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La présente invention concerne un procédé pour
la production d'hormone stimulant la thyroide humaine, ci-
aprés désignée en abrégé par HSTh.

HSTh est une hormone secrétée par les cellules
basophiles, humaines, du lobe antérieur de la glande hy-
pophysaire, qui stimule la croissance de la glande thy-
roide et la fixation de 1l'iode dansles autres hormones hu-
maines 3 elle active 1'ATPase. A ce jour, il n'existe pas
de procédé de production i 1'échelle industrielle de HSTh
3 bas prix.

La présente invention est basée sur la constata-
tion inattendue, que certains lymphoblastoides humains,
capables de produire cette hormone, conviennent pour la
production industrielle de HSTh, en raison de leur vites-
se de multiplication, et de leur taux de production d'hor-
mone par cellules, trds élevés. '

Le nouveau procédé selon l’lnvention de produc-
tion de HSTh consiste & multiplier des lymphoblastoldes
humains, capables de produire cette hormone, par trans-
plantation de ces cellules dans le corps d'un animal a
sang chaud, ou en fournissant a ces cellules, 4 l'aide d°
un'dispositif, le fluide corporel nutritif d'un animal a
sang chaud et a laisser les cellules humaines, ainsi mul-
tiplides, par l'un ou l'autre procédé, libérer l'hormone
HSTh.

Le procédé selon 1l'invention, tout en aboutis-
sant & une production supérieure en HSTh n'exige que peu
ou pas de milieu nutritif contenant du sérum cofiteux pour
la mulfiplication cellulaire, et il permet de maintenir
plus facilement que dans le cas de la culture de tissu in
vitro, le milieu de culture au cours de la multiplication
cellulaire. En particulier, tous les lymphoblastoldes hu-
mains, capables de produire HSTh, peuvent &tre facilement
multiplides, gr&ce a l'utilisation de fluide corporel nu-
tritif, provenant d'un animal & sang chaud, par transplan-
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tation des cellules enfuestion dans le corps de l’animal,

ou par leur mise en suspension dans une chambre de diffu-—
sion équipée pour recevoir le fluide corporel nutritif,

1'animal &tant alimenté de manidre habituelle. '

Ce procédé 25t également caractdrisé par une

le e,

[4¥N

plus stable et plus £1lavy

l=-’ .

s

ei par une prcdbutLOD supdrieurs de HSTh par cellule.

Conviennent, conformdment & 1'inv thti@n, tous
les lymphoblastoldses humains dans la mesure oli ils produie-
sent HSTh ¢ s2 multiplisnt rapidement dans le corps diun
animal 2 sang chaude. Les lymphoblastoides humains, pré=
£érds, sunt ceux gui sont dotés de sites génétiques com=
mandant la produciion de HSTh, des cellules humaines qui
procduisent par nature c2ite hormone, <2 gont notamment
das ceilules basouﬁlles du lobe ant é?ieur de la glande
hyoophysaire, des cellules de tumeurs hypophysaires ou
des sellules d'adénome chromophobe de la glande hypephy-
aire, ou des celluls %umaines, gui pr;dvisent de 1YHSTh
Lol 1lu

les du carcinome 4u POUEON, au

P

opique comme les
moyen de fusion cellulaive utilisant des agents tels qm@
polvéthvitne glycel ou virus de Sendai, ou e technique
de recombinaison génétigque utilisant ADN iigase, ﬁucléase
et ADN polymérase ; et des 1y ph@biastsidés humaing qui
produisent de 1'HLPh ecto piquea Comme la trsnsplantation
au corps de l'animal de ces lymphoblastoldas humains 2bou=
tit & iz formation de tumeurs massives,pouvani 8ive facile-
ment désagrigdes, 2t que ces tumeurs ne sont gudre conta-
mindes par les cellules de 1'hé&te animal, ia récolte des
cellules vivantes de lvmphoblasioldeshumains, multipliés,
est facile. ' '
Conviennent comme animaux utilisables dans le
procédé selon 1l'invention tous ceux, dans lesquels les
iymphoblastoides humains peuvent se multiplier, par sxem—
ple des volailles comme poulet et pigeon, des mammiféres
comme chat, chien, singe, chévre, porc, vache, chevel, la-
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pir, cobaye, hamster, souris ou souris nue. Corme cette
transglantation cellulaire provoque une immunoréaction
indé4sirzble, il s'avere souhaitable d'utiliser des ani-
mauX nouveau-nés ou en bas &ge, ou encore au stade le
plus ieune possible, comme oceuf, embryon ou foetus. Afin
de réduire autant que possible 1'immunoréaction, 1l'animal
peut 8tre traité, avant la transplantation des cellules,
par irradiation sux rayons-X ou aux rayons-Y , d'environ
200 3 600 rems, ou par injection d'antisérum ou d'agent
immunodépresseur préparé selon un procédé classique. Com-
me la souris nue, utilisée comme animal & sang chaud, pré-
sente l'immunordaction la plus faible, méme a 1l'age adul-
te, on peut l'utiliser avantageusement sans prétraitement,
pour y transplanter et y multiplier rapidementdes lignées
de lymphoblastoides humains.

"Une multiplication cellulzire, stabilisée, et
une augmentation de la production de HSTh peuvent &tre a
la fois réalisédes par transplantztion répétée, utilisant
des combinaisons de différents animaux a sang chaud : par
exemple, on peut atteindre ces objectifs en implantant
d'abord les cellules chez le hamster, ou elles se multi-
plient, puis en les réimplantant chez la souris nue. En
outre, on peut effectuer la transplantation successive -
chez des animaux de la mé&me classe ou division., aussi
bien que chez ceux de la méme espéce ou du méme genre.

En ce qui concerne la localisation de 1'implan-
tztion des lymphoblastoides humains, conviennent tous les
sitesde l'animal, pourvu que ces cellules puissent s'y
multiglier, bar exemple la cavité allantoique, ou les voies
intrapéritonéale, intraveineuse ou sous—cutanée.

A cbté de cette transplantation directe des lym—
phoblastofdes humains au corps de l'animal, existe la pos-
sibilité de faire se multiplier aisément les lignées clas—
siques de lymphoblastoides humains capables de produire
HSTh, en utilisant le fluide corporel nutritif provenant
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de 1'animal, grice a l'inclusion, par exemple pai voie
intrapéritonéale, dans le corps de l'animal d'une cham-
pbre de diffusion classique, de taille et de forme appro-
prides, munie d'une membrane poreuse filtrante, d'un ul-
tra-filtre ou de fibre creuse d'un diamétre de pore de
ltordre de 10~7 3 1072 m, qui emp&che la contamination

de la chambre de diffusion par les cellules del'h8te tout
en permettant l'apport du fluide corporel nutritif de 1!
animal aux cellules. Comme la chambre de diffusionfeut &-
tre congue, si nécessaire, pour &tre placée sur 1'h8te
animal et permettre au fluide corporel de ce dernier de
circuler dans la chambre, les parcis de celle-ci peuvent
étre munies de fen8tres latérales, transparentes, per—
mettant 1'observation de la suspension de cellules, ainsi
quele remplacement et 1'échange avec une chambre fralche 2
la production cellulaire par héte est ainsi augmentée a

un niveau encore supérieur, rapporté a la durée de vie de
1'animal, sans sacrifice de 1'h8te. En outre, lorsculon
utilise cette chambre de diffusion, comme les cellules hu-—
maines multiplides peuvent &tre facilement récoltées, et
qu'il n'y a pas manifestation d'immunoréaction, du fait de
1'absence de contact direct entre les lymphoblastoIdes hu-
mains et les cellules de 1'h8te animal, on peut utiliser

. comme h8te, conformément & l'invention, sans prétrzitement
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35

.

destiné & réduire 1'immunoréaction, tout animal 3 sang
chaud.

L'alimentation de,lfhate animal, auquel on a im-
planté des cellules humaines, peut s'effectuer facilement
par procédé classique, méme aprés la transplantation cel-
lulaire, et elle ne nécessite pas de soins particuliers.

La multiplication cellulaire maximale est'attein—
te environ 1 & 20 semaines, en général 1 3 5 semaines, a-—
prés l'implantation des cellules. Conformément a2 1'inven-
tion on obtient 10’ & 10'2
humains par h8te. Autrement dit, le nombre de lymphoblastolI-

, ou plus, de lymphoblastoices
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des humains implantés chez 1'h8te animal s'accrolt 102 a
10'7 fois ou plus, ou bien est d'environ 101 a 106 fois ou
plus celui que l'on obtient avec un procédé de culture de
tissu in vitro, utilisant un milieu nutritif, aussi ces
cellules multiplides sont-elles avantageusement utilisa=-
bles pour la production d'HSTh. 7 '

En ce qui concerne le procédé gréce auquel les
lymphoblastoides humains multipliés peuvent libérer HSTh
on peut employer tout moyen permettant la libération d!
HSTh par ces cellules. Par'exemple, les lymphoblastoides
humains, obtenus par multiplication en ascite, en suspen-
sion, etkécolte a partir de cet ascite, ou par extraction
de tumeur massive, formée sous la'peau, et récolte apres
désagrégation de la tumeur, sont mis en suspension pour
atteindre une concentration de 104 a 108 cellules par ml
dans un milieu nutritif, préchauffé a une température de
1'ordre de 20°C & 40°C, puis mis & incuber a cette tem-
pérature pendant 1 & 100 heures, pour produire HSTh., L'aug-
mentation de 1z production d'HSTh peut &tre réalisée par
la présence diun ou de plusieurs des composés suivants ¢
amino-acides comme lysine, arginine, glycine, leucine ou

. cystéine ; des sels mindraux comme chlorure de sodium,
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de potassium ou de calcium, et sulfate de magnésium ; et
des hormones comme l'hormone libératrice de thyrotropine.

La production simultanée d'autres hormones hu-
maines comme l'hormone stimulant les follicules (en abré-
gé HSFh) et la gonadotropine chorionique, humaine (en
abrégé GCh), peut &tre réaliséde conformément a 1'inven-
tione

L'HSTh, ainsi obtenue, peut &tre recueillie
facilement grace 3 des techniques de purification et de
séparation utilisant des modes opératoires classiques tels
Que relargage, dialyse, filtration, centrifugation, con-
centration et lyophilisation. Quand on. souhaite un pro-
duit encore plus pur, on peut obtenir une préparation de
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puretd supérieure par combinaison des technigques ment jon=-

ndes plus haut avec d'autres modes opératoires rlaealques,

tels qu'adsorption et désorption avec échange d'ions, fil-

tration sur gel, chromatographie par affinitd, fraciionne-
5 ment au peint isoélectrique et élec trophorisz, ‘

La préparation d*HSTh, ainsi sbienue, peui 8ire
avantageusemeni utiliséde, seule . ou en comhinaison aved un
ou plusieurs agents, pour inje ction, adninistration ex-
terne, terne ou de diagnostic, pour la prdvention su

1C le iral ement de maladies humain2s.
Au cours de la présente da:

tion de HSTh est dosde par lo procddd de : ek
décrit par S.ie ¥aniey & J X}
vpe 419-436 {1874} =t 2

15 les (UI) par rapporh &
nible au National Inetilu
re)e La produciisn simul’

20 {1967} ot est exprimé

méme, la production de
radio-imnuno-assal déerd

no;ogy,,val, 7%, ppe 10,18 (1986), et est sinzimds nie

tés Internationalss (Uij.

25 Liinvention est illusirzde ci-apris par piusieurs
formes de réalisatien non limitatives. , '
EXEMPLE 1 B -

Des cellules 4'adénome basophile humaln désagréu

gé, obtenues par extraction & pariir d'un pztient souffrant
3¢ adénome basophil2 du lobse anterveuf,de ﬁy;ﬁphysua Suie="
vie de hachsge, et une lignée dz lymphcblasio Tdes leucémi-

154
ques, humains, d2 | Jamalwa, sont miszs en suspension ensem-
Y

rdcipient avec une solution

xu\ "

ble dansz ul s
de NaCl, 54 mM de @Ci, T m de i ’aHéPQ et 2 mM de EaClz,
35 de manidre 3 obtenir des concentrations ellu’alres TES™
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pectives de l'ordre de 104 cellules/ml. La suspension

de cellules, refroidie a la glace, est mélangée avec une
préparation fraiche de la méme solution saline, contenant
du virus de Sendaf préalablement inactivé par irradiation
3 1'ultra-viclet, le tout est transféré 5 minutes aprés

le mélange dans un incubateur a 37°C, et y est agité pen-
dant 30 minutes pour réaliser la fusion cellulaire, in-
troduisant l'aptitude 3 produire 1'HSTh des cellules d'a-
dénome basophile, humain, dans la lignée des lymphoblas-
toides leucémiques, humains. Aprés clonage selon un procé-
dé classique dela souche de cellules d'hybridome,capable de
produire 1'HSTh, on l'implante par voie intrapéritonéale
chez des souris nues adultes, qui sont ensuite nourries

de manidre habituelle pendant 5 semaines. Les tumeurs mas-
sives, résultantes, pesant environ 15 g chacune, sont ex=
traifes, désagrégées par hachage et mises en contact avec
de’ la trypsine. Aprds lavage des cellules avec du milieu
de Earle 199 (pH 7,2), additionné de 10% en volume/volume
de sérum foetal de veau, les cellules sont remises en sus-
pénsion, a4 une concentration de 105 cellules/ml, dans une
préparation fraiche du méme milieu qui contient 30 mM de
L-arginine, et l'on met & incuber a 37°C pendant 35 heu-
res environ pour obtenir HSTh. Les cellules sont ensuite
soumises aux ultra-sons, et la quantité d'HSTh présente
dans la partie surnageante est dosée. La production d'HSTh
est d'environ 180 mUI/ml de suspension cellulaire. La pro-
duction simultande d'HSFh est de 1l'ordre de 500 mUI/ml

de suspension cellulaire.

Les cellules témoins, obtenues par culture in vitro de
cellules d'adénome basophile, humain, a 37°C, dans du mi-
lieu de Earle 199 (pH 7,2), additionné de 10% en volume/
volume de sérum foetal de veau, sont traitées comme plus
haut pour produire HSTh. Cette production n'est que voi=-
sine de 0,3 mUI/ml de suspension cellulaire.
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EXEMPLE 2

Des cellules d'adénome chromophobe humain, désa-
grégé, obtenues par extraction 2 partir d'un patient souf-
frant d'adénome chromophobe de l'hypophyse, suivie de ha-
chage, et une lignée de lymphoblastoides leucémiques, hu-
mains, JBL, sont mises % fusionner comme dans l'exemple 1,
introduisant ainsi 1'aptitude & produire de 1'HSTh des cel-
jules d'adénome chromophobe humain, dans la lignée des lym—
phoblastoides leucémiques, humains. Aprés clonage par pro-
cédé classique de la souche de cellules d' hybrldome capable
de produire 1'HSTh, on 1t'implante par voie sous—-cutanée
chez des hamsters nouveau-nés, ayant préalablement regu
de l'antisérum, préparé a partir d'un lapin, selon un pro-
cédé classique, afin de réduire leur immunordéaction j ces
animaux sont nourris de manizre habituelle pendant 3 se-
maines. Les tumeurs massives, résultantes, formées sous la
peau et pesant environ 10 g chacune, sontrextraites et dé-
sagrégées par hachage, puis mises en suspension dans du
sérum physiologique contenant de la collagénase. Aprés la—
vage des cellules avec du milieu minimal, essentiel de
Eagle (pH 7,4), additionné de 5% vol./vol° de sérum humain,
ces cellules sont remises en suspension pour donner une
concentration de l'ordre de 1Cp cellules/ml, dans une pré-
paration fraiche du méme milieu, contenant 20 mM de L-lysi-
ne, 10 mM de sulfate de magnésium et 10 ng d'hormone llbe-
ratrice de thyrotropine, puis mises a incuber a 37°C pen=—
dant 20 heures pour produire de 1'ASTh. La production de
cette hormone est d'environ 220 mIU/ml de suspension cel-
lulaire. '

La production simultanée de GCh est de 1'ordre de 430 UI/
ml de suspension cellulaire.

Les cellules témoins, obtenues comme dans l'exemple 1 par
culture in vitro de lignée fpsionnée de lymphoblastoldes
leucémiques, humains, JBL, sont traitées comme plus haut.
La production de HSTh ntest que de 8 mUI/ml de suspension
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cellulaire.

A des rats nouveau—hés on implante, par voie
intraveineuse, une lignée de lymphoblastoides leucémiques,
humains, de BALL-1, dans laquelle l'aptitude a produire de
1'45Th de cellules d'adénome basophile humain a été in-
troduite, comme dans l'exemple 1 ; puis on nourrit les rats
de manitre habituelle, pendant 4 semaines. Les tumeurs mas-
sives, résultantes, environ 30 g chacune, sont extraites
et iraitdes comme dans l'exemple 1, pour produire HSTh.
La production d'HSTh est voisine de 160 mUI/ml de suspen-
sion cellulaire.

La production simultande d'HSFh est d'environ 900 mUI/ml
de suspension c2llulaire,

Les celliules témocins, obtenues comme dans l'exemple 1 par
culture in vitro de lignée fusionnée de lymphoblastoides
leucémiques humains BALL-1, sont traitées comme plus haut.
La production d'HSTh n'est que de 5 mUI/ml de suspension
cellulaire.

EXEMPLE 4

Aprés avoir subi une irradiation de 400 rems en-
viron de rayon-X, pour la réduction de l'immunoréaction,

‘des souris adultes recoivent par voie sous-—cutanée des

implants de lignée de lymphoblastoides leucémiques, hu-
mains, NALL.1, dans laquelle l'aptitude a produire 1'HSTh
des cellules d'adénome chromophobe humain a été introduite
comme dans l'exemple 1 ; puis on nourrit les souris de ma-
nitre habituelle pendant 3 semaines. Les tumeurs massives,
rdésultantes, formées sous 1a peau et pesant environ 15 g
chacune, sont extraites et traitées comme dans l'exemple 2
pour produire 1'HSTh. La production de cette hormone est
d'environ 210 mUI/ml de suspension cellulaire.

La production simultanée de GCh est de l'ordre de 480 UI/ml
de suspension cellulaire. . ‘

Les cellules témoins, obtenues comme dans l'exemple 1 par
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culture in vitro dedignée fusionnée de lymphoblastoides
leucémiques, humains NALL-1, sont traitées comme plus
haut. La production de HSTh n'est que de 7 mUI/ml de sus—

pension cellulaire, environ, ' i

EXEMPLE 5
Une lign vé2 de lymphoblastoides leucémiques, hu=
mains, TALL.?!, dans laquelle l‘ap%1+ude 3 produire de 17
HSTh des ceiliules d'adénome basophile humain, arété iniro- '%

duite comme dans 1'exemple 1, est mise en suspension dans
du sérum physiologique, puis le toul est transiér
une chamore de 4if

dont le voluma inférisur est de iterdre de 10 ml, munie
divne membrane filtrants ayant une dimersion dgpore

sine de 0,5 41« Aprds inclusion, par vois intrapéritondale,
de cette chambre dans un rat adulie, on nourrit celui-ci
de maniére habitue t 4s
1a chambre. Lz densité en cellules da
pre, atteinte su cours de l'opération ci-dessu
viron 7 % 108 ceilules/ml, ce qui esi environ

2,

périeur, ou méme plus, a ce qu'on atteint

a

in vitrc a 1'zide d'un incubaisur 2 COZ® Les lymphoblas—
toides humaing, ainsi obtenus, sont tra <
ilexsmple 2, nour produire HSTho Cetie production est de
1tordre de 170 mUI/ml de suspension cellulaire.

La prsduction simultan née de CCh est voisine de 720 Ui/mi
de suspension cellulaire

Les cellules itdwoins, obtenues par mise en suspen icn dans
du sérum physiologique de cellules dtadénome basophile '
humain, transfert de la suspension de cellules résultante
dans la chambre de diffusion, inclusion parl yoie intrapé-

ritondale de la chambre dans un rat, zlimentation de ce

35

dernier de maniere habituelle oendant 4 semaines, et ré-

col des cellules de lynphoblasto*dea rumains multiplides
(den51to environ 8 % :O cellules/ml), sont traitées comme
plus haut. La production en HSTh n'est que de 0,1mUI /ml de
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suspension. cellulaire,
EXENPLE 6 .
Une lignée de lymphoblastoides leucémiques, hu~
mains, JBL, dans laquelle l'aptitude & produire de 1'HSTh
des cellules de carcinome de poumon, humain,a été intro-
duite comme dans l'exemple 1, est implantée dans la cavité
allantojque d'oeufs embryonnés, préalablement mis a incu-
ber 3 37°C pendant 5 jours. Aprés incubation des oeufs em-
bryonnés a cette température, pendant 1 semaine supplémen-
taire, les lymphoblastoides humains, multipliés, sont ré-
coltds et traités comme dans l'exemple 1 pour produire
HSTh. Cette production est voisine de 140 mUI/ml de sus-—
pension cellulaire.

Lors de l'expérimentation témoin, au cours de laquelle d&%
cellules de carcinome du poumon humain sont implantées dans
les cavités allantoiques d'oeufs embryonnés, on n'observe

pas de multiplication cellulaire.
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Revendications

1+ Procédé pour la production d'hormone stimulante
de la thyroide humaine (HSTh), par multiplication de lym-
phoblastoides humains, capables de produire HSTh et libé-
ration de cette hormone par des cellules multiplides, ca—
ractérisé en ce qu'on utilise, pour la multiplication cel-
lulaire, un animal a sang chaud.

2. Procddéd selon la revendication 1, caractérisé en
ce que la multiplication cellulaire est réalisée par im-
plantation des cellules humaines dans le corps d'un animal
3 sang chaud. -

3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en
ce que la multiplication cellulaire est réalisde & l'aide
d'un dispositif,dans lequel le fluide corporel nutritif
d'un animal 3 sang chaud estfourni aux cellules humaines.

4. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en
ce que le dispositif est une chambre de diffusion équipée
de manidre 3 ce que les cellules de 1'h8te animal ne la

7 5, Procsdé selon une des revendications 1 3 4, ca
ractérisé en ce que les lymphoblastoides humains, capables
de produire HSTh, sont des cellules d'hybridome obhtenues
par fusion cellulaire d'une lignée de lymphoblastoides hu-
mains, avec des cellules humaines capables de produire
HSTh.

6. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en
ce que les cellules d'hybridome sont obtenues par fusion
cellulaire d'une lignde de lymphoblastoldes humains avec

contaminent pas.

des cellules de carcinome du poumon humain.

7. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en
ce quepes cellules d'hybridome sont obtenues par fusion
cellulaire d'une lignée de lymphoblastoides humains avec

-
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des cellules d'adénome chromophobe humain.

8. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en
ce que les cellules d'hybridome sont obtenues par fusion
cellulaire d'une lignée de lymphoblastoides humains avec
des cellules d'adénome basophile humain.

9. Procédé selon une des revendications 1 } 8, carac-
térisé en ce que la lignée de lymphoblastcides humains
est une lignée leucémique.

10. Procédé selon la revendication 9, caractérisé en
ce que la lignée de lymphoblastoides leucémiques, humains,
est une lignée de Namalwa, de NALL-1, de BALL-1, de TALL-1
ou JBL.

11. Procédé selon une des revendications 1 i 10, ca-
ractérisé par la production simultanée d'hormone gonado-
tropique, chorionique, humaine (GCh).

12. Procédé selon une des revendications 1 3 11, ca-
ractérisé par la production simultanée d'hormone de sti-
mulation des follicules humains (HSFh).

13. Procédé selon une des revendications 1 3 12, ca-
ractérisé en ce qu'on laisse les lymphoblastoides humains
multipliés, libérer 1'HSTh, en présence d'un ou de plu-
sieurs des produits suivants : leucine, glycine, lysine,
arginine, cystéine, chlorure de sodium, chlorure de po-
tacsium, chlorure de caicium, sulfate de magnésium et
hormone libératrice de thyrotropine.

14. Procédé selen une des revendications 1 4 13, ca-
ractérisé en ce que l'animal 3 sang chaud est une volaille,
en particulier poulet ou pigeon, ou un mammif®re, notam—
ment chien, chat, singe, chévre, porc, vache, cheval, la-
pin, rat, cobaye, hamster, souris ou souris nue.



