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PROCEDE ET SYSTEME POUR COMPTER EN LIGNE ET IN SITU DES CELLULES DANS UN MILIEU DE

CULTURE BIOLOGIQUE.

@ Procédé pour compter en ligne et in situ dans cellules
dans un milieu de culture biologique, comprenant les étapes
suivantes:

-une pluralité de mesures de la capacitance du milieu ou
une pluralité de mesures de la conductance de ce milieu, a
des fréquences distinctes variant dans une plage de fré-
quences de mesure prédéterminée,

- une extraction d’une information de variation de permit-
tivité due a la B-dispersion dans ce milieu, & partir des me-
sures de capacitance, et

- un traitement de la variation de cette information de va-
riation de permittivité en fonction de la fréquence, pour déli-
vrg?_r une information de comptage de cellules dans ledit
milieu.
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« Procédé et systéme pour compter en ligne et in situ des cellules dans un

milieu de culture biologique »

1 Introduction

La présente invention concerne un procédé pour compter en ligne et in
situ des cellules dans un milieu de culture biologique. Elle vise également un
systéme de comptage de cellules mettant en ceuvre ce procédé.

Les industries de la pharmacie et de la biotechnologie utilisent des
cellules animales recombinées pour produire des molécules d'intéréts
thérapeutiques en bioréacteur. Parmi les mesures disponibles pour
I'optimisation et a la bonne conduite de la réaction, la quantité de biomasse
est un parametre d'intérét primordial. La mesure de la biomasse est
aujourd’hui indispensable pour caractériser les procédés de culture
biologique, ce paramétre biomasse est mesuré lors de toutes les cultures de
cellules.

La mesure de référence est le comptage du nombre de celiules par
microscopie aprés coloration au bleu trypan. Les cellules sont préalablement
mis en contact avec un colorant (bleu trypan), et seules les cellules qui
laissent pénétrer le colorant sont considérées mortes. Ainsi il est possible de
compter les cellules vivantes (non colorées), les cellules mortes (colorés au
bleu trypan), le nombre total et d’en déduire le pourcentage de cellules
vivantes par rapport au nombre total de cellules, ou viabilité.

De nombreux fournisseurs proposent cette méthode et des
microscopes associés a un traitement d'image pour effectuer ces différents
comptages. Ces solutions sont plus ou moins automatisées mais la mesure se
fait avec un échantillonnage du réacteur.

D’autres méthodes hors ligne (avec prise d’échantillon) sont utilisées
en complément de cette référence comme le PCV (packed cell volume), le
comptage par « coulter counter », le comptage par cytométrie de flux, la
mesure du poids sec, I'analyse de la quantité d’ADN...

En culture biologique, la mesure en ligne et in situ des parameétres

apportent un avantage tres important par rapport a la mesure d'un
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échantillon: mesure en temps réel, automatisation de la mesure, possibilité
d’utiliser la mesure en boucle de régulation, pas de risque de contamination
lié a I'échantillonnage.

Ainsi de nombreux fournisseurs proposent des capteurs de biomasse
en ligne et in situ pour la culture biologique. Ces capteurs de biomasse
mettent en ceuvre des méthodes optiques ou capacitives.

Les méthodes optiques comprennent des mesures d’absorbance ou
d‘atténuation de la lumiere plus communément appelée turbidité. La turbidité
du milieu de culture est corrélée avec la quantité de biomasse en suspension.
Le signal optique mesuré est corrélé a la quantité de particules en suspension
ou le nombre de cellules totales (vivante et morte).

Certains capteurs de biomasse mettent en ceuvre des mesures de
rétrodiffusion dans lesquelles le signal optique mesuré est corrélé a la
quantité de particules en suspension et a leur taille. Ce signal donne une
information sur la quantité de biomasse totale (vivante et morte).

Sont également utilisées des techniques de microscopie in situ, dans
lesquelles toutes les cellules (vivantes et mortes) sont directement comptées
et le nombre de cellules totales est accessible.

Parmi les techniques de mesure en ligne, c’est la technique de mesure
capacitive qui est la méthode la plus performante et attractive car le signal
obtenu est en relation avec la biomasse vivante uniquement. En effet seules
les cellules vivantes sont actives, se divisent, ou produisent les molécules
thérapeutiques ciblées, ce sont celles -ci que l'on souhaite mesurer en
premier. Cette technique donne des mesures qui sont sensibles a la fois au
nombre et la taille des celiules vivantes.

Cependant aucune mesure en ligne n’est capable de mesurer a la fois
le nombre (indépendamment du changement de la taille des cellules) et a la
fois la taille des cellules comme les mesures de référence hors ligne décrites

ci-dessus.
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2 Objet de I'invention
L'objet de linvention est de proposer un procédé de comptage qui
serait mis en ceuvre dans un capteur, en ligne et in situ, de mesure de
biomasse en culture biologique, ce capteur étant capable de mesurer le
nombre de cellules vivantes et leur taille, le nombre de cellules totale, et le
pourcentage de cellules vivantes par rapport au nombre total de cellules, ou

viabilité.

3 Etat de l'art

Pour un exposé de la théorie de base sur les mesures capacitives sur
des cultures biologiques, on pourra se référer utilement aux travaux de
(Pethig and Kell 1987; Foster and Schwan 1989; Markx and Davey 1999).

Il y est notamment fait référence a la relation liant permittivité et
fréquence d’excitation, dans une mesure de permittivité d'un milieu de
cellules en suspension.

La mesure de capacitance dans un milieu de culture de cellules,
consiste en premier lieu a appliquer une pluralité de fréquences d’excitation
comprises entre 0.1 et 20 MHZ, et de mesurer la permittivité a chaque
fréquence. Le spectre obtenu contient trois types d’informations qui se
superposent:

- La permittivité due a la B-dispersion des cellules
- La permittivité due a la polarisation des électrodes

- La permittivité parasite de I'électronique

La chute de permittivité, causée par l'accumulation d’une double
couche d'ions a proximité de la surface des électrodes, est appelée la
polarisation des électrodes. La chute de la permittivité est causée par la
polarisation des membranes cellulaires. Cette chute de la permittivité est
appelée B-dispersion, en référence a la figure 1.

La B-dispersion peut elle-méme étre décrite par trois parameétres :

- l'amplitude de la B-dispersion, Ag

- la fréquence caractéristique fc,



10

15

20

25

30

2917498

- le coefficient a. de Cole-Cole.

Il est bien connu pour un homme de I'art que la permittivité due a la B-
dispersion contient les informations des cellules en suspension comme : le
nombre de cellules, le rayon moyen, la capacité membranaire Cm des
cellules, et la conductivité du cytoplasme.

Pour extraire ces informations des cellules a partir des mesures
capacitances, la méthode la plus classique consiste a les traiter en deux
étapes :

- Correction : enlever la polarisation de I'électrode et la permittivité
parasite de I'électronique dans le spectre de la permittivité mesuré
pour obtenir le spectre de la B-dispersion.

- Extraction du rayon et du nombre de cellules a partir de la B-dispersion
corrigée.

Plusieurs variantes de méthodes existent pour ces deux étapes.

Pour la premiére étape :
- La correction de la polarisation basée sur la mesure de la permittivité

dans la région a basse fréquence ou la contribution de la B-dispersion
dans la permittivité totale est faible (typiquement <500 kHz).
[Cannizzaro 2003, Asami 1995]. Ces méthodes sont basées sur
I'hypothése que la B-dispersion est constante en basse fréquences.
Pour les cellules de large taille, cette hypothése n’est plus valide et
cette méthode introduit des erreurs de correction.

- Bordi [Bordi 2001] a proposé une méthode globale qui détermine la

contribution de la polarisation des électrodes de type : C, = Px f™%, ou

P est I'amplitude de la polarisation, fest la fréquence, et 1< pp<2.

Cette méthode ne repose sur aucune hypothese sur la forme de la B-
dispersion par rapport a la plage de fréquence mesurée, et elle permet
de déterminer & la fois P et pp par un fit (ajustement) non linéaire
sur un circuit électrique équivalent. Le modele utilisé par Bordi est un
modéle complexe qui englobe les trois contributions dans la mesure de

la permittivité :
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- la contribution due a la B-dispersion des cellules
- la contribution due a la polarisation des électrodes et

- la contribution due aux parasites de I'électronique.

Cette approche requiert la disponibilité simultanément de la partie
réelle (conductance) et complexe (capacitance) de la permittivité mesurée. La
gamme de fréquence utilisée par Bordi est extrémement large (de quelque
kHz a plusieurs centaines de MHz). Cette gamme de fréquence dépasse
largement les gammes de fréquences utilisées couramment dans les
applications de culture biologique industrielles. D’autre part, cette gamme
nécessite |'utilisation d’un impédancemétre de laboratoire trés haut de
gamme dont le prix et le caractére non-industriel est rédhibitoire dans
I"application de culture biologique industrielle.

Pour la deuxieme étape, il existe trois approches :

Une premiere approche consiste a extraire le nombre de cellules et le
rayon directement a partir du spectre de capacitance. Cette approche fait
appel a des méthodes statistiques comme I'analyse des composantes
principales (PCA), et la méthode des moindres carrés partiels (PLS)
[Cannizzaro 2003].

Cette méthode est opérée directement sur le spectre de permittivité,
corrigé ou brut, mais elle prend difficilement en compte le caractére
fortement non-linéaire de la dépendance du rayon des cellules aux mesures
capacitives. La mise en ceuvre de ces méthodes statistiques est lourde, car
elle nécessite au préalable une étape de culture biologique dite de
« calibration », ol les mesures de capacitances seraient confrontées & une
mesure hors ligne du nombre de cellules et leurs rayons.

Les cultures de calibration doivent étre réalisées de telle sorte que
toute la gamme de rayon de cellules et la gamme des nombres de cellules
susceptible d’étre mesurés par la suite soient totalement couvertes par la
culture de calibration. Cette calibration est spécifique a un type de cellule, et
a une condition de culture spécifique. Dés que l'une de ces deux facteurs

change, une nouvelle calibration est nécessaire. Cela est une difficulté
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majeure afin de généraliser la méthode et la rendre pratique dans un objectif
applicatif industrielle.

Une telle méthode, qui implique autant de calibrations que de type de
cellule, est difficilement implémentable en tant que procédé industriel de
comptage en ligne.

Une deuxiéme approche consiste a extraire les paramétres par
fitting (ajustement): Un modéle empirique de type Cole/Cole est utilisé pour
décrire la B-dispersion. Ensuite, les trois paramétres décrivant la pB-
dispersion, Ag, fc, a sont extraites par un fit (ajustement) non-linéaire. Le fit
(ajustement) est opéré sur les données apres la correction de la polarisation
de type basse-fréquence [Yardley & al 2000]. Limplémentation du fit
(ajustement) est une étape particuliérement critique, car les paramétres
estimés sont imprécis a cause du caractére non-linéaire et instable du modéle
par rapport a des paramétres Cole/Cole. Généralement le fit (ajustement) est
réalisé par des algorithmes de type génétique, des réseaux de neurones
[Nicholson 1996], des proceédés de type « simulation annealing » [Lising
1996], ou Levenberg-Marquardt [Davey 1992 , Davey 1993].

Du fait de ces enchainements séquentiels, I'erreur de la correction de
polarisation induit une erreur des parameétres Ag, fc et o, surtout lorsque des
cellules de grande taille sont mesurées. Aucune de ces méthodes n’est
totalement fiable pour étre applicable a un large éventail de cultures
biologiques.

Ces parametres pourraient étre ensuite utilisés pour estimer le nombre
et la taille des cellules par des calculs. Les calculs sont basés sur un modeéle
de dispersion des cellules sphériques appelé Pauly-Schwan que nous
détaillons dans la suite. Le plus souvent, la capacité membranaire Cm des
cellules, et la conductivité du cytoplasme sont les parameétres qui doivent étre
connus pour pouvoir estimer la taille et le nombre des cellules. Ces
parametres pourraient étre estimés par des mesures hors ligne du type

électrorotation [Archner, 1999].
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Une troisieme approche a été proposée par [Asami 1995], qui met en
oeuvre une formule algébrique permettant d’estimer la fréquence
caractéristique fc avec la mesure de conductance et de capacitance a une
fréquence d'excitation prédéfinie. Les inconvénients de cette méthode sont
que cette détermination est dépendante la fréquence appliqué (dépendance
d’ordre 2) ce qui nécessite la calibration en fréquence de I'impédancemétre
utilisé et la fréquence appliquée doit étre proche de fc selon les
recommandations D’Asimi.

D’autre part, cette méthode demande une calibration du début de la
culture (t=0). Ce qui suppose que la capacité membranaire et la conductance

intracellulaire ne varient pas au cours de la fermentation.

4 Exposé de l'invention

Le but de l'invention est de remédier aux inconvénients posés par les
procédés de comptage de l'art antérieur, tant en termes d’exploitabilité
industrielle que de prise en compte des erreurs de polarisation.

Cet objectif est atteint avec un procédé pour compter en ligne et in situ
des cellules dans un milieu de culture biologique, comprenant les étapes
suivantes:

-une pluralité de mesures de la capacitance dudit milieu ou une pluralité
de mesure de la conductance dudit milieu, a des fréquences distinctes
variant dans une plage de fréquences de mesure prédéterminée,

- une extraction d'une information de variation de permittivité due a la B-
dispersion dans ledit milieu, a partir desdites mesures de capacitance,
et

-un traitement de ladite information de variation de permittivité pour
délivrer une information de comptage de cellules dans ledit milieu.

Ce procédé est basé sur une méthode permettant I'estimation de la
taille moyenne des cellules et le dénombrement des cellules par des mesures
diélectriques et conductances avec plusieurs fréquences.

Contrairement a des méthodes statistiques, le procédé de comptage

selon linvention revient a combiner de maniére inattendue le modéle
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empirique de type Cole/Cole et un modeéle décrivant la dispersion d’une
cellule sphérique de type Pauly-Schwan.

L'avantage principal de cette invention réside dans sa précision et sa
fiabilité de mesure avec tous types de cellules biologiques et dans toutes
conditions environnementales de mesure. Contrairement a Bordi, les erreurs
systématiques de I’électronique et de la polarisation font I'objet d’un
prétraitement, ce qui simplifie ensuite la résolution des paramétres de B-
dispersion.

Dans une version avantageuse, le procédé de comptage selon
I'invention comprend en outre une étape préalable de calibration d’une
culture desdites cellules, dite culture de calibration, cette étape de calibration
comportant :

-(i) au moins une pluralité de mesures de permittivité de ladite culture de
calibration a des fréquences prédéterminées,

-(ii) un traitement desdites mesures de permittivité pour calculer des
facteurs de détermination des informations de comptage.

Un autre avantage du procédé selon I'invention réside ainsi dans le fait
que la méthode mise en ceuvre ne nécessite aucune connaissance préalable
de la capacité membranaire Cm des cellules, et de sa conductivité du
cytoplasme. En contre partie, pour chaque type de culture, elle fait appelle a
une procédure d‘auto-calibration qui ne demande que quelques points
spécifiques (un a trois dans une réalisation préférentielle décrite plus loin) de
la culture de calibration. L'auto-calibration consiste a corréler ces points avec
une mesure indépendante de la taille et des nombres des cellules.

Dans le cadre du procédé de comptage des cellules vivantes selon
Iinvention, on réalise une culture préalable - dite de calibration - dans
laquelle sont mesurés plusieurs spectres (un a trois dans la réalisation
préférentielle) de permittivité a une muiltitude de fréquences et I'absorbance
pour déterminer :

- un facteur k, ou les constantes (a, b, ¢) qui permet de déterminer le
rayon dans les cultures suivantes avec la mesure de la fréquence critique

fc,



10

15

20

25

30

2917498

- un facteur k, ou les constantes (d, e, f) qui permet de déterminer le
nombre de cellules dans les cultures suivantes a 'aide de la mesure de
Ae ou Ao et de la fréquence critique fc,

- un facteur K’ qui permet de déterminer le nombre de cellules totales

dans les cultures suivantes a l'aide de la mesure d’absorbance.

Les mesures du nombre total de cellules et du nombre de cellules
vivantes dans les cultures suivantes seront utilisées pour déterminer la
viabilité cellulaire.

Les constantes ki, k., ou a, b, ¢, d, e, f, correspondent a deux réalisations

préférentielles décrites plus loin.

L'estimation du nombre et de la taille des cellules vivantes se fait en
deux étapes :

1. Déterminer les paramétres de la B-dispersion : I'amplitude At de la
dispersion des capacitances ou lI'amplitude Ac de la dispersion des
conductances ; la fréquence caractéristique fc, et optionnellement le
coefficient a de Cole-Cole.

2. Estimation de la taille et du nombre des cellules vivantes & partir de

ces parametres.

Suivant un autre aspect de l'invention, il est proposé un systéme pour
compter en ligne et in situ des cellules dans un milieu de culture biologique,
mettant en ceuvre un procédé selon I'invention, ce systéme comprenant :

- des moyens pour mesurer la capacitance dudit milieu, a des fréquences
distinctes variant dans une plage de fréquences de mesure
prédéterminée,

- des moyens pour extraire une information de variation de permittivité
due a la B-dispersion dans ledit milieu, & partir desdites mesures de
capacitance, et

- des moyens pour traiter ladite information de variation de permittivité,

pour délivrer une information de comptage de cellules dans ledit milieu.
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Le systéme de comptage selon linvention peut avantageusement
comprendre en outre des moyens pour réaliser une calibration d‘une culture
desdites cellules, dite culture de calibration, comportant :

-(i) des moyens pour effectuer des mesures de permittivité de ladite
culture de calibration a des fréquences prédéterminées, et

-(ii) des moyens pour traiter lesdites mesures de permittivité, agencés
pour calculer des facteurs de détermination des informations de

comptage.

5. Description détaillée de I'invention

D'autres avantages et caractéristiques de l'invention apparaitront a
I'examen de la description détaillée d'un mode de mise en ceuvre nullement
limitatif, et des dessins annexés sur lesquels :

- la figure 1 illustre le phénoméne connu de B-dispersion sous la forme
d'une évolution de la permittivité et de conductivité en fonction de la
fréquence ;

- La figure 2 est un schéma synoptique d'un systéeme de comptage de
cellules selon l'invention ;

- La figure 3 illustre des étapes du procédé de comptage de cellules selon
I'invention ;

- La figure 4 illustre une évolution des nombres de cellules respectivement
vivantes et totales dans un milieu et de la permittivité en fonction du
temps ;

- la figure 5 illustre une évolution des nombres de cellules respectivement
vivantes et totales dans un milieu et de la variation de permittivité en
fonction du temps ;

-la figure 6 illustre une évolution des nombres respectifs de cellules
vivantes et de cellules totales et de I|'absorbance en fonction du
temps ; et

-la figure 7 illustre une évolution du rayon moyen de cellules dans un

milieu en fonction du temps.
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On va maintenant décrire différentes phases de détermination de
parametres réalisées lors de I'implémentation du procédé de comptage selon

I'invention.

5.1 Description de |'estimation du nombre des cellules vivantes a partir des

parameétres Cole/Cole

Un nombre de cellules en augmentation ou une modification de la taille

des cellules a une influence sur le biovolume et sur I'amplitude du signal de
permittivité, selon la premiéere équation de Pauly-Schwan :

_IxrxPxC,,

K (1)

Ae

avec
Ag : permittivité (F m™), amplitude de la B-dispersion
r: rayon d’une cellule (m)

P: fraction volumique des cellules (biovolume)
4 3
= -3—><7txr x Nv (2)

Nv: densité de cellules vivantes (m™)

2

, . . F
Cu: Capacitance membranaire par unité de surface [—J
m

Il en résulte qu’un rayon de cellule r plus élevé a pour effet d’accroitre
I'amplitude Ae lorsque la fraction volumique P (biovolume) reste constante.

La frequence caractéristique fc est définie par la deuxiéme équation de
Pauly-Schwan :

f. = : (3)

2xmxrxCy, x(—1—+—l——J
6, 20,

— S
avec o.: conductivité du cytoplasme (E—J
cm

Om . conductivité du milieu (Eﬁj
cm
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Cette fréquence critique fc est par conséquent fonction de la taille (r)
de la cellule, de I'état de la cellule et des propriétés de la membrane cellulaire
Cw.

La B-dispersion est une somme de I'ensemble des petites B-dispersions
générées par chaque cellule distincte. Le paramétre Cole-Cole « représente la
distribution des petites B-dispersions a la fréquence critique fc.

Les deux équations de Pauly-Schwan décrivent les deux paramétres de

la B-dispersion en fonction des quatre paramétres cellulaires : rN,,0,,0..

Dans les conditions de cultures biologiques rencontrées fréquemment,
deux hypotheses peuvent étres supposées :
- la capacitance membranaire Cm est une fonction connue de
la température et de la conductivité du milieu de culture,
- La conductivité intracellulaire ai est une fonction connue de la

température et de la conductivité du milieu de culture.
Cy=5T,0,) (4)
o,=nT,0,) (5)

Combinant ces deux équations (4) et (5) avec la deuxiéme équation de

Pauly-Schwan (3), on obtient :

1 1 20 0(T,0,) 1
yr=—x X X —
2r g(T,0,) 20,+hT,0,) fc

(6)

Cette équation (6) peut étre réécrite sous une forme simplifiée comme ceci :

r=k,(T,0’m)><%, )

20, W(T
avec : kl(T,o-m):_i_>< 1 20,hT0,)

. (7.a)
2r g(T,0,) 20,+hWT,0,)
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Combinant la lere équation de Pauly-Schwan (1), I'équation de la
fraction volumique (2) avec les deux équations (4) et (5), le nombre de

cellules vivantes est donné par :

167’ 20, +h(T,0,,
N, = g(T,O'm)3[—M

R J <(ex ) (8)

Cette équation se réécrit sous une forme simplifiée :
N, =k,(T,0,)x(aex f) (9)

4

16r° 20, +h(T,0,)
avec : k,(T,c )=—g(T,0 )| =—2"m"|  (9.a
2( m) 3 g( m)( Zo_mh(T’O_m) ) ( )

Le nombre de cellules vivantes est aussi exprimé en fonction de la différence

de la conductance Ao et la fréquence fc. En effet, puisque Ao =27 * fc*Ae,

de (9), Nv est calculé d'une autre fagon comme ceci :
1 3

N, =5—xk2(r,am)x(Aaxfc) (10).
n

En combinant les équations (7) et (9), ou (7) et (10), on établit que la
détermination de Ac et de fc, ou de Ao et de fc permet une mesure directe
et en ligne du nombre de cellules vivantes aprés détermination des fonctions
k, et k, par une culture préalable et la corrélation avec une contre mesure du
nombre de cellules vivantes, par exemple la méthode de référence citée ci-
dessus.

Pour cela, on peut restreindre les fonctions kI et k2 uniquement

comme une somme pondérée des n fonctions de bases «;:

k(T,0,)= Y ¢, xk(T,0) (11)

i=l,..n

ky(T,0,)=>.d xk,(T,0) (12).

i=l,..n
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Les coefficients ¢, et d, sont déterminés gréce a une culture de

calibration et en faisant une corrélation des résultats donnés par (7) et (9) ou
(7) et (10) avec au moins n résultats de mesure hors-ligne par une méthode
de régression linéaire.

Une fois que la calibration est faite, c'est-a-dire une fois que les

coefficients ¢, et d, sont déterminés, les tailles et le nombres des cellules

vivantes pourraient étre estimés en in-situ par les mesures capacitances, la
température et la conductance du milieu avec les formules (7) (9) (11) (12),
ou (7) (10) (11) (12).

Si la capacité membranaire Cm des cellules et la conductivité du

cytoplasme o, sont connues, les équations (7.a) et (9.a) sont utilisées a la

place de (11) (12) pendant la mesure in-situ, et aucune culture de référence
n‘est nécessaire.

Le parametre de Cole/Cole o fournit optionnellement une information
qualitative sur la dispersion de la taille des cellules autour de sa valeur
moyenne estimée par (7). Une formule empirique est employée permettant
de relier o et le rayon moyen r et I'écart type de la dispersion de Ia taille.

On va maintenant décrire des modes préférentiels de réalisation pour
cette étape de calibration.

1. Dans un premier mode de réalisation, on part du fait qu’il est démontré
expérimentalement que pour la plupart des cultures, les deux fonctions

k et k, dépendent faiblement de la température et la conductivité du

milieu. Ces deux fonctions pourraient étre bien approximées par des

fonctions linéaires de type :

k(T,0,)=a+bxT +cxo,

et k,(T,0,)=d+exT+ fx0, .

Les coefficients a, b, ¢, d, e, f sont déterminés avec au minimum trois

expériences de la culture de référence dans le plan d’expérience (T,0,), et

ensuite en faisant une corrélation avec une contre mesure du nombre de

cellules vivantes, par exemple la méthode de référence citée ci-dessus.
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2. Dans un seconde mode de réalisation correspondant a un calcul un peu

moins précis des fonctions k, et k,, mais beaucoup plus pratique

calibrer, c’'est de les approximer par deux constantes ki et k» pour des
applications de cuiture biologique dont la variation de température et

de conductivité du milieu sont négligeables :
k(T,0,)=k et k(T,0,)=k, .

Une seule mesure de la culture de référence suffit a caractériser les
constantes k; et k» , et en faisant une corrélation avec une contre mesure du
nombre de cellules vivantes, par exemple la méthode de référence citée ci-
dessus. La mesure de la température et de la conductance n’est pas

nécessaire dans le cas de cette présente réalisation préférentielle.

5.2 Description de la détermination des paramétres de Cole/Cole a partir des

spectres mesureés.
Deux méthodes alternatives sont proposées pour déterminer les

parametres de B-dispersion, nécessaires pour le comptage des cellules

vivantes :
Détermination des parameétres o,fc, A par la méthode de fitting (ajustement)

Cette détermination est réalisée en deux sous étapes :

- Correction de la permittivité parasite de I'électronique et de la
polarisation systématique des électrodes par soustraction ;
Correction de la conductance parasite de [|électronique par
soustraction selon procédé

- Correction de la permittivité due a la polarisation résiduelle des
électrodes et détermination des paramétres Cole/Cole proprement

dit par fitting (ajustement).
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Dans un premier temps, la permittivité et la conductance dues a

I’électronique sont soustraites comme ceci :
£ (f,0,)=€"(f,0,)-€"(f,0,) (13)
o (f) =" (f)-0“ (f) (14).

cal

Les permittivités £“/(f) et les conductances ¢ (f) sont mesurées par

la sonde dans un milieu sans cellules, de méme conductance o, a basse

fréquence que pendant la mesure de culture avec des cellules. Contrairement
a [Bordi 2001]. Cette correction permet d’éliminer la contribution des
capacitances parasites due a I'électronique dans la permittivité mesurée.

Les permittivités corrigées mesurées pour une pluralité de fréquences

{f} seront ensuite fittées (ajustées) par un modéle de Cole/Cole, et

augmentées par un terme de polarisation aléatoire :

1+ 7" sin(ar / 2)
1+ 2 4 2 rf ™ sin(am /2)

e(f)=Aex +€,+APx 77, (15.a)

% cos(ar /2)

o(f)=Ac +0,, 15.b
) g 1472070 2% rf " sin(an /2) ( )
S
avec =
f %

Les cing paramétres a déterminer sont :
& : paramétre de Cole/Cole,
Ae : amplitude de la dispersion de permittivite,

/. : fréquence caractéristique,

AP : amplitude de la polarisation résiduelle,

g, . ligne de base, limite de la capacitance lorsque la fréquence

tend vers l'infini.
Les deux autres parameétres sont :
Ao : amplitude de la dispersion de la conductance,
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o, : ligne de base, la conductance a basse fréquence

ppest une constante dite puissance de polarisation. La valeur de cette

constante - comprise entre 1 et 2 - est propre a chaque sonde (notamment
en fonction de sa géométrie et de la porosité de ses électrodes), et elle est
caractérisée une seule fois pour la sonde.

Le calcul du fit (ajustement) est implémenté dans une unité de
traitement en cherchant a minimiser une fonction de la distance « moindres -

carrés » pondérée entre le modeéle (15.a) et les données corrigées (13):

J(@ A8, f.,8Pg,) = S w(f)x (e () - e(f)f
! .

Les coefficients de pondération w(f)sont introduits pour compenser la

différence de comportement du bruit électronique en fonction de la fréquence
d’excitation.

Dans une implémentation préférentielle de la méthode, I'algorithme
basé sur une variante d'un algorithme de type Quasi-Newton, Broyden-
Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS), a mémoire limitée avec
préconditionnement, est utilisé pour minimiser J.

La variante introduite dans le cadre de la présente invention est une
modification de l|'algorithme BFGS classique afin de contraindre les

parametres dans leurs domaines de validité : 1<a <2, Ae >0,/ >0.

Suivant le type de culture biologique, d’autres contraintes portant sur
les parametres du modéle Cole/Cole pourraient étre rajoutées dans
I'algorithme afin de le rendre plus stable.

Dans une autre variante de la méthode, la partie réelle de la
permittivité suivant le modéle de dispersion Cole/Cole (15.b) est combinée
avec la partie imaginaire présentée dans (15.a) pour former un modéle de
permittivité complexe utilisé par le fit (ajustement).

Ce modeéle est fitté (ajusté) a la fois pour les mesures de la

conductance et la capacitance corrigées (13) et (14). Ao et o, s‘ajoutent
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dans la liste des parameétres de fit (ajustement). Cette combinaison

augmente la précision dans la détermination des parametres de Cole/Cole.

Détermination des parametres o, fc, Ac par méthode algébrigue

5 Les méthodes statistiques de type PLS ou par régression linéaire
présentent les inconvénients (i) de nécessiter l'utilisation d’une large gamme
de fréquences pour décrire la p-dispersion, et (ii) d'utiliser des algorithmes
lourds. Cela rend le travail d'intégration dans des puces électroniques difficile.

La méthode algébrique a pour avantage d’étre tres facilement

10 implantable dans un circuit intégré car elle est ultra légére en terme de calcul
et en terme d’utilisation de fréquence. Elle n’utilise pas de régression linéaire
et ne nécessite qu’'un nombre minimal de fréquences de mesure.

Les parametres a, fc, Ac sont déterminés grace a la résolution
algébrique des modéles physiques de comportement de la cellule.

15 L’état de I'art nous incite a utiliser la spectroscopie de capacitance pour
déterminer les parameétres caractéristiques o, fc, As. Or, la conductance est
elle aussi affectée de cette dispersion.

La méthode consiste a combiner les modéles de B dispersion de la
conductance et de la capacitance afin de déterminer de fagon algébrique les

20  parameétres caractéristiques o, fc, Ac.

Cette méthode est utilisée de facon préférentielle a partir des

expressions simplifiées de Pauly et Schwan lorsque a=0:

elf)=e,+——— (16)

25

(17)
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Ao =2rn* fc* Ae (18)

La fréquence caractéristique fc est donc obtenue en combinant les

expressions (16) (17) et (18)

o= Ls0UD=0U2) (19)
o e(f)-e(/2)

Avec seulement au moins deux fréquences, il est donc possible de
déterminer la fréquence fc.

Le résultat de la combinaison des equations (16) (17) et (18) ne se
limite pas seulement a cette forme, et elle peut étre modifiée de sorte a
utiliser plusieurs fréquences.

On peut également remarquer que contrairement a toutes les autres
méthodes connues, cette détermination de fc est indépendante de tous les
autres parametres du milieu en suspension : du rayon r, de la capacité
membranaire Cm, de la conductivité intra-cellulaire , du bio volume P, de la

conductivité du milieu.

Cette détermination de la fréquence caractéristique fc est également
indépendante des fréquences choisies. Il en résulte que la précision a laquelle
sont appliquées les fréquences fl et f2 importe peu, contrairement aux
méthodes qui n’utilisent que la spectroscopie de capacitance. Ce qui offre
'avantage de ne pas nécessiter |'étalonnage en fréquence de
I'impédancemetre utilisé.

Par ailleurs, la relation mathématique correspondante pour le calcul de
la fréquence caractéristique fc est trés facile a implémenter dans un circuit
intégré. ,

On va maintenant décrire un mode pratique de détermination de la
variation de conductance Ac. Cette variation est obtenue de fagon algébrique

de différentes manieres a partir de |'utilisation de I'équation (17)
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Ao = (o(f)-ol [If_j .

Une seule fréquence de mesure peut étre utilisée si ol est négligeable
devant Ac.

Dans le cas le plus courant, il est utilisé au moins deux fréquences pour
déterminer de fagon algébrique Ac.

On va maintenant décrire un mode pratique de détermination de la
viabilité des cellules, dans le cadre du procédé de comptage selon I'invention.

Comme décrit plus haut, la mesure d’absorbance ou d’atténuation de la
lumiere, plus communément appelée turbidité, est corrélée avec la quantité
de biomasse en suspension. Le signal optique mesuré est corrélé a la quantité
de particules en suspension ou au nombre de cellules totales (vivante et

morte) :

Absorbance = K’ * Nt
Avec Nt = nombre de cellules totales

La détermination de I'absorbance est une mesure directe et en ligne du
nombre de cellules totales aprés détermination de K’ par une culture
préalable et la corrélation avec une contre mesure du nombre de cellules
totales, par exemple la méthode de référence citée ci-dessus.

La viabilité cellulaire est déterminée par I'expression suivante :
Nv *100 / Nt = Viabilité cellulaire

Les mesures du nombre de cellules totales et nombre de cellules
vivantes dans les cultures suivantes seront utilisées pour déterminer la
viabilité cellulaire.

On va maintenant décrire, en référence aux figures précitées, un
exemple de mise en ceuvre du procédé de comptage selon l'invention, en

méme temps qu’un systéme de comptage mettant en ceuvre ce procédé.
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Un systeme S de comptage de cellules comprend, en référence a la
figure 2 :

-un dispositif d'électrodes capacitives 1 plongées dans une suspension
cellulaire au sein d’un fermenteur 2,

- une unité de contrble électronique 3, comprenant par exemple un pont
flottant et prévue pour générer une fréquence d’excitation variable et
pour générer un signal de capacitance,

- une unité de traitement 5 pour extraire de ce signal de capacitance
variant en fonction de la fréquence, des informations relatives a la B-
dispersion du milieu, notamment la fréquence critique fc, la variation de
permittivité Ag, et pour délivrer une mesure en ligne du nombre de
cellules vivantes et éventuellement du rayon moyen de ces cellules,

-une cellule optique 4 de mesure de 'absorbance du milieu.

En référence a la figure 3, le procédé de comptage selon I'invention est
implémenté en pratique sous la forme d’un logiciel de traitement de
grandeurs physiques telles que la capacitance et I'absorbance. Ce logiciel est
exécuté pour traiter ces mesures d’absorbance et de capacitance variant en
fonction de la fréquence pour générer les paramétres caractéristiques de la B-
dispersion dans le milieu.

Des résultats expérimentaux sont illustrés sur les figures 4 & 7.

Bien sdr, I'invention n'est pas limitée aux exemples qui viennent d'étre
décrits et de nombreux aménagements peuvent étre apportés & ces exemples
sans sortir du cadre de l'invention.

Les signaux de capacitance et (ou) de conductance peuvent ainsi
provenir de tout type d’appareil de mesure d'impédance (impédancemétrie)
équipé d'un balayage en fréquence et relié a un capteur plongé dans un
milieu biologique.

Sous le terme d'impédancemétrie, sont comprises :

-les différentes méthodes de mesures d'impédance basées sur la
détermination du ratio V/I d’un échantillon @ mesurer dont certaines
sont décrites dans I'ouvrage <« Impedance Measurement

Handbook » publié par la compagnie « Hewlett Packard »,
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-les méthodes de zéro telles que celle divulguée dans le
document WO 0179828 au nom du présent déposant,

- la méthode de résonance, et plus généralement,

-toute méthode permettant de déterminer la conductance et la

capacitance du milieu biologique dans lequel est plongé le capteur.
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REVENDICATIONS

1. Procédé pour compter en ligne et in situ des cellules dans un milieu de
culture biologique, comprenant les étapes suivantes:

-une pluralité de mesures de la capacitance dudit milieu ou une pluralité
de mesure de la conductance dudit milieu, a des fréquences distinctes
variant dans une plage de fréquences de mesure prédéterminée,

- une extraction d’une information de variation de permittivité due a la B-
dispersion dans ledit milieu, a partir desdites mesures de capacitance,
et

-un traitement de ladite information de variation de permittivité pour

délivrer une information de comptage de cellules dans ledit milieu.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il comprend en outre
une étape préalable de calibration d’une culture desdites cellules, dite culture
de calibration, cette étape de calibration comportant :
-(i) au moins une pluralité de mesures de permittivité de ladite culture de
calibration a des fréquences prédéterminées,
-(ii) un traitement desdites mesures de permittivité pour calculer des

facteurs de détermination des informations de comptage.

3. Procédé selon I'une des revendications 1 ou 2, caractérisé en ce que
I'étape préalable de calibration comprend en outre une opération de
corrélation des mesures de permittivité avec une mesure hors ligne
permettant la mesure de quantité de biomasse totale de la culture de

calibration utilisée comme référence.

4. Procédé selon I|'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisé en ce que I'étape d’extraction d’une information de variation de
permittivité due a la B-dispersion comprend une détermination de paramétres

descriptifs de cette B-dispersion, parmi I'un au moins des trois parametres
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suivants : la variation de permittivité Ag, la variation de la conductance Ao,

la fréquence critique fc, et le paramétre a.

5. Procédé selon l'une quelconque des revendications précédentes et la
revendication 2, caractérisé en ce que I'étape préalable de calibration est
prévue pour déterminer une fonction k correspondant au produit du rayon r

des cellules du milieu et de la fréquence critique fc de la B-dispersion.

6. Procéde selon la revendication 5, caractérisé en ce qu'il comprend en outre
une etape pour fournir une mesure en ligne du rayon moyen des cellules du

milieu, a partir de la détermination de la fréquence critique fc.

7. Procédé selon la revendication 6, caractérisé en ce qu'il comprend en outre
une détermination du nombre de cellules vivantes dans le milieu, a partir du

rayon moyen d‘une cellule déterminé en ligne.

8. Procedé selon la revendication 6, caractérisé en ce qu'il comprend en outre
une étape de mesure directe hors ligne du rayon moyen et une étape de
corrélation entre la mesure directe et la mesure indirecte en ligne dudit rayon
moyen obtenue a partir de la détermination en ligne de la fréquence critique
fc.

9. Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce que la mesure directe

hors ligne du rayon moyen est réalisée par microscopie.

10. Procédé selon l'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisé en ce qu'il comprend en outre une détermination du nombre de

cellules vivantes ou biovolume selon la formule :

Nv = K * Ag * fc*
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11. Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisé en ce qu'il comprend en outre une détermination du nombre de

cellules vivantes ou biovolume selon la formule :

Nv=K*Ac *fc® /2

12. Procédé selon I'une des revendications 10 ou 11 et la revendication 2,
caractérisé en ce que l'étape préalable de calibration est agencée pour

déterminer la fonction K.

13. Procédé selon l'une quelconque des revendications précédentes et la
revendication 3, caractérisé en ce que la mesure optique permettant la
mesure de quantité de biomasse totale dans la culture de calibration est
agencée pour délivrer un signal optique, tel que

absorbance = K’ * Nt

Avec Nt = nombre de cellules totales

14. Procédé selon la revendication 13, caractérisé en ce que I'étape de

calibration est agencée pour déterminer le coefficient K'.

15. Procédé selon la revendication 14, caractérisé en ce qu'il comprend en
outre une mesure directe en ligne du nombre Nt de cellules totales, a partir
du signal optique permettant la mesure de quantité de biomasse totale
mesuré et du coefficient K’ déterminé lors de I'étape de culture préalable.

16. Procédé selon la revendication 15, caractérisé en ce qu'il comprend en
outre une fourniture d'une information de viabilité cellulaire selon la formule :
Nv *100 / Nt = Viabilité cellulaire

17. Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisé en ce que la plage de fréquences de mesure est comprise entre
0.1 et 20 MHz.
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18. Systéme pour compter en ligne et in situ des cellules dans un milieu de
culture biologique, mettant en ceuvre le procédé selon l'une quelconque des
revendications précédentes, comprenant :

- des moyens pour mesurer la capacitance dudit milieu, & des fréquences
distinctes variant dans une plage de fréquences de mesure
prédéterminée,

- des moyens pour extraire une information de variation de permittivité
due a la B-dispersion dans ledit milieu, & partir desdites mesures de
capacitance, et

-des moyens pour traiter ladite information de variation de permittivité,
pour délivrer une information de comptage de cellules dans ledit

milieu.

19. Systeme selon la revendication 18, caractérisé en ce qu'il comprend en
outre des moyens pour realiser une calibration d’une culture desdites cellules,
dite culture de calibration, comportant :
-(i) des moyens pour effectuer des mesures de permittivité de ladite
culture de calibration a des fréquences prédéterminées, et
-(ii) des moyens pour traiter lesdites mesures de permittivité, agencés
pour calculer des facteurs de détermination des informations de

comptage.

20. Systéme selon I'une des revendication 18 ou 19, caractérisé en ce qu'il
comprend en outre des moyens pour effectuer une mesure directe hors ligne
du rayon moyen des cellules du milieu, et des moyens pour réaliser une
corrélation entre ladite mesure directe et la mesure indirecte en ligne dudit
rayon moyen obtenue a partir de la détermination en ligne de la fréquence

critique fc dudit milieu.
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21. Systeme selon la revendication 20, caractérisé en ce qu’il comprend en
outre, au titre des moyens de mesure directe hors ligne du rayon moyen, un
équipement de microscopie.
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