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La présente invention se rapporte a des dispositifs
de désagrégation pour des suspensions cellulaires afin de
préparer des échantillons pour une analyse subséquente.

La désagrégation des amas de cellules dans des
échantillons de tissus, prélévements et fluides corporels
est souvent souhaitable pour une analyse visuelle et elle
a une extréme importance pour une analyse quantitative, en
particulier si 1'on utilise des dispositifs automatisés.
Différentes techniques, aussi bien mécaniqueld que chimiques,
ont été tentées pour désagréger les amas de cellules. Pour
certaines applications, en particulier dans les cultures de
cellules, les techniques chimiques fonctionnent bien.
Cependant, pour de nombreuses applications, ces techniques
sont trop aggressives. Les méthodes mécaniques qui ont été
utilisées comprennent des secousses et une agitation, une
filtration forcée, une homogénéisation, un passage 3 la
seringue et une agitation par ultrasons comme le montrent
les articles qui suivent :

1) Garcia, G.L., et Tolles, W.E., "Ultrasonic dlsaggregatlon
of cell clusters", J. Histochem, Cytochem., 25:508, 1977 ;
2) Mayall, B.H., "Monodisperse cell samples : the problem
and possible solutions", dans The Automation of Uterine
Cancer Cytology, édité par G.L. Wied, G.F. Bahr, et P.H.
Bartels, Chéfs de travaux de Cytologie, Chicago, 1976,
page 61 ; 3) Miller, F. "Cytopreparatory methods :
collection smearing, staining, screening, reporting",
Compendium of Cytoprepgratory'Techniques, édité par C.M.
Keebler, J.W. Reagan, et G.L. Wied, Chefs de travaux de
Cytologie, Chicago, 1976, page 59 ; 4) Wheeless, L.L.,Jdr.,
et Onderdonk, M.A., "Preparation of Clinical gynecologic
specimens for automated analysis : an overview",

~ J. Histochem, Cytochem., 22:522, 1974 ; et 5) Rosenthal,

D.L. Stern, E., McLatchie, C., Wu, A., Lagasse, L.D.,

Wall, R., et Castleman, K.R., "A Simple Method of Producing
a Monolayer of Cervical Cells for Digital Image Processing",
Anal. Quant. Cytol., 1:84, 1979. '
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Parmi toutes les méthodes possibles décrites pPar ces
articles, l'utilisation de la seringue est sans aucun doute
la méthode la plus réussie de désagrégation des cellules
actuellement connue, Par ce moyen, la suspension des

‘ cellules est forcee de fagon répétée a travers une aiguille

de seringue, Les forces de cisaillement au bout de
ltaiguille sont suffisamment fortes pour séparer les amas
de cellules,

La présdnte invention est dirigée vers un dispositif
de désagrégation pour séparer des amas des cellules
biologiques dans une suspension d'un échantillon, le
dispositif comprénant un Bécher contenant la suspension de
1'échantillon, un rotor monté rotatif & llintérieur du
béche et un moyen pour faire tourner le rotor & une
vitesse suffisante pour créer des forces de cisaillement
sur les amas de cellules qui se trouvent dans la suspension
de 1'échantillon entre le rotor et le bécher, Dans une
modification du dispositif, une fiole interne concentrique
peut 8tre placée au fond du bécher entre le rotor et la
paroi interne du bécher, pour permettre de récupérer les
fractions des densités différentes, Dans une autre
modification du dispositif, une cavité interne peut &tre
formée dans le rotor avec un certain nombre de trous qui
traversent le rotor afin de permettre & la force centrifuge
de pousser le liquide de la cavité & travers les trous,
Dans une autre modification du dispositif, le rotor peut
&tre pourvu d'une surface externe hélicofdale en forme
de vis sans fin, et est placé & 1'intérieur d'un capuchnn
ayant un certain nombre de trous de grand. diamétre. qui
sont placés & une région supérieure et un certain nombre
de trous de petit diamdtre placés i une région inférieure.

En vertu du dispositif selon l'invention, on peut
obtenir des productions élevées de cellules simples, sans
dégradation sensible supplémentaire des cellules due 2 la
technique,en des temps bien plus courts gue ceux pouvant
étre précédemment obtenuspar les techniques selon 1'art
antérieur,
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Ltinvention sera mieux comprise, et d'autres buts,
caractéristiques, détails et avantages de celle-ci apparat-
tront plus clairement au cours de la description explicative
qui va suivre faite en référence aux dessins schématiques
annexds donnés uniquement & titre d'exemple illustrant
plusieurs modes de réalisation de l'invention, et dans
lesquels :

' -~ la figure 1 est une vue en perspective d'un premier
mode de réalisation d'un dispositif de désagrégation selon
1tinvention ; _

- la figure 2- est une vue en perspective fragmentée
d'une premiére modification du dlSpOSltlf de désagrégation
de lafigure 1 ; )

- la figure 3 est une vue en coupe transversale d'une
seconde modification du mode de réalisation de la ,
figure 1, ou la coupe transversale est prise par rapport
aux lignes de coupe 3 .- 3 de la figure 4 ;

- = la figure 4 est une vue en coupe transversale de
dessus de la modification de la figure 3 suivant la ligne
b=t ; et

~ la figure 5 est une vue latérale d'une autre
modification du dispositif de dsagrégation de la figure 1.

Un dispositif de désagrégation, généralement indiqué
par le repére 10, est illustré sur la figure 1 et il sert
4 désagréger ou & séparer des amas de cellules dans des
échantillons de tissus, prélévements et fluides corporels.

Les cellules désagrégées peuvent subséquemment &tre
utilisées dans de nombreux - usages courants comme la
disposition des cellules en couche sur des lamelles d'un
microscope pour une analyse visuelle subséquente au moyen
de microscopes ouporue alalyse avec des systdmes automatisds
de reconnaissance de motifs et pour des systémes 3
écoulement continu. '

Le dispositif de désagrégation 10 comprend un rotor
12 en forme de tambour qui peut fonctionner pour tourner
raepidement 3 1'intérieur d'un bécher rond 14 ou récipient
analogue . Le rotor 12 et le bécher 14 ont de préférence
des formes cylindriques, mais ils peuvent prendre d'autres ‘
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formes, comme des configuration en c8ne. Le bécher 14
est adapté & contenir 1'échantillon de cellules dans une
suspension liquide 16, Le rotor 12 et coq)le rigidement 3 un
moteur électrique 18 par un arbre 20, Le moteur électri-
que est & son tour électriquement couplé 3 une source
de courant (non représentée) pour exciter le moteur électri-
que pour faire tourner le rotor 12. Le moteur électrique
18 a un logement 22 avec une partie formant col 24 qui
stétend vers le bas a partir des extrémités inférieures du
logement, La partle formant col est adaptée 2 s'ajuster
coulissante dans le sommet du bécher 14, de fagon que le
logement 22 repose sur le bécher 14 qui le supporte. De
préférence, mais cela n'est pas nécessaire, une ou plusieurs
saillies 23 sont placées & la partie supérieure du rotor
12 pour aider & emp&cher la suspension liquide 16 de
remonter le long de la paroi interne du bécher 14,

De préférence, mais cela n'est Pas nécessaire, le
bécher 14 est en matiére Plastique, le rotor 12 est
en matiére plastique, l'arbre 20 est en métal et le logement
22 et la partie formant col 24 sont en matidre plastique.
Comme groupe illustré de dimensions, la surface du rotor
12 est espacée de la paroi intérieure du bécher d'environ
4 mm, Le diamétre du rotor 12 peut, par exemple, 8tre de
17 mm et le diamdtre interne du bécher peut &tre de 25 mm.
Le rotor 12 est espacé du fond du bécher 14 de 1 mm et la
hauteur verticale du rotor 12 est de 14,5 mm Jusqu'aux
saillies 23, les deux saillies. 23 ajoutant encore 5 mm de
hauteur; Le diamétre des saillies 23 est de 20 mm, Typique=
ment,'la suspension liquide 16 peut &tre de 9 ml,
donc le niveau du liquide s'étend au dessus du rotor 12 sur
> mm., Ces valeurs ne sont données qu'a titre d'exemple, et
elle peuvent sensiblement varier.. Par exemple, des espaces
de l'ordre de 1 cm ont &té utilisés entre le rotor 12 et
le bécher 14, avec pouf résultat la désagrégation souhaitée
des cellules, En utilisation, le rotor 12 tourne rapidement,
créant des forces de cisaillement entre sa paroi externe
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et la paroi interne du bécher 145 Ces forces de cisaillement
sont suffisantes pour rompre les amas de cellules sans
endommager de fagon importante les cellules elles-m@mes.

On pense que ces forces de cisaillement sont créées dans
une région immédiatement adjacente 3 la paroi du rotor 12
Le rotor 12 peut &tre entrainé en rotation, par exemple,
entre 2000 et 6000't/mn?En général ,plus la rotation est
rapide, meilleurs sontles résultats, avec des vitesses de
rotation inférieures & 2000 t/mn généralement inacceptables.
Des essals utilisant le dispositif omtmontré une diminution
sensible du temps requis pour désagréger les cellules,

en comparaison au passage traditionnel & la seringue d'une
suspension de cellulesf Pour lfapplication du dispositif

de désagrégation 10 & des échantillons cervicaux, on a
obtenu des productions de 80 & 90 % de cellules simples,
sans dégat des cellules. Ces résultats ont été obtenus en
30 secondes d'usage du rotor{ Des résultats semblables & la
seringue nécessitent une durée de désagrégation de 10 &

15 minutes, Le dispositif 10 est bien adapté & une utilisa-
tion dans un dispositif automatisé de préparation d!échan—~
tillons. Le rotor 12 est facile & nettoyer en le faisant
fonctionner dans un bain d'eau courante.

- Bien qu'un moteur électrique8 sattillustré dans le
mode de réalisation préféré, dtautres moyens pour amener
de 1l'énergie pour faire tourner le rotor sont possibles;
Par exemple,'un entrafnement compact 3 turbine & air peut
étre facilement utilisé & la place du petit moteur électri-
que 18. _

La figure 2 montre 1fadaptation du dispositif de
désagrégation 10 pour permettre de récupérer des - fractions
de densités différentes, Le bécher 14 est modifié pour
former un bécher & double compartiment , par inclusion

d'une fiole interne concentrique 26, La fiole interne 26
peut s'étendre Jusqu'a une position située en dessous ou

au dessus du - fond du rotor 125 De préférence, le sommet

de la fiole interne 26 est placé légérement en dessous

du fond de rotor 12, En choisissant l'emplacement de la
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paroi entre les compartiments et la hauteur de la fiole
26, il est possible de recueillir des composants de la
suspension liquide ayant des densités différentes, du fait
de l'action centrifuge du rotor 12. Par ailleurs, il est
envisagé€ qu'avec un certain nombre de fioles internes
concentriques 26 prévues Ielong du fond du béchel'14, i1
soit possible de séparer lt'échantillon en plus de deux
fractio ns;

Les figures 3 et 4 montrent une autre modification
du mode de réalisation de la figure 1. Le rotor 12 a une
cavité centrale et annulaire 28 quiy est formée, avec
un certain nombre de trous 30 qui s¥%tenddrt de la cavité
28 jusqu'ad une paroi externe 32 du rotor ', Chacun des
trous 30 & une partie cylindrique allongée 34 et une
Partie en forme de tronc de cbne et évasde 36{ De nouveau,
la paroi 32 du rotor 12 est espacée de la paroi interne du

bécher 14 d'une distance semblable & celle repréacentde

sur la figure 1. Chacun des trous 30 est aligné de fagon
que son axe central soit tangent & un cercle imaginaire
qui est concentrique & l'arbre 20, comme le montre la
figure 4, Les cellules & désagréger sont attirdées de la
cavité 28 & travers les trous 30 par la force centrifuge
créée par le rotor 12 en rotation. En d'autres termes,
cet agencement fonctionne comme une pompe centrifuge,
En plus de produire la force de cisaillement décrite
Jusqu'ad maintenant entre la paroi externe 32 du rotor 12
et la paroi interne du bécher 14, une force supplémentaire
de cisaillement est produite 2 1'éjection de la matidre
cellulaire a travers les trous 30§-Par conséquent, les
mouvenent des cellules a travers les trous 30 favorise
la désagrégation des cellules provoquée par la force de
cisaillement entre les parois.

La figure 5 montre un mode de réalisation du dispositif
de désagrégation 10 ol le rotor a une découpé hélicofdale B
38 qui définit une configuration extérieure en vis sans fin:
Le béche 14 est pourvu de plus grandes dimensions en
coupe transversale par rapport aux dimensions du bécher
des modes de réalisation qui précédent, Un manchon fermé
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ou capuchon 40 est interposé entre le rotor 12 et le
bécher 14, Plus particulidrement, le moteur electrlque 18
repose -maintenant sur le sommet du capuchon 40, Le
capuchon 40 @ une extrémité fermée 42 qui repose au fond du
bécher 14, Un certain nombre de trous 44 de petit
diamétre- traversent le capuchon & ses régions inférieures
vers 1l'extrémité inférieure du rotor 12. Un certain
nombre de trous 46 de grand diamdtre. traversent le
capuchon 40 dans une région 3 proximité du rotor 12,
De préférence, mais cela n'est pas nécessaire, une
saillie 47 est montée sur le bécher 14 & une hauteur
proximité du sommet de 1'!'échantillon llqulde pour empécher
la suspension liquide de remonter le long des parois. Avec
la direction de la découpe hélicoTdale 38 représentée
sur la figure 5, la rotation dans le sens des aiguilles
d'une montre, en regardant en dessous, du rotor 12, force
le liquide vers le bas, vers le fond du capuchon 40.
En vertu de cet agencement, le liquide du bécher 14 est
attiré & travers les trous 46 de grand diamdtre , et est
forcé 3 descendre vers le fond du capuchon 40 et passe
vers l'extérieur & travers les trous 44 de petit diamdtre .
En plus de la force de cisaillement créée entre la
surface en forme de vis sans fin du rotor 12 et la paroi
interne du bécher 14, des forces supplémentaires de
cisaillement sont créées tandis que le liquide Jjaillit par
les trous 44 de petit diamdtre : Par ailleurs, en compa-
raison & l'agencement des figures 3 et 4, la rotation de
1la découpe hélicoIdale 38 permet le développement de pressions
sensiblement plus importantes pour forcer les cellules
a travers les trous 44, Plus particuliérement, la combinai~-
son de la force de cisaillement du rotor 12 et des trous 44
dans le capuchon 40 permet une désagrégation excellente
avec une amélioration pouvant atteindre 10 % par rapport
au dispositif & rotor de base représenté sur la figure 1.
Cette pression ajoutée peut également &tre utile pour
extraire le cytoplasme des noyaux des cellules.
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REVENDICATIONS

1. Dispositif de désagrégation pour séparer des amas
de cellules biologiques dans une suspension d'un échantil—
lon, du type comprenant un bécher contenant ladite
suspension, caractérisé par un rotor (12) monté rotatif
& l'intérieur dudit bécher (14) ; et un moyen de rotation
(18, 20) pour faire tourner ledit rotor afin de créer des
forces de cisaillement pour désagréger lesdits amas de
cellules dans ladite suspension de 1l'échantillon (16) entre
ledit rotor et ledit bécher,

2, Dispositif selon la revendication 1, caractérisé
en ce que la surface externe du rotor (12) précité et la
paroi interne du bécher (14) précité ont des configura-
tions en coupe transversale annulaire,

3. Dispositif selon l'une quelconque des revendications
1 ou 2, caractérisé en ce que le rotor (12 ) précité a une
extrémité inférieure qui est placée en relation espacée
avec le fond du bécher (14) précité.

4, Dispositif selon 1l'une quelconque des revendications
précédentes caractérisé par une fiole interne (26) qui est
placée entre le rotor précité et le bécher précité au fond
dudit bécher.

5{ Dispositif selon la revendication 4, caractérisé
en ce que la fiole interme (26) précitée a une configura-~
tion en coupe transversale circulaire et est placée en
relation concentrique avec le bécher (14) précité et le
rotor (12) précité et en ce que ladite fiole a une hauteur
qui s'étend vers le haut Jjusqu'd proximité de 1'extrémité
inférieur dudit rotor.

6. Dispositif selon 1l'une quelconque des revendications
1, 2 ou 3, caractérisé en ce que le rotor (12) précité a
une cavité (28) quiy est formée ; en ce qu'un certain nombre
de trous (30) traversaitledit rotor, lesdits trous s'!'étendant
de la cavité Jjusqu'a la surface externe dudit rotor ; ainsi
la rotation dudit rotor crée une force centrifuge qui
déplace l'échantillon de ladite cavité & travers lesdits
trous,
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7. Dispositif selon 1l'une quelconque des revendications %
2 ou 3 caractérisé de plus par un capuchon (40 ) placé
4 1'intérieur du bécher (14) précité, ledit capuchon ayant
un certain nombre de trous (44) d'un diamdtre relativement
petit et un certain nombre de trous (46) d'un diamdtre
relativement grand, traversant tous la paroi dudit capu-—
chon, lesdits trous de grand diamétre (46) étant placés
au-dessus desdits trous de petit. diam®tre (44) ; et en
ce que le rotor (12) précité a, sur sa surface,une découpe
hélicoIdale (38) ; ainsi la rotation dudit rotor tire la
suspension de 1!'échantillon 3 travers lesdits trous de
grand”™ diamétre. et pousse la suspension de 1'échantillon
vers le bas & 1'intérieur’ dudit capuchon afin de forcer
ladite suspension de 1'échantillon 2 passer & travers lesdits
trous de petit diamdtre .

BE'Dispositif selon la revendication 7, caractérisé
en ce que les trous de grand. diamétre (46) précités sont
placés sur ou au~dessus de la partie supérieure du rotor
précité et en ce que les trous de pekit diamdtre. (44)
sont placés sur ou en dessous de la partie inférieure dudit
rotor, '
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