ou des
cellules souches embryonnaires aviaires et un milieu de base dépourvu de facteurs de
croissance exogenes, appauvri en sérum ou dépourvu de sérum et/ou du tapis nourricier

inactive.

Dans un aspect supplémentaire, I’invention concerne 1’utilisation des lignées cellulaires et
des cellules décrites précédemment pour la production de substances d’intér€t en
particulier des protéines d’intérét thérapeutiques, pour la réplication de virus vivants ou
atténués, en particulier les virus pris dans le groupe des adénovirus, des hepadnavirus, des
herpesvirus, des orthomyxovirus, des papovavirus, des paramyxovirus, des picornavirus,

des poxvirus, des reovirus et des rétrovirus.

De préférence, on utilise les lignées cellulaires et les cellules décrites précédemment pour
la production de virus appartenant a la famille des orthomyxovirus, en particulier le virus
de la grippe et pour la production de virus appartenant a la famille des paramyxovirus, en

particulier les virus de la rougeole, des oreillons et de la rubéole.

Dans ces lignées et cellules, utilisées pour supporter la réplication de virus vivants ou
atténués, on peut introduire le ou les composants nécessaires a ’accomplissement du
cycle viral complet du virus de sorte & obtenir par exemple la sur-expression du récepteur

au virus a la surface de la cellule.

Pour la suite de la description, on se référera aux légendes des figures ci-dessous.
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Légendes

Figures 1-3 : Courbes de croissance des lignées cellulaires de I'invention (avec

sevrage du sérum (fig. 2) et avec sevrage du tapis nourricier (fig. 3).

Figures 4 : Photo présentant la morphelogie caractéristique des cellules souches

avialres
N : noyau, n : nucléole et C : cytoplasme

(isolat S86N 99, grossissement X40, photo réalisée avec un appareil numérique Cyber-

shot Sony)

Figures 5 : Photo présentant I'activité alcaline phosphatase des lignées de cellules

souches aviaires adhérentes ou en suspension

Apres fixation (0.1% formaldéhyde/0.5% glutaraldéhyde, 30 minutes a 4°C) les cellules
sont rincées deux fois en PBS 1X et incubées entre 10 a 30 minutes a 37°c dans une
solution de NBT/BCIP (Nitro Blue Tetrazolium chioride 0.375mg/ml, 5-Bromo-4-Chloro-
3-indolyl Phosphate 0.188 mg/ml, 0.1 M Tris pH 9.5, 0.05 M MgCl%, 0.1M Nacl). La

réaction est arrétée par deux lavages PBS 1X et les photos sont réalisées.

A- illustre la coloration violette caractéristique de 1’activité alcaline phosphatase
endogéne obtenue pour la lignée adhérente S86N45 p87, lignée cultivée sans teeder ni

facteur (grossissement X40, appareil numérique Cyber-shot de Sony).

B- illustre la coloration violette' caractéristique de [’activité alcaline phosphatase
endogéne obtenue pour la lignée EB14 maintenue depuis 8 passages en suspension, lignée
dérivée des cellules S86N 45, cultivée en suspension sans feeder ni facteur (grossissement

X20, appareil numérique Cyber-shot de Sony).
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Exemple 1 : origine variable du matériel vivant utilisé

[’ établissement de lignées cellulaires est souvent trés 1ié & 1a nature génétique du matériel
cellulaire. Ainsi, dans 1’exemple murin, proportionnellement peu de fonds génétiques sont
permissifs 4 1’obtention de cellules souches embryonnaires ES et implique souvent une
notion d’animaux consanguins. Au niveau aviaire, il est difficile d’obtenir des animaux
consanguins pour des raisons historiques et d’origine de sélection des souches
commerciales ; I’intérét étant d’éviter justement la consanguinité. Les ceufs sont la source
initiale des cellules mises en culture dans cette invention. Les ceufs sont utilisés de
préférence non incubés, mais quelques heures d’incubation peuvent €tre nécessaires pour
obtenir les premiers stades de développement de I’embryon. Les cellules obtenues sont
issues de différentes souches de poulet. Parmi les souches utilisées, on peut citer la souche
S86N, souche commerciale destinée a la production de poulet Label, les CNR, souche
destinée a la production de poulet Label, les Marens, souche locale bien caractérisee
oénétiquement et phénotypigement, les White Leghorn, souche plus destinée a la
production d’ceufs de consommation et souche de référence des laboratoires de recherche,
etc.... Dans cette derniére souche, différentes origines ont €té testées dont certains ceufs
(appelés Valo) issus de la souche White Leghorn de chez Lohmann (Allemagne)
considérés comme des ceufs ‘SPF’ (SPF Specific Pathogen Free) maintenues dans des
conditions trés particuliéres de sécurité sanitaire. De nombreux isolats de cellules ont éte

obtenus a partir de différentes souches, suggérant le caractére général de la méthode.

Exemple 2 : Obtention et établissement des cellules adhérentes

Les ceufs sont ouverts, le jaune est séparé du blanc lors de I’ouverture. Les embryons sont
prélevés sur le jaune soit directement a 1’aide d’une pipette Pasteur, soit a I’aide d’un petit
filtre de papier absorbant (Papier Whatmann 3M), préalablement découpé sous forme
d’un anneau perforé a I’aide d’une perforeuse. Le diamétre de la perforation etant
d’environ 5 mm. Ces petits anneaux sont stérilisés a la chaleur séche pendant environ 30
minutes au four. Ce petit anneau de papier est déposé sur la surface du jaune et centré au

niveau de 1’embryon qui est ainsi entouré par 1’anneau de papier. Ce dernier est alors
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découpé a I’aide de petits ciseaux et I’ensemble prélevé est placé dans une boite de Petri,
remplie de PBS ou d’un liquide physiologique. L’embryon ainsi entrain€ par 1’anneau est
nettoyé de I’excés de jaune dans le milieu et le disque embryonnaire, ainsi débarrassé de

’exces du vitellus, est prélevé avec une pipette Pasteur.

Dans les deux cas, les embryons sont mis dans un tube contenant du milieu physiologique
(PBS1X, Tris Glucose, milieu, ...). Les embryons sont alors dissociés mecaniquement et
ensemencés sur un ‘feeder’ dans du milieu de culture défini. Parmi les conditions
préférentielles utilisées pour les mises en culture, on privilégie le milieu de culture
composé du milieu MacCoy comme milieu de base supplémenté avec du sérum de veau
feetal 4 une concentration initiale de 12 a 8 %, avec des acides aminés non essentiels a 1
%, avec un mélange de vitamines d’origine commerciale & 1 %, avec du pyruvate de
sodium & une concentration finale de 1mM, avec du beta-mercaptoéthanol a une
concentration finale de 0,2 mM, de la glutamine 4 une concentration finale de 2,9 mM,
avec un mélange initial d’antibiotiques contenant de la gentamycine & une concentration

finale de 10 ng/ml, de la pénicilline 4 une concentration finale de 100 U/ml et de la
streptomycine 4 une concentration finale de 100 pg/ml. Rapidement aprés les premiers

passages des cellules, le mélange d’antibiotiques n’est plus ajouté dans le milieu. Par
rapidement, on entend aprés les 3 a 5 premiers passages en général. Un mélange de
nucléosides peut étre ajouté également, ce mélange étant constitué comme décrit
précédemment (Pain et al., 1996). Parmi les milieux de bases testés dans ces meémes
conditions et qui donnent des résultats similaires, on trouve les milieux Ham F12,
Glasgow MEM et le DMEM, ce dernier supplémenté en biotine a une concentration finale
de 8 mg/l. A titre de comparaison, la concentration de biotine est de 0,2 mg/l dans le

milieu MacCoy, de 0, 0073 mg/l dans le Ham F12 et de 0 dans les milieux DMEM et

GMEM commerciaux.

I es facteurs de croissance et les cytokines ajoutés dans le milieu de culture sont de fagon
privilégiée des facteurs et des cytokines recombinantes dont le SCF de souris a une
concentration finale de 1ng/ml, ’IGF-1 a une concentration finale de 1 a 5 ng/ml, le
CNTF a une concentration finale de 1 ng/ml, I’IL-6 & une concentration finale de 1 ng/ml,

et le récepteur soluble de 1’IL-6 & une concentration finale de 0,5 ng/ml a4 1 ng/ml. Dans
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certaines expériences, certains autres facteurs peuvent €tre ajoutés pendant les premiers
passages. Par exemple jusqu’au passage 3 ou 10, on peut ajouter dans le milieu du bFGF a

une concentration finale de 1 ng/ml et de I’TL-11 a une concentration finale de 1 ng/ml.

[’ensemencement est réalisé dans ce milieu sur le "feeder” inactivé composé de
fibroblastes de souris établies en lignée, les cellules STO. Dans certains cas, ces cellules
ont été transfectées avec des vecteurs d’expression simples permettant 1’expression de
facteurs de croissance comme le SCF aviaire, de facon constitutive dans les cellules STO.

Ainsi, ce ‘feeder’ produit le facteur sous une forme soluble et/ou attachée dans la

membrane plasmique des cellules.

Apres 1’ensemencement initial des cellules directement dans ce milieu, le milieu est
changé partiellement le lendemain, puis partiellement ou totalement durant les jours
suivants, selon la vitesse d’adhésion observée des cellules primaires. Aprés environ 4 a 7
jours selon les cas, la culture initiale est dissociée et passée dans de nouvelles boites dans
le méme milieu initial sur le feeder inactivé. Apres trois a cing passages, les cellules sont
cultivées sur un feeder inactivé de cellules STO non transfectées ou transtectées avec un
vecteur d’expression codant péur une résistance a un antibiotique comme le geéne de
résistance a la néomycine, a I’hygromycine, a la puromycine .... . Apres une vingtaine de
passages, les cellules sont progressivement sevrées en facteurs de croissance et cytokines.
Par sevrage progressif, on entend une suppression facteur par facteur dans le milieu de
culture. Ainsi 4 un passage, on enleve d’abord le SCF, puis, deux ou trois passages apres,
I’IGF-1. Si les cellules ne présentent pas d’altérations morphologiques ou de variation
dans leur vitesse de prolifération moyenne, les autres facteurs, comme le CNTF, I’'IL-6
sont ensuite supprimés. Ce sevrage peut étre également drastique. On enléve alors en une
seule fois tous les facteurs. Les cellules sont alors observées et ne sont passées que
plusieurs jours apres si leur vitesse de prolifération est moditiée. Cette derniere solution

est en général celle qui est pratiquée.

Différents isolats sont ainsi obtenus et maintenus pendant des périodes de temps tres

longues. Par périodes de temps trés longues, on entend des durées de I’ordre de plusieurs
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semaines avec un minimum de 50 jours, de préférence des durées supérieures a 200 a 400

jours, sans limitations dans le temps. Des durées supérieures a 600 jours sont observees.

Quel que soit le support utilisé toutes les cellules qui sont adhérentes sont dissociées avec
une enzyme protéolytique de dissociation, telle que la pronase, la collagénase, la dispase,
la trypsine, etc... . De préférence, un enzyme protéolytique d’origine bactérienne est
utilisé, afin d’éviter tout contaminant potentiel d’origine animale. Ces cellules ont les
caractéristiques des cellules souches embryonnaires avec une morphologie spécifique
illustrée, a titre d’exemple, par la photo de la Figure 4 i.e. une petite taille, un rapport
nucléocytoplasmique important, un noyau avec au moins un nucléole bien visible et un
trés faible cytoplasme. Ces cellules sont caractérisées par une croissance en massifs plus
ou moins compacts. Les cellules adhérentes et non adhérentes présentent une réactivite
croisée avec un certain nombre d’anticorps, comme précédemment décrit dans Pain et al.,
1996 et dans les brevets US 6,114,168 et EP 787 180. La composante activité t€lomérase

endogéne est également présente et est un élément important de la nature ‘souche’ de ces

cellules.

Des cellules de différents isolats sont obtenues et maintenues pendant de longue période

de temps.

Le tableau 1 illustre quelques unes des caractéristiques de ces 1solats.

Espéce l Début « Arrét» | jours | Passage | Génération
Nom |
|
'S86N 16 | Poulet S86N '26 -01-2000 05--08-2001I 559 | 207 | 692
lwm Poulet WL |28-06-2000 | 09-08-2001| 403 153 333
Valo4 Poulet Valo [26-09-2000 | 07-02-2002| 401 | 135 I 317 |
S86N 45 ‘Poulet 886N|29 01-2001‘ 12- 11-2001| 287 118 329
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On notera que le terme « arrét » ne correspond pas a la fin de la prolifération des cellules
mais 4 un arrét volontaire des cultures de cellules de la part de 'expérimentateur. Le
nombre de génération n est obtenu par la formule X= 2 " ou X est le nombre cumulé
théorique de cellules. Ce nombre est disponible puisque les cellules sont comptées a
chaque passage et lors de chaque ensemencement. L historique complet de la culture est

ainsi disponible.

Exemple 3 : Passage des cellules

Une des caractéristiques des cellules souches , notamment des souches somatiques et des
cellules souches embryonnaires, est leur aptitude a proliférer in vifro pendant des périodes
de temps considérables. Afin de propager et de passer les cellules, le milieu de culture est
changé et remplacé par du milieu neuf quelques heures avant leur passage. La Courbe

présentée en figure 1 illustre un profil de croissance et d’établissement des cellules.

Exemple 4 : temps de doublement et temps moyen de division

A partir des cellules établies en culture et présentées dans les exemples précédents, un
temps moyen de division peut &tre calculé. Pour I’ensemble des isolats indépendants
obtenus, la vitesse de prolifération s’accentue 1égérement au cours des passages successifs
faisant ainsi évoluer le temps moyen de division au cours de I’établissement des cellules.
En phase adhérente, les cellules sont initialement ensemencées sur un tapis nourricier
inactivé (appelé ‘feeder’) et sont passées réguliérement & une densit€¢ constante
d’ensemencement initial de 1 2 2 x 10 ° cellules par boite de 100 mm. Le tableau 2 illustre
le temps de doublement (d) et le temps moyen de division (TMD en heure) pour 3 types
cellulaires établis en fonction du temps de culture. On observe que le temps moyen de

doublement diminue au cours de 1’établissement.
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Tableau 2 :

Cellules/Jours |50 '100 150 | 200 1250 1300 (350 (400 [450 |500 |550 ]

S86N 16 (d)  10,30(0,63 |1,00(0,86|1,13 '1,15 1,47 |1,70 1,94 |1,50 l1,9h |

J e
SS6N16(TMD)! 80 |38 24 l27,9 21,2 20,9 [16.3 l14,1 124 |16 |12,6
{

S86N 45 (d)  10,49{0,89 0,89'1,45 2,15 |x  |x |x X |x |X

S86N45 (TMD) {49 |26,8 |27 116,5[11,1 {x |x ]x X |[x |x

|
Valo 4 (d) 10,03{0,61 [1,00{1,17({1,26 |1,03*|1,08%|1,25*|x X X

Valo 4 (TMD) |>48

l
39,3 !24 20,5119 (23,3 1222 [19.2 |x X X

Le temps de doublement moyen d est établi pour la période de temps indiquée en jours
avec la formule suivante : d = (1/Log2 x (LogX2/X1))x 1/(T2-T1) ou X2 et X1 sont les
nombres totaux de cellules aux instants T2 et T1. Cette formule est 1a conséquence directe
du calcul du nombre de génération N par la formule X= 2 " présenté dans I’exemple 1. Le

Temps moyen de division (TMD) est alors obtenu en heures en divisant 24 heures par d.

* les cellules Valo sont passées au cours de cet établissement sur support plastique sans

présence de feeder. Le temps de doublement diminue puis re-augmente, quand les cellules

se réhabituent a ce nouvel environnement.

Exemple 5 : Controle du niveau de sérum pour la prolifération des lignées

Lors de ’obtention de ces lignées, les milieux de culture utilisés sont des milieux de
culture classiques comprenant une base (DMEM, GMEM, HamF12, McCoy, etc...)
supplémentée de différents additifs tels que des acides aminés non essentiel<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>