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Brevet N¢ . .

Monsieur le Ministre

Titre detivee : 1.1 NOVJ 1887

de I'’Economie et des Classes Moyennes
Service de la Propriété Intellectuelle

LUXEMBOURG

Demande de Brevet d’Invention

I. Requéte

L'UNIVERSITE CATHOLIQUE DE LOUVAIN, Halles Universitaires, Place de (1)
LlUniversité 1,.B.=.1348 Louvain lg Neuve, Belgique.
représentée par E.Meyers & E.T.Freylinger, Ing.conseils en propr.ind., [PA)

46 rue. du. Cimetiére,. luvembourg,... agissant en qualité de mandataires.........
dépose(nt) ce quatre mars mil neuf cent quatre vingt siz 3)

R I heures, au Ministére de IEconomie et des Classes Moyennes, 2 Luxembourg :
1. la présente requéte pour Yobtention d'un brevet d’invention concernant :
Béciprents de. cultures. cellulaires. eucaryotes..et..pracédé.de.revéiement. de €8)

surface plastique par vaporisation métallique. en vue de.la réalisation
de.cultures cellulaires eucaryotes. in vitreo

2. la délégation de pouvoir, datée de le
3. la description en langue Frangaise de l'invention en deux exemplaires;
4o planches de dessin, en deux exemplaires;

5. la quittance des taxes versées au Bureau de I'Enregistrement a4 Luxembourg,
le .vingt=huit. février mil.neuf.cent. quatre. Vingt. Sid. ...
déclare(nt) en assumant la responsabilité de cette déclaration, que I'(es) inventeur(s) est (sont) :

A Nadine. GUNSBOURG,. rue. Inchebroux. 14, B.=. 5890 . Chaunont=Gistouz. ... . {5)
2.. Dominique MASQUELIER, rue.d.-F. De Craen 23, B —.1040. Bruzelles.....

... T ————

revendique(nt) pour la susdite demande de brevet la priorité d'une (des) demande(s) de ..

(6) - "...... déposée(s) en (7)
le .
au nom de o

elit(élisent) pour 1ui (elle) et, si désigné, pour son mandataire, & Luxembourg ... __.__
46 yue du Cimeticre, Luxmembourg {10)

sollicite(nt) la délivrance d’un brevet d’invention pour l'objet décrit et représenté dans les

annexes susmentionnées, — avec ajournement de cette délivrance a _ dix—huit mois. {11)
Lhun.des. mandataires...... ‘

II. Procés-verbal de Dépét

La susdite demande de brevet d’invention a été déposée au Ministére de ’Economie et des
Classes Moyennes, Service de la Propriété Intellectuelle & Luxembourg, en date du:

Pr. le Ministre
de I'Economie et desClasses Moyennes,
p. d.

heures

A 63007

(1) Nom, prénom, firme, adresse — (2) s’il a lieu sreprésenté par .:» agissant en qualité de mandataire — (3) date du dépdt
en toutes lettres — (4) titre de l'invention — (5) noms et adresses — (6) brevet, certificat d'addition. modeéle Q’utilité — (7
pays — (8) date — (9) déposant originaire — (10) adresse — (11) 6. 12 ou 18 mois.
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Mémoire descriptif déposé a 1'appui
d'une demande de brevet concernant :

Récipients de cultures cellulaires eucaryotes
et procédé de revétement de surface plastique
par vaporisation métallique, en vue de la réa-
lisation de cultures cellulaires eucaryotes

in vitro

Université Cathslique de Louvain
Halles Universitaires

Place de 1'Université 1

B ~- 1348 Louvain la Neuve
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RECIPIENTS DE CULTURES CELLULAIRES EUCARYOTES ET PROCEDE

DE REVATEMENT DE SURFACE PLASTIQUE PAR VAPORISATION
MﬁTALLIQUE, EN VUE DE LA REALISATION DE CULTURES
CELLULAIRES -EUCARYOTES IN VITRO

La présente invention vise essentiellement & 1'a-

mélioration des propriétés de surfaces habituellement
utilisées pour les cultures in vitro de cellules euca-—
ryotes (par opposition aux cultures de cellules proca-
ryotes, telles les bactéries).

L'ancrage et la croissance des cellules eucaryo-
tes normales nécessitent un support doté de propriétés
particuliéres, qui ne sont d'ailleurs pas exactement dé-
finies. La mouillabilité et les charges négatives du
support paraissent des caractéristiques importantes pour
le succés de ces cultures. Différents matériaux peuvent
se préter aux cultures de cellules eucaryotes, tels le
verre (normal et borosilicate), les plastiques (cello-
phane, perspex, ... et surtout polystyréne), les plaques
métalliques (titane dans des appareillages industriels)
(cfr PAUL J., Cell and Tissue Culture, Churchill Living-
stone, Edinburgh & New York, 1975; JACOBY W.B. & PASTAN
I.H. Eds.,' Cell culture, In "Methods in Enzymology",
vol. 58, Academic Press, New York, 1979).

Avec le développement de la technologie des cul-
tures cellulaires, les supports les plus utilisés ac-
tuellement, parce que les plus faciles d'emploi, sont
des récipients en polystyréne, pré-stérilisés (par irra-
diation ou par des vapeurs toxiques) et & usage unique.
Pour les cellules eucaryotes dépendantes de l'ancrage,
plusieurs fournisseurs proposent des récipients dont la
surface est traitée en vue de permettre une croissance
"optimale" des cellules.

Ces récipients ne donnent cependant pas totale-
ment satisfaction aux utilisateurs et 1'invention a pour
objet d'apporter une amélioration aux récipients exis-
tants étant entendu qu'il convient de maintenir les pos-

sibilités d'observation, notamment d'observation au mi-
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croscope, liées d l'utilisation des récipients habituels

de culture.

La solution est apportée selon l'invention par 1le
fait que 1l'on procéde au recouvrement par vaporisation
d'une couche métallique mince de préférence de titane
sur les supports de polystyréne. En effet, le dépdt
d'une couche métallique mince respecte la transparence
des supports de culture, et l'application des techniques
de microscopie.

L'invention porte donc sur un récipient permet-
tant dans de bonnes conditions des cultures cellulaires
eucaryotes tout en maintenant la transparence des sup-
ports de culture caractérisé en ce que ledit récipient
comporte au moins partiellement un revétement d'une cou-
che métallique mince, de préférence de titane.

Sous un autre aspect, l'invention porte sur un
procédé visant 3 améliorer les supports de cultures cel-
lulaires eucaryotes en maintenant la transparence de
ceux-ci caractérisé en ce qu'on y applique une couche
métallique par une technique de vaporisation.

Ledit support peut &tre de nature quelconque com-
patible avéc l'usage envisagé, c'est-d-dire qu'il doit
pouvoir étre facilement stérilisé, d'un prix raisonna-
ble, facilement thermoformable, et bien entendu transpa-
rent. Ce support est de préférence réalisé en polymére
qui est constitué essentiellement de polystyréne, le cas
échéant avec des quantités mineures qu'un autre co-mono-
mére et les additifs habituels, bien connus dans la
technique.

Les différentes analyses qualitatives et quanti-
tatives ont révélé des qualités nettement accrues de ce
recouvrement métallique, par rapport au support polysty-
réne généralement employé. Ces qualités s'appliquent a
différents types cellulaires et notamment les cellules
ostéogéniques.’

Les procédés de métallisation sont en eux-mémes

largement connus et les techniques courantes peuvent
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étre mises en oeuvre.

A titre d'illustration, l'exemple qui suit décrit

une technique ayant donné largement satisfaction.

EXEMPLE 1 : EXEMPLE DE MISE EN OEUVRE DU PROCEDE

A. MATERIEL UTILISE

# Fil de titane : largeur : 1 mm

épaisseur : 0,2 mm
longueur : 200 mm
poids : environ 0,06 g

# Support de culture : boites de petri FALCON, ref.
3001, diamétre 35 mm (Falcon, Div. Becton-Dickinson,
P.0. Box 233, Cockeysville, MD 20130, USA).

# Evaporateur : EDWARDS 306 COATER, muni d'une platine
planétaire et d'un filament hélicoidal de tungsténe.
(Edwards High Vacuum, Grand Island Blvd., Grand
Island, NY 14072, USA).

B. TECHNIQUE DE METALLISATION

Les ‘pompes 3 rotation et a diffusion de 1'évapo-

rateur Edwards sont préchauffées. Le fil de titane est
replié sur lui-méme et introduit dans le filament de
tungsténe, de telle sorte qu'il ne dépasse pas de la
partie hélicoidale de ce filament. Ce dernier est ensui-
te replacé aux bornes de 1l'électrode adéquate.

Les boites de petri sont déposées sur la platine
rotative de 1'évaporateur, située A une distance de 30
cm par rapport a 1'électrode. Les cloches sont replacées
sur l'appareil. La pompe rotative est enclenchée pour
obtenir un vide primaire de 10-1-10-2 Torr. La pompe i
diffusion est ensuite mise en action, ce qui permet
l'obtention d'un vide secondaire de 10-5-10"% Torr. A
cette pressioﬁ, la platine est mise en rotation (1'élec-
trode étant disposée latéralement dans 1'enceinte, la

rotation des boites autour de 1l'axe central et sur
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elles-mémes permet un dépdt réqulier et homogéne du ti-

tane).

Le circuit de basse tension est connecté. La ten-
sion est progressivement augmentée (de 1 & 4, en unitéds
arbitraires de l'appareillage), jusqu'ad incandescence du
filament, puis trés lentement jusqu'a é&vaporation du ti-
tane. Dans le cas du titane, cette évaporation se réali-
se aux environs de 1550°C.

Les différents circuits sont coupés, l'air admis
dans l'enceinte permet 1'ouverture de celle—ci et 1la ré-
cupération des boltes coatées de titane. L'épaisseur de
la couche de titane déposée dans ces conditions peut
étre estimée & environ 15-20 nm, par comparaison avec
une mesure réalisée dans un é&vaporateur BALZERS UNION,
muni d'un quartz piézoélectrique.

C. TESTS PHYSIQUES ET BIOLOGIQUES
ANALYSE DU SPECTRE DE DISPERSION DES RAYONS X

T ot o et i i s s i e e S S . T ) S D A A Y S e B e S i 4 S > o oo

Cette analyse fut réalisée dans un microscope
€lectronique & balayage JEOL JSM 35, équipé d'un spec-
trométre ézdispersion de 1'énergie des rayons X (KEVEX),
permettant l'analyse des éléments d'une surface. La sen-
sibilité descend jusqu'au sodium (n. at. 11). La hauteur
des pics du graphe est proportionnelle aux concentra-
tions relatives.

La figure 1 correspond & un fragment de titane
avant évaporation (10 KeV, 10.000 coups). On y voit les
deux pics caractéristiques du titane.

La figure 2 correspond a un fond de boite de pe-
tri FALCON Vierge (10 KeV, 20.000 coups). Les &l&ments
détectés sont signalés par des fléches. Les pics proémi-
nents a la droite du graphe viennent du support de lai-
ton sur lequel la boite fut déposée pour l'analyse.

La figure 3 correspond & un fond de boite de pe-
tri FALCON recouvert de titane dans les conditions dé-
crites en 2.2 (10 KeV, 20.000 coups). On détecte nette-



05

10

15

20

25

5
ment la présence des deux pics du titane.

TRANSPARENCE AVANT ET APRES RECOUVREMENT DE TITANE

Un des avantages opératoires du procédé consiste
a laisser possible 1l'observation directe des cellules
cultivées au microscope photonique & contraste de pha-
se. La transparence de la préparation doit donc &tre te-
nue en compte.

La mesure fut réalisée au microspectrophotométre
REICHERT. Les boites de culture vierges ont servi a 1'é-
talonnage de 1l'appareil pour une transmittance de 100%.
Les boites recouvertes de titane montrent une transmit-
tance de 50 & 70%.

TESTS BIOLOGIQUES

La prolifération et 1'adhésion des ostéoblastes
et des cellules mésenchymateuses ont été quantifiées sur
les supports plastiques vierges et recouverts de tita-
ne. En outre, les cinétiques de croissance ont &té com-
parées avec celle obtenue aprés l'adjonction d'une ma-
trice organique (collagéne) sur le polystyréne. S'il ap-
parait, dans tous les cas, la présence de titane produit
des résultats supérieurs.

Qualitativement, le support polystyréne-titane a
été aussi testé comparativement sur un autre modéle de
culture : la néoformation in vitro des ilots de Langer-

hans, et sa supériorité est également apparue.
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REVENDICATIONS

1. Récipient permettant dans de bonnes conditions

des cultures cellulaires eucaryotes tout en maintenant
la transparence des supports de culture, caractérisé en
ce que ledit récipient comporte au moins partiellement
un revétement d'une couche métallique mince.

2. Récipient selon la revendication 1, caractéri-
sé en ce que le revétement sous forme d'une couche mé-
tallique mince est constituée de titane.

3. Récipient selon la revendication 1 ou 2, ca-
ractérisé en ce que ledit support est constitud® essen—
tiellement de polystyréne, les cas é&chéant avec des
quantités mineures qu'un autre co-monomére et les addi-
tifs habituels, bien connus dans la technique.

4. Procédé permettant d'améliorer les supports de
culture cellulaires eucaryotes en maintenant la transpa-
rence de ceux-ci, caractérisé en ce qu'on -y applique une

couche métallique par une technique de vaporisation.
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