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10

15

20

25

30

WO 2006/018528 . , PCT/FR2005/001914

SURVEILLANCE ET CONTROLE D’UNE ELECTROPORATION

L’invention concerne un ensemble destiné & 1’électroporation d’un ensemble
cellulaire constitué d’au moins une cellule, comprenant des moyens de surveillance
et éventuellement de contréle de [’alimentation électrique des électrodes
d’électroporation.

L'électroporation est la génération d'électropores, au sein de membranes
cellulaires, consécutive a l'application (classiquement entre deux électrodes) d'un champ
électrique supérieur & une valeur seuil déterminée. Ces électropores ne sont pas
sélectifs et n'importe quelle espéce chimique peut alors pénétrer la cellule. Cette
technique, utlhsee pour le transfert de substances chmuques de tailles vanees (petites
molécules chlmlques ou macromolécules, classiquement des molécules d‘ARN ou
d'ADN), ouvre le champ a de nombreuses apphcatlons dans les domaines biomédicaux,
comme le transfert non viral de génes par exemple.

L‘electropora’uon est attribuée a une destabllisation réversible de la membrane
provoquant la pénétration de molécules d'eau et une diminution locale de l'impédance
electnque Si le champ electnque continue de croitre, la destablhsatlon dev1ent
11revers1ble et provoque la destruction de la cellule.

I est donc important de contrdler le degré d'électroporation pour s'affranchir
d'une destruction cellulaire, tout en assurant une internalisation de substances
chlmlques de tailles variées (transfert de macromolecules d ADN d'ARN ou de
petltes molecules therapeuthues)

En outre, un contréle de la taille des €lectropores pennettrait d'assurer une
ouverture sufﬁsamment large pour internaliser la substance, tout en pérennisant la ou les
cellule(s)

Il ex1ste des techmques connues de surveﬂlance et de controle de
l’electroporatlon ‘ 4

Des méthodes de surveillance sont basees sur 1a mesure de 1a blolmpedance
durant 1°¢ le_ctroporatmn, telle que par exemple décrite dans le document WO
99/52589. - |
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On pourra aussi tenter de contrler en temps réel l’électroperation en
surveillant d’une part les variations d’impédance du tissu électroporé, et d’autre
part en asservissant en retour I’alimentation électrique des électrodes & ces
variations d’impédances observées, tel que décrit dans les documents US
2003/0194808 et WO 01/81533.

Ces techniques de conirble semblent pouvoir ainsi détecter en temps réel le
dépassement des différents seuils d’électroporation (seuils d'apparition des
électropores et seuil de destruction des cellules) en mesurant une chute d’impédance
caractéristique, et pouvoir alors rétro-agir de fagon adaptée sur le champ électrique
appliqué. '

Cependant, ces techniques de contrble au moyen d’une simple mesure
d’irnpédance ne sont pas satisfaisantes, 1’électroporation étant un phénomeéne
dynamique, non-linéaire, et donc difficilement modélisable.

En particulier, les tensions de seuil elles-smémes (seuil d'apparition des
¢lectropores et seuil de destruction des cellules) sont intimement liées a la géométrie des
électrodes, a la quahte du contact electrode - trssu cellulaire, a l'mﬂuence du rmheu
extracellulaire, a la b101mpedance qui dépend de nombreux paramétres electnques
(autant de parametres qui nécessitent de contrdler la forme et l'amplitude des grandeurs
electnques apphquees) etc. ‘

D autre part, ces techmques ne proposent pas reellement de methodes pour
suivre en temps réel l’etat des cellules biolo grques electroporees

Un obj ect1f de 1’1nvent1on est d'amehorer le contrdle en temps reel par rapport
3 Iétat de la techmque, du degré d’électroporation cellulaire, pour maximiser le
nombre de cellules electroporees et pour mmrmlser le nombre de cellules détruites,
en ]ouant notamment sur la taille des electropores au sein des membranes
cellulalres _

‘ Un deux1eme ob] ectrf de I'invention est de s affranchlr de tous les pararnetres
externes a l’electroporatlon (geometne des electrodes quahte du contact
electrode-trssu influence du milieu extracellulaire, etc.).

Un tr01s1eme obJect1f de l’mventlon est d’est1mer en temps réel des

variables d'etats propres aux electrOpores du tissu (1 e. le champ electrlque
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transmembranaire moyen, et la densité moyenne du courant traversant les
électropores). 4

Un quatriéme objectif de I’invention est de contrdler en temps réel le champ
électrique délivré par 1es électrodes au tissu, en prenant en compte les grandeurs
électriques estimées lors de la surveillanée, afin d’auto-adapter 1’électroporation
aux phénoménes électro-chimiques apparaissant au niveau des cellules traitées.

Un cinquiéme objectif de I’invention est la mise en ceuvre d’une méthode
simple & impléménter pour atteindre les précédents objectifs.

Un sixiéme objectif de I’invention est de mettre en ceuvre un dispositif et un
procédé d’électroporation adaptés quelle que soit la nature biologique de
I’échantillon, quelle que soit la configuration dans laquelle se trouve cet
échantillon (in vivo, ex vitro ou in vitro), et quel que soit le milieu dans lequel est
situé I’echantﬂlon biologique. '

Un septiéme objectif de l’mventlon est d’adapter la forme de 1’1mpu1s1on a la
charge biologique considérée (i.e. échantillon biologique considére), cette
imbulsion n’étant pas A.'nécessairement carrée, comme celle classiquement
rencontrée dans ’état de la technique.

A cet effet I’invention propose, seloﬁ un premiér aspect un enserhblé destiné
a I’e:lectroporatlon d’un ensemble cellulaire constitué d’au moins une cellule
comprenant des moyens de survelllance de Palimentation electnque des electrodes
d’électroporation, caractérisé en ce que les moyens de surveillance comprennent un
estimateur apte & estimer la part effective de l'alimentation électrique qui est
délivrée a‘lvune ou plusieurs parties cellulaires déterminées de 1’ensemble cellulaire,
a partir de donnees regues par I’estimateur comprenant des données representatlves
de l’ahmentatlon electnque et des données relatives 2 des composantes évaluées de
b10-1mpedance de chaque partie cellulaire déterminée.

D’autres caractéristiques de I’invention sont :

- lesdites données relatives auxdites composantes évaluées de bio-impédance
sont indépendantes des donnéeé représéntatiﬁes de Palimentation électﬁéﬁe, ét sont

stockées en mémoire,
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- les composantes de bio-impédance ont été évaluées précédemment en
I’absence d’electroporatlon

- chaque partie cellulaire déterminée est choisie parmi le milieu
intracellulaire, le milien extracellulaire, les membranes cellulaires, les pores formés
des membranes cellulaires dudit ensemble cellulaire,

- D’estimateur est apte a estimer, & partir de données comprenant lesdites
données qu’il recoit, et de relations existant entre elles, au moins une des grandeurs
électriques suivantes : I’intensité moyenne du courant moyen I, délivré aux seules
cellules de I’ensemble cellulaire, la tension moyenne Uy, et 1’intensité moyenne du
courant moyen liny, appliqués au seul milieu intracellulaire, la tension moyenne Up,
appliquée a la seule membrane cellulalre Pintensité moyenne du courant electnque
I, délivré aux seuls pores formes de la membrane cellulaire,

- D’estimateur est apte & estimer, & partir de données comprenant lesdites
données qu’il recoit, des données relatives a 1’épaisseur cellulaire moyenne I, des
données relatives a 1’épaisseur moyenne 4 de membrane cellulaire, des données
relatives a la distance e entre les électrodes d’électroporation, et de relation existant
entre ces données, le champ électrique appliqué aux seules membranes cellulaires
de ’ensemble cellulaire,

- i’estimateur est apte a estimer, & partir de données comprenant lesdites
donnees qu’il re<;01t des données relatives a la surface S des électrodes utlhsees
pour I’electroporatlon et de relation existant entre ces donnees la den51te moyenne
du courant electrlque délivré a travers les pores formés ;

- ’ensemble comprend en outre les électrodes utilisées pour 1’électroporation,
un générateur alinientant &lectriquement les électrodes et apte & générer une tension
U impulsionnelle et/ou un courant / impulsionnél adaptés a 1’électroporation, des
moyens pour mesurer la tension U et/ou l’intensit¢ du courant [ fournissant‘ a
Pentrée de Destimateur lesdites données représentatives de 1’alimentation
electnque et des moyens pour asservir les valeurs de U et/ou de I fournis par le
generateur aux donnees dehvrees en sort1e de 1’est1mateur, de sorte a reahser ainsi

un contrdle sur 1’electroporat10n



10

15

20

25

30

WO 2006/018528 PCT/FR2005/001914

- Pensemble comprend en oufre un générateur apte a générer une tension et un
courant inférieurs respectivement a la tension seuil et au courant seuil & partir
desquels 1’électroporation débute, des moyens pour mesurer la bio-impédance de
Pensemble cellulaire soumis au champ électrique des électrodes alimentées par le
générateur avec une tension et/ou un courant inférieurs respectivement a la tension
seuil, et des moyens pour évaluer des composantes de bio-impédance de chaque
partie cellulaire déterminée de [’ensemble cellulaire, 4 partir des données fournies
en sortie des moyens pour mesurer la bio-impédance ;

- I’ensemble comprend en outre des moyens de commutation aptes a
commuter [’alimentation électrique des électrodes d’un premier des deux
générateurs au deuxiéme des deux générateurs, de sorte & pouvoir ainsi réaliser des

mesures de bio-impédance entre deux impulsions électriques avec les mémes

¢lectrodes ;

‘ - une utilisation de cet ensemble destiné a 1’électroporation de 1’ensemble
céllulaire, pour I’administration de médicaments.

Selon un deuxiéme aspect, I’invention propose un procédé de ‘gurveillance
d’une électroporation cellulaire comprenant les étapes suivantes :

(a) recevoir des données représentatives du champ électrique appliqué ou de

| l’ahmentatlon électrique fournie lors de I’électroporation ;

(b) recevoir des dormées relatives 2 des composantes evaluees de Dbio-
impédance d’une ou plusieurs parties cellulaires déterminées d’ensemble
cellulaire ; A

(c) calculer une estimation de la part effective de 1’alimentation électrique qui
est dehvree a chaque partie cellulaire déterminée, & partlr des donnees
regues a l’etape (a) et a ’étape (b).

D’autres caractéristiques du procédé de surveillance sont :

- lesdites données relatives auxdites composantes évaluges de bio-impédance
sont indépendantes des données représentatives du champ électrique, et sont
mémorisées, |

- le procédé comprend en outre au moins une étape d’évaluation,

préalablement & 1’étape (a), des composantes de bio-impédance, ‘en D’absence
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d’électroporation, effectuée avant toute électroporation et/ou entre deux impulsions
électriques,

- chaque partie cellulaire déterminée est choisie parmi le milien
intracellulaire, le milieu extracellulaire, les membranes cellulaires, les pores formés
des membranes cellulaires dudit ensemble cellulaire,

- I’étape (c) donne une estimation, & partir de données comprenant lesdites
données regues en (a) et en (b), et de relations existant entre elles, d’ay moins une
des grandeurs électriques suivantes : la tension moyenne Uexra appliquée au seul
milieu extracellulaire, la tension moyenne Uiy, appliquée au seul milien
intracellulaire, 1a tension moyenne Uy, appliquée a la seule membrane cellulaire, le
courant électrique moyen I, délivié aux seuls pores formés de la membrane
cellulaire,

- I’étape (c) donne une estimation, & partir de données comprenant lesdites
données regues en (a) et en (b), des données relatives a 1’é palsseur cellulaire
moyenne I, des données relatives a 1’épaisseur moyenne % de membrane cellulaire,
Vdes données relatives a la distance e entre les électrodes utilisées pour
I’électroporation, et de relation existant entre ces donnees du champ electnque
moyen apphque aux seules membranes cellulalres de I’ensemble cellulaire,

- I’étape (c) donne une est1mat10n 3 partir de données comprenant lesdites
données regues en (a) et en (b), des données relatives a la surface S des électrodes
utilisées pour 1’électroporation, et de relation existant entre ces dennées, de la
densité moyenne du courant électrique délivre a travers les pores formes,

. le procédé comprend en outre, aprés 1’étape (c), une étape d’asservissement
du champ électrique a I’estimation réalisée lors de 1’étape (c), |

- le procédé comprend en outre, avant I’étape (a), une étape de mesure de
caractéristiquee du chami) électrique appliqué pour l’électroporetion, ou de
caractéristiques représentatives de I’alimentation électrique des électredes (corréleée
avec le champ electnque) pour fournir lesdites données representatlves du champ
électrique apphque ou de ’alimentation électrique fournie regues a 1’étape (a),

- le procédé comprend en outre, avant I’étape (a), une mesure de la bio-

impédance d’un ensemble cellulaire en I’absence d’électroporation ; 1’évaluation
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des composantes de bio-impédance de chaque partie cellulaire déterminée de
I’ensemble cellulaire est alors réalisée, a partir de cette mesure de bio-impédance.

Selon un troisi¢éme aspect, I’invention propose un procédé d’électroporation
d’un ensemble cellulaire constitué d’au moins une cellule, comprenant les étapes
suivantes :

(a) appliquer une ou plusieurs impulsions de champ électrique &
I’ensemble cellulaire, apte & provoquer une électroporation dans I’ensemble
cellulaire ;

(b) mesurer des données représentatives du champ électrique appliqué ou de
I’alimentation électrique fournie aux électrodes pour 1’électroporation ;

(c) mettre en ceuvre ledit procédé de surveﬂlance. |

D’autres caractéristiques du procédé d’électroporation sont :
- ie procédé comprend en outre, avant 1’étape (a) et/ou lors de 1’étape (a) entre
deux impulsions électriques, les étapes suivantes :
appliquer un champ électrique a 1’ensemble cellulaire, dont
I’amplitude est inférieure a celle du champ électrique seuil au-dela duquel
les pores membranaires se forment par électroporation ;
| mesurer la bio-impédance de 1; ensemble cellulaire ;
évaluer des composantes de bio-impédance d’une ou plusieurs
parties ceﬂulaires déterminées de I’ensemble cellulaire, 3 partir des
résultats de mesure de I’étape (b), de sorte a fournir lesdites données
relatives aux compdsahtes évaluées de la bio-impédance de chaque partie
pellulaire détérminée de ’ensemble cc}lulaire;
- .u‘ne utilisation du procédé d’électroporation pour P’administration de
médicaments. “ |
D’autres'caractéristiques, buts et avantages de I’invention ressortiront de la
description qui suit, qui est purement illustrative et non limitative, et qui sera lue en
regard des dessins ‘annexésv sur lesquels :
La figure 1 représente de ‘fag:on schématique un ensemble destiné a
l’électrdporation selon l’inveﬁtion. ‘ o

La figure 2 représente un estimateur selon 1’invention.
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v La figure 3 représente un montage électrique modélisant les caractéristiques
électriques d’une cellule ou d’un ensemble de plusieurs cellules en absence
d’électroporation.

La figure 4 représente un montage électrique modélisant les caractéristiques
électriques d’une cellule ou d’un ensemble de plusieurs cellules électroporée(s).

La figure 5 est un graphe représentant 1’évolution d’une tension membranaire
moyenne U, en fonction du temps d’application d’un tissu biologique & un champ
¢électrique d’électroporation, calculée selon I’invention.

La figure 6 est un graphe représentant I’évolution d’une intensité moyenne I,
passant par les électropores d’une membrane électroporée en fonction du temps
d’application d’un tissu biologique 4 un champ électrique d’électroporation,
calculée selon I’invention.

En référence a la ﬁguré 1, un ensemble 1 destiné a 1’électroporation cellulaire
selon P’invention comprend des électrodes 51 et 52 placées autour de ’ensemble
cellulaire 100 (2 une ou plusieurs cellules) alimentées par un générateur 30 apte &
générer une puissance €lectrique adaptée a I”électroporation de I’ensemble cellulaire
100, a savoir classiquement une tension U impulsionnelle et un courant [
impulsionnel adaptées a l’électroproration. L’ensemble 1 comprénd aussi des
moyeﬁs de mesure des grandeurs éleqtriques, tels qu’'un ampeéremetre 61 et un,
volimetre 62, représentatives de I’alimentation ¢lectrique des électrodes 51-52 paf
le‘générateur 30, ces moyens fournissant alors en sortie 65 et. 66 des données
représentatives de I’alimentation électrique, telles que des données relatives a U et a
1

En amont du generateur 30, une unité de contrdle 20 commande via la liaison 25,
le generateur 30 pour qu’il délivre aux électrodes 51-52 un profil de tension U et/ou de
courant €lectrique 7 désiré. En amont de I'unité de contrdle 20, des consignes (ici de
champ transmembranaire E,, et de densité moyenne J, du courant electnque passant a
travers les pores) sont envoyées automanquement ou apres une saisie manuelle (par un
utilisateur via une interface par exemple de type clavier ou soqns d’ordinateur) vers

Punité de contrdle 20 qui les prend en compte en corrigeant alors la commande générale
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4 envoyer vers le générateur 30. Selon I'invention, ces consignes sont modifiées en 15 et

16 selon les données (ici £, et J ,) fournies en sortie 11 et 12 d’un estimateur 10.

Cet estimateur 10 est apte & estimer la part effective de I’alimentation
électrique qui est délivrée & une ou plusieurs parties cellulaires déterminées de
I’ensemble cellulaire 100, une partie cellulaire étant typiquement le milieu
intracellulaire, le milieu extracellulaire, la membrane cellulaire, ou les pores formés
de la membrane cellulaire, de I’ensemble cellulaire 100. Cet estimateur 10 base
principalement son estimation sur les données (U, I) qu’il regoit (via les liaisons 65
et 66) des moyens de mesure 61-62, et sur des données relatives a des composantes
évaluées de bio-impédance de chaque partie cellulaire déterminée (initialement
stockées en mémoire et regues via la liaison 95), ainsi que sur des relations existant
entre elles. '

L’ensemble 1 peut en outre comprendre un appareillage permettant d’évaluer ces
derniéres données relatives a des composantes de bio-impédance de chaque partig
céllufaire déterminée. Ce dernier appareillage comprend un deukiéme générateur 40
apte & générer une tension et un courant inférieurs respectivémgnt a la tension seuil
et au courant seuil au-deld desquels I’électroporation débute. L’ensemble 1 peut
dans ce cas étre muni de‘moyens de commutation 81-82 et 71-72 aptes a faire
basculer I’alimentation électrique des électrodes 51-52 du deuxiéme générateur 40
sur le premier générateur 30, afin que les électrodes 51-52 fournissent d’abord un
champ électrique épte 4 ne pas électroporer 1’ensemble cellulaire 100 puis un champ
électrique apte a 1’électroporer.

Une unité de mesure 90 est reliée en amont du deuxiéme générateur 40, et
comprend : »

- ‘des moyens pour mesurer la bio-impédance de I’ensemble cellulaire 100 en
I’absence d’électroporation, lorsque le deuxiéme générateur 40 délivre sa basse
tension, ‘ |

— des moyens pour évaluer les composantes de bio-impédance de partie(s)
cellulaire(s) déterminée(s) (i.e. extracellulaire, intracellulaire, membranaires, et/ouy
autres) de ’ensemble cellulaire, 2 partir des données fournies par les moyens pour

mesurer la bio-impédance,
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— des moyens pour stocker les données relatives aux composantes évaluées de
bio-impédance de partie(s) cellulaire(s) déterminée(s), afin que ces données
puissent &tre utilisées (via la liaison 95) par [’estimateur 10 lors de
I’électroporation.

Optionnellement, cette unité de mesure 90 permet en outre d’évaluer d’autres
paramétres que des composantes électriques, tels que des paramétres liés a la
configuration des électrodes (surface S, distance e inter-électrodes), et/ou des paramétres
relatifs & I’ensemble cellulaire 100 a électroporer (épaisseur moyenne / des membranes
cellulaires, épaisseur moyenne / des cellules biologiques).

En référence a la figure 2, la présente invention peut aussi concerner, non pas un
ensemble 1 complet destiné & 1’électroporation tel que représenté sur la figure 1, mais
uniquement un dispositif de surveillance comprenant un estimateur 10, apte & estimer la
part effective de I’alimentation électrique qui est délivrée & une ou plusieurs parties
cellulaires déterminées de I’ensemble cellulaire 100 électroporé.

Ce dispositif de surveillance peut typiquement comprendre un microprocesseur
permettant de réaliser notamment les calculs selon l’invention, une mémoire pour
stocker des données telles que des données électriques et des formules mathématiques,
et des borts ou liaisons d’entrée (65, 66, 95) qui permettent une entrée des données utiles
et des porté ou liaisons de éortie (11, 12) qui permettent une sortie des données estimées.

L’estimateur 10 regoit 3 cet effet (via les liaisons 65 et 66) des données
représentatives de [’alimentation électrique délivrée aux électrodes 51-52 pour une
¢électroporation dun ensemble cellulaire 100 ou des données représentétivesl du champ
électﬁque appliqué (telles que par exemple les amplitudes des champs électriques
impulsionnels, des tensions impulsibnnelles, des courants impulsionnels, des fréquences
d’impulsions, des durées d’impulsions, et/ou autres).

L’estimateur 10 regoit en outre (via la liaison 95) des données relatives a des
composantes évaluées de bio-impédance de partie(s) celluléire(s) déterminée(s), et
6pti6nnellement des informations relatives 4 la configuration des électrodes et a des
caractéristiques biologiques de I’ensemble cellulaire 100 électropore.

~ Pour bién cérﬁprendfe les caractéﬁstiques électriques d’une cellule‘b‘iologique, il

peut &tre nécessaire, d’abord, de savoir que les tissus biologiques (ouy un ensemble
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cellulaire 100 quelconque) sont composés de cellules vivantes baignant dans un milieu
extracellulaire. Le milieu intracellulaire est protégé par une membrane plasmique qui
sélectionne le passage de certaines espéces chimiques, la membrane cellulaire est une
bicouche lipidique présentant un fort pouvoir d'isolation électrique.

En référence a la figure 3, on pourrait alors modéliser les caractéristiques
électriques d’une cellule 100 (ou d’un ensemble a plusieurs cellules 100) par un circuit
€lectrique dont la partie extracellulaire 130 serait représentée par une résistance Reyia €t
un condensateur Ceyra €n parallele, la partie intracellulaire 120 par une résistance Riptra,
et la membrane cellulaire 110 par une résistance Ry, et un condensateur Cy, en parallele.
La partie intracellulaire 110 est en série avec la partie intracellulaire 120, et I’ensemble
de ces deux parties cellulaires est en paralléle avec la partie extracellulaire 130.

Cependant, il serait faux de considérer la membrane 110 comme un simple circuit
RC. En effet, un coefficient o appele « coefficient de Cole~Cole » (voir en partlcuher
J. Chem. Phys. 9341, (1941) de K. S. Cole et R. H. Cole) intervient dans
I’expression des paramétres électriques de cette membrane 110, ce coefficient o
tenant notamment compte de U'influence du mode de répartition des cellules et de
leur dispersion en tailles (dans le cas d’un ensemble cellulaire 100 & plusieurs
cellules) sur la bio-impédance. Les caractéristiques électriques comprennent donc en
outre ce coefficient o de Cole-Cole. _

Toutes ces caractéristiques electnques forment autant de composantes de bio-
impedance qm peuvent avoir été par exemple identifiées préalablement, a partir
d’une mesure de bio-impédahce, par une méthode des moindres carrés.

Pour un champ &lectrique sinusoidal délivié, & une fréquence f = w/2m, A
Pensemble cellulaire 100 & une amplitudé inférieure a celle au-defa de laquelle la
membrane est sus;:eptible de présenter des électropores, la bio-impédance Z,(w) de
l’ensemb}e cgllulaire 100 peut alors étre €crite selon la formule suivante

2,(@) =~ Rogy MRy + ) (1)
a)Cex,m 1+(R,C, w)*

Cétte bio-impédance Z(w), mesurée pour un champ électrique appﬁqué faible

(i.e. non Suscepﬁble de provoquer une électroporation de I’ensemble cellulaire 1‘00), a

ainsi un comportement linéaire.



10

15

20

25

30

WO 2006/018528 PCT/FR2005/001914

12

A partir de la mesure de Z(w), et de w, on peut donc évaluer les composantes
Rextras Cextras Rintray Rms Cin €t 0 de ’ensemble cellulaire 100.

Ces composantes de bio-impédance sont alors avantageusement stockées en
mémoire.

Lorsqu’on applique alors un champ électrique (ou une tension U et/ou un
courant / aux électrodes employées pour 1’électroporation) susceptible de créer des
électropores dans 1’ensemble cellulaire 100, des €lectropores se forment dans les
membranes 110 qui deviennent ainsi perméables a des molécules, faisant
apparaitre alors, cette fois-ci, un comportement non-linéaire des cellules
électroporées.

La Demax}deresse propose, en référence a la figure 4, un montage électrique
équivalent aux caractéristiques €lectriques modélisées d’un ensemble cellulaire 100
ainsi ¢lectroporé. La Demanderesse propose de modéliser la partie électrique lice
aux électropores par un shunt 112 de la partie membrane non-altérée 111, dont la
charge est un dipdle non-linéaire Dp. Une partie du courant électrique I, qui
alimente directement les cellules ira donc & la partie membrane non-altérée 111, et
une autre partie de I, notée I, sera uniquement le courant traversant la partie
membrane altérée 112 4 travers les électropores.

Dans ce contexte, I’estimateur 10 est alors apte a estimer la part effective de
I’alimentation électrique (U,]) qui est fournie aux électrodes ou du champ électrique
apphque aux parties cellulaires déterminées de I’ensemble cellulaire 100.

11 est a noter que, si les données recues via leé liaisons 65-66 pfoviennent de
mesure de tenéion U et/ou courant [ faites en amont des électrodes 51-52, il est
préférable que la fréquence du signal sinusoidal alors choisi pour cette tension
et/ou ce courant ne soit pas trop faible, pour que les effets du contact €lectrodes-
tissu cellulaire ne perturbent pas notablement les résultats des calculs d’estimation
& effectuer (listés ci-dessous). Typiquement, la fréquence est choisie supérieure a
50 Hz.

Mns1 la tension moyenne Uy, appliquée au seul milieu exiracellulaire 130

peut €tre calculée de la fagon suivante :

Uextra = U (2)
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Ainsi, le courant électrique moyen , délivré aux seules cellules de I’ensemble

cellulaire 100, peut &tre calculé de la fagon suivante :

U au
—C e 3

IL=I-

extra

La formule (3) permet d'éliminer les effets liés au milieu extracellulaire,

Ainsi, la tension moyetne Uy, et le courant moyen i, délivrés au seul
milieu intracellulaire de I’ensemble cellulaire 100, peuvent étre calculés de la fagon
suivante :

Lintra = Ie ; Uintra = Rintra Lintra (4)

Ainsi, la tension moyenne Uy, appliquée  la seule membrane cellulaire de

I’ensemble cellulaire 100, peut étre calculée de la facon suivante :
Un = U~— Rinra I ()

La formule (5) permet d'éliminer les effets liés au milien intracellulaire 120.

Le courant moyen J, délivré aux seuls pores formés de la membrane cellulaire
de lensernble cellulaire 100, peut &tre calculé en modehsant dans le domaine
frequenuel la partie membrane non-altérée 111 par une admittance 3 élément 2
phase constante (encore appelée admittance « CPE », de 1’acronyme anglo-saxon
« Constant Pﬁase Element »). Ce modele prend en compte une distribution des
constantes de temps électriques de la membrane et peut étre utilisé au niveau d'un tissu
cellulaire (in vivo, ex vivo), ou de cellule(s) en milieu artificiel (in vitro). Dans le
domaine temporel, la membrane non-altérée peut alors &tre caractérisée au moyen
de sa réponse impﬁlsionnelle yepe(t) calculée pa:f la transformée de Laplace inverse
de cette admittance, qui peut étre exprimée ainsi :

YO =TLEEEL (g

n
ol : TL™ représente la Transformée de Laplace inverse,
T = Rmcm H
D =jw, ol «j » indexe la partie imaginaire d’un nombre complexe.

On obtient alors, pour I,, I’expression suivante :

L =10~ ye:®)*U, @ (7)
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ol le produit symbolisé par « *» est un produit de convolution, entre la
tension moyenne transmembranaire U,(?) et sa réponse impulsionnelle ycpz(?).

La formule (7) permet d'éliminer I'influence de la membrane non-altérée 111, pour
ne conserver alors que P’intensité moyenne du courant 1ié aux électropores (membrane
altérée 112). |

Il est & noter que toutes les grandeurs électriques précédentes (Upras Lo, Uintras Jintras
Unm I,) correspondent & des grandeurs macroscopiques. Ainsi, par exemple, U,
correspond 2 la tension estimée moyenne appliquée 4 I’ensemble des membranes des
cellules composant I’ensemble cellulaire 100.

En P’absence d’électroporation, I (?) est naturellement égale & ycpe(f)* U, (f), et
I,(#) devient alors nulle, comme si le dipdle non-linéaire D, avait alors une
impédance infinie. Le modéle établi par la Demanderesse (en référence 4 la figure
4) fonctionne donc aussi bien pour un ensemble cellulaire 100 subissant une
électroporation que pour un ensemble cellulaire 100 ﬁe subissant aucune
électroporation. |

Optionnellement, P’estimateur 10 regoit en outre, via la liaison 95, des
informations relatives & la configuration des électrodes et & des caractéristiques
biologiques de 1’ensemble cellulaire 100 électroporé, afin d’estimer d’autres
grandeurs éléctriques représentatives de la répartition de I’alimentation dans
Iensemble cellulaire.

Ainsi, si I’estimateur 10 regoit des données relatives & I’épaisseur cellulaire
moyenne I, des données relatwes a I’épaisseur moyenne h de membrane cellulaire
(qui est typiquement compnse entre environ 5 et environ 6 nanométres), et des
données relatives a la distance inter-électrodes e, I’estimateur 10 peut calculer le
champ électrique moyen estimé E,, appliqué aux seules membranes cellulaires 110
de ’ensemble cellulaire 100 au moyen de la formule suivante :

. _1U, 1
E =—2— (8
" Zeh()

La formule (8) permet de normaliser la tension moyenne transmembranaire par
rapport aux tailles des cellules et 4 la distance inter-électrodes afin de définir le champ

électrique transmembranaire moyen. Ce champ électrique moyen estimé £,
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représente donc le champ électrique moyen appliqué & chaque membrane cellulaire
de I’ensemble cellulaire 100.
Ainsi, si I’estimateur 10 regoit des données relatives a la surface S des

électrodes utilisées pour I’électroporation, ’estimateur 10 peut calculer la densité
moyenne estimée J , du courant électrique délivré A travers les pores formés de

I’ensemble cellulaire 100 au moyen de la formule suivante :

. T
=% ©

”

J, est une grandeur macroscopique.

L’estimateur 10 peut ainsi fournir en sortie une ou plusieurs de ces grandeurs
électriques (estimées & I’aide des formules précédentes), et/ou d’autres grandeurs
électriques participant au méme concept.

Par exemple, ’estimateur 10 peut fournir sur les sorties 11 et 12 un ou
plusieurs des couple; de valeurs suivants : (Usnsra, Lintra)s (UnmiLp), (B, J L)

La sortie (ici 11 et 12) de 1’estimateur 10 peut alors é&tre reliée & un terminal
de type écran, ou a d’autres moyens de calculs, ou & une mémoire dans laquelle les
données qu’il fournit sont stockées, ou & un autre systéme tel qu’un dispositif de
confrdle de 1’alimentation électrique des électrodes d’électroporation.

Cet estimateur 10 permet donc une surveillance en temps réel du degré
d’électroporation de 1’ensemble cellulaire 100, puisqu’il fournit des données
permettant  d’adapter. (manuellement ou automatiquement par un systéme
d’asservissement permettant une auto-adaptation du systéme) le champ électrique
d’électroporation selon les phénomeénes électro-chimiques observés. On pourra ainsi
tenter de maximiser le nombre de cellules électroporées et minimiser le nombre de
cellules détruites, en jouant sur la taille des électropores au sein des membranes
cellulaires.

Cet estimateur 10 peut permettre aussi de s’affranchir de tous les paramétres
externes a 1’électroporation (géométrie des élgctrodes, qualité du contact .

électrode-tissu, influence du milieu extracellulaire, etc.), s’il fournit par exemple
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en sortie une estimation de tension membranaire moyenne U, et/ou une estimation
de I’intensité moyenne I, du courant de pores.
Cet estimateur 10 donne en outre en temps réel des variables d'états propres

aux électropores de 1’ensemble cellulaire 100 (i.e. le champ électrique

a~

transmembranaire moyen estimé E,, et la densité moyenne estimée J, du

courant traversant les électropores).

Cet estimateur 10 peut fonctionner quelle que soit la nature biologique de
I’ensemble cellulaire 100 a électroporer, quelle que soit la configuration dans
laquelle ’ensemble cellulaire 100 se trouve (in vivo, ex vivo, ou in vitro), et
quelque soit le milieu extracellulaire dans lequel il est baigné.

Selon une premiére variante de l’invention, le dispositif de surveillance
comprenant 1’estimateur 10 (et éventuellement un écran et/ou autres) fait partie d’un
dispositif de contrdle d’une électroporation d’un ensemble cellulaire 100. Ce
dispositif de contréle comprend alors, en référence a la figure 1, I’estimateur 10 et
ladite unité¢ de contrdle 20. Il comprend en outre des moyens pour générer des
consignes en amont de 1'unité de contrble (au niveau de 17 et 18), ces moyens
pouvant &tre une interface utilisateur au moyen de laquelle ce dernier rentre les
consignes souhaitées, ou des moyens de générer automatiquement ces consignes
selon des paramétres déterminés, ou des moyens aptes a aller chercher en mémoire,
a une certaine fréquence, les consignes pré-enregistrées. En outre, ce dispositif de
controle comprend des moyens 15 et 16 pour modifier les con81gnes desuees
(provenant de 17 et 18) en fonction des données d’estimation fournies en sortie (11
et 12) de I’estimateur 10.

Ce dlspOSItlf de contrdle permet alors d’asservir 1’électroporation 2
Pestimation faite par I’estimateur 10.

Selon une deuxiéme variante de I’invention, le dispositif de contrdle fait
partie d’un ensemble destiné a [’électroporation comprenant en outre ledit
générateur 30 de tension U et/ou de courant 1 A impulsionnels adaptés a
I’électroporation, les €lectrodes 51-52 d’électroporation, ainsi que les moyens de
mesure 61-62 de grandeurs ¢lectriques de 1’alimentation dispensée par le générateur

30 ou par les électrodes 51-52, ces moyens de mesure fournissant des informations
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représentatives du champ électrique appliqué ou de 1’alimentation électrique fournie
aux €lectrodes pour 1’électroporation, a ’entrée de I’estimateur 10 (via les liaisons
65 et 66).

Le génerateur 30 peut étre un générateur de puissance commandé, permettant
de délivrer des niveaux de tension et/ou de courant (éventuellement élevés) afin de
déclencher une €lectroporation de la "charge biologique" (i.e. I’ensemble cellulaire 100).
Ce générateur 30 peut délivrer des impulsions de forme quelconque, puisque I’estimateur
10 peut faire adapter (en jouant sur la consigne envoyée a I’unité de contréle 20) la
forme de I’impulsion & la charge biologique considérée (i.e. ensemble cellulaire
100). Cette impulsion n’est donc pas nécessairement carrée.

Les électrodes 51-52 peuvent &tre une paire d’électrodes permettant d'imposer un
champ électrique d’électroporation sur une "charge biologique" (i.e. 1’ensemble
cellulaire 100) qui peut étre un tissu cellulaire in vivo ou ex vivo, ou des cellules in vitro
(voire une cellule unique), ou un tissu cellulaire placé dans une bio-puce.

Les moyens de mesure 61-62 peuvent comprendre des moyens de mesure de
grandeurs électriques représentatives de !’alimentation électrique fournie aux
¢lectrodes pour I’€lectroporation, incluant ainsi par exemple un ampéremétre 61
mesurant ’intensité du courant absorbé par I’ensemble cellulaire 100 et un
voltmétre 62 mesurant la tension inter-électrodes. N

Les moyens de mesure 61-62 peuvent aussi comprendre des électrodes de
mesure, disposées sur I’ensemble cellulaire 100, pour mesurer directement le champ
electrique appliqué a P’ensemble cellﬁléire, et s’affrancﬁissant ainsi de l’inﬁuencé,
sur le résultat des mesures, du contact électrodes-tissu.

Cet ensemble permet notamment d'asservir les grandeurs propres aux électropores
sur une consigne particuliére, permettant de contrdler le degré d'électroporation des
cellules sans les détruire. Le contrle d’un champ électrique transmembranaire moyen
E,, permet de déclencher le phénomeéne d'électroporation sans détruire les membranes.
Le contréle de la densité moyenne J, du courant traversant les électropores permet de
maitriser la surface moyenne des électropores,

Préalablemént a la mise en ceuvre de 1’électroporation, il peut étre mis en

ceuvre une évaluation des composantes de bio-impédance (Rextras Cextra» Rintra, Cintras
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R, Cm, o, ...) de chaque partie cellulaire déterminée (milieu extracellulaire 130,
milieu intracellulaire 120, membrane 110) de ’ensemble cellulaire 100, & partir
d’'une mesure de bio-impédance de I’ensemble cellulaire 100 en 1’absence
d’électroporation.

A cet effet, un dispositif selon ’invention pour réaliser de telles fonctions est prévu,
incorporé ou non audit dispositif de surveillance (en référence 2 la figure 2), ou audit
dispositif de contrdle selon la premiére variante de I’invention, ou audit ensemble destiné
a’électroporation selon la deuxiéme variante de I’invention.

Ce dernier dispositif nécessite un deuxiéme générateur 40, 3 électronique basse
tension permettant de déterminer le comportement linéaire de la "charge biologique"” (i.e.
P’ensemble cellulaire 100) et des électrodes (51-52) pour mesurer la bioimpédance Z(w)
en I’absence de toute électroporation.

En oufre, ce dispositif comporte I'unité de mesure 90 précédemment décrit (en
référence a la figure 1).

Le tissu biologique traité et ses électrodes sont donc au préalable caractérisés
par une mesure d‘impédance petits | signaux. Cette mesure met en ceuvre une
électronique frequentielle basse tension, qui ne provoque pas d'électroporation. .

Dans le cas ol ce dispositif d’évaluation de composantes d’impédances est
incorporé au reste de ’ensemble destiné 3 I’électroporation, on obtient alors I’ensemble 1 ,
delafigure 1.

| ‘Optionnellement, des moyens de commutation 71-72 et 81-82 sont prévus entre les
générateurs 30 et 40 et les électrodes 51-52, permettant de basculer I’alimentation des
électrodes d"un générateur 30 ou 40 a I’autre générateur 40 ou 30.

Ce montage peut alors permettre d’alimenter en basse tension les électrodes

51-52  Paide du générateur 40 entre deux impulsions électriques haute tension

délivrées par le générateur 30. On peut ainsi réaliser des mesures de bio-impédance
entre deux impulsions électriques d’électroporation, avec les mémes électrodes 51-
52, sans intervenir sur ces derniéres.

- Ce montage lﬁermet donc d’observer les modifications éventuelles que
peuvent subir les | composantes €lectriques de bio-impédance (en I’absence

d’électroporation) au fur et 3 mesure que le nombre impulsions données au tissu
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cellulaire 100 augmente, réactualisant ainsi les valeurs respectives de ces
composantes. Ce montage peut étre particulierement utile lors d’électroporation in
vivo, les cellules pouvant alors éventuellement gonfler sous I’effet de
I’électroporation et donc voir leurs composantes électriques 1égérement évoluer
dans le temps).

L’ensemble cellulaire 100 & électroporer selon ’invention peut &tre un tissu vivant
in vivo autour duquel ont été placés les électrodes 51-52, ou un tissu prélevé (ex vivo), ou
un tissu placé dans un milieu artificiel (in vitro), ou un tissu cellulaire placé dans une bio-
puce. 1l peut étre végétal, animal ou humain. L’électroporation peut faire rentrer en jeu
des produits actifs tels que des médicaments minéraux, des protéines ou peptides (acide
nucléique, molécule ADN ou ARN ayant des séquences codant des génes thérapeutiques
ou des genes intéressant la santé ou visant des objeéﬁfs biotechnologiques,
oligonucléotide naturel ou modifié,...) pour les administrer 4 I’ensemble cellulaire IOO.

Etnde ekpérimentale :

La Demanderesse présente ci-apres des résultats obtenus aprés la mise en
ceuvre d’un ﬁrocédé d’électroporétion selon I’invention, faite sur le tissu 100 d’une
pomme de terre.

Lé tissu 100 est placé entre déux électrodes 51 et 52 en acier inoxydable,
présentant une surface S de 30 mm? et séparées d’une distance e d’environ 6 mm.

La bio-impédance du tissu est mesurée en utilisant un analyseﬁr d’impédance
HP4192A, et un générateur de basse tension sinusoidale (c’est & dire un générateur
af)'te Aé;déliivrer des tensions sinusoidales inférieures 4 la tension seuil au-deld de
laquelle des électropores apparaitraient) & 1 V d’amplitude et & des fréquences
compﬁses entre 50Hz et 10MHz. Cette derniére gamme de fréquencev est
préférablement choisie car elle permet de détecter les composantes de bio-
impédahcé sans qué ceux-ci soient notablement perturbés par les effets du contact
électrodes-tissu cellulaire.

Les composantes linéaires de bio-impédance sont alors évaluées au moyen
d’un calcul utilisant une identification aux moindres carrés du module de la bio-
impédance mesurée, et sont les suivants :

Resr=18KQ 5 Ryn=151Q ; Ry=L1KQ ; Cu=7,20F ; a=0,7677
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Une bonne concordance a été remarqﬁée entre I'impédance mesurée et
Pimpédance reconstituée selon la formule (1) & partir des composantes identifiées.

Une fois ces composantes connues, des tensions et courants impulsionnels
unipolaires de longueur d’environ 150us chacune, en faisant varier les amplitudes
entre 0 V et 300 V, sont appliquées aux électrodes 51-52 par un générateur 30
approprié.

Les formes d’onde des intensités I du courant délivré aux électrodes 51-52,
alors mesurés, ont alors révélé un comportement linéaire pour des tensions
inférieures 4 100 V, alors qu’une grande non-linéarité apparaissait au-deld de 125
V.

La tension seuil 4 partir de laquelle les électropores commencent & apparaitre
serait donc située entre 100 V et 125 V dans les conditions de I’expérience.

" La figure 5 représente la tension transmembranaire moyenne macroscopique
Un en fonction du temps d’application du tissu 100 au champ électrique pulsé,
calculée a I’aide de la formule (5).

La figure 6 représente I’intensité moyenne macroscopique I, passant & travers
les pores en fbnption du temps d’application du tissu 100 au champ électrique pulsé,
calculée a 1’aide de la formule (7).

On peut constater que Uy(f) augmente avec U(f), et que I,(f) apparait a partir
de la tension seuil (située entre 100 V et 125 V) et qu’elle devient importante dés
qu’on applique une tension U(#) bien supérieure a cette tension seuil (ici U(f) =
200V pendant l’irhpulsion). |
| On i)eut observer que la tension membranaire moyenne macroscopique Us,(%)
ne varie pas linéairement avec la tension U(t). |

ACe‘s mesures sont en adéquation avec des résultats de modélisations
analytiques théoriques donnant des évolutions dynamiques d’électropores 4 partir
de valeurs de tension transmembranaire, notamment donnés par J. C. Neu et W.
Krassowska (Phys. Rev. E. 59, 3471 (1999)) et par K. A. DeBruin et W.
Krassowska (Ann. Biomed. Eng. 26, 584 (1998)).
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REVENDICATIONS

1. Ensemble destiné & I’électroporation d’un ensemble cellulaire constitué d’au
moins une cellule, comprenant des moyens de surveillance de I’alimentation
électrique des électrodes d’électroporation, caractérisé en ce que les moyens de
surveillance comprennent un estimateur apte & estimer la part effective de
l’alimentation électrique qui est délivrée & une ou plusieurs parties cellulaires
déterminées de 1’ensemble cellulaire, & partir de données regues par I’estimateur
comprenant des données représentatives de 1’alimentation électrique et des données
relatives & des composantes évaluées de bio-impédance de chaque partie cellulaire

déterminée.

2. Ensemble selon la revendication précédente, caractérisé en ce qu’il
comprend en outre une mémoire stockant lesdites données relatives auxdites
composantes évaluées de bio-impédance, celles-ci étant indépendantes des données

représentatives de 1’alimentation éléctrique.

3. Ensemble selon la revendication précédente, caractérisé en ce qu’il
comprend en outre des moyens pour évaluer les composantes de bio-impédance en

I’absence d’électroporation.

4. Ensemble selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que
chaque partie cellulaire déterminée est choisie parmi le milieu intracellulaire, le
milieu extracellulaire, les membranes cellulaires, les pores formés des membranes

cellulaires dudit ensemble cellulaire.

5. Ensemble selon la revendication précédente, caractérisé en ce que
Pestimateur est agencé pour estimer, & partir de données comprenant lesdites
données qu’il regoit et de relations existant entre elles, au moins une des grandeurs
électriques éuivantes : Pintensité moyenne du courant I, délivré aux seules cellules

de I’ensemble cellulaire, la tension moyenne Uy, et ’intensité moyenne du courant
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Linra @ppliqués au seul milieu intracellulaire, la tension moyenne Uy, appliquée & la.
seule membrane cellulaire, I’intensité moyenne du courant electnque I, délivré aux

seuls pores formés de la membrane cellulaire.

6. Ensemble selon 1'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que
Pestimateur est agencé pour estimer le champ électrique moyen appliqué a chaque
membrane cellulaire de I’ensemble cellulaire, & partir de données comprenant
lesdites données qu’il regoit, des données relatives a 1’épaisseur cellulaire moyenne
[, des données relatives a 1’épaisseur moyenne £ de membrane cellulaire, des
données relatives a la distance e entre les électrodes d’électroporation, et de relation

existant entre ces données.

7. Ensemble selon 1’'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que
I’estimateur est agencé pour estimer la densité moyenne du courant électrique
délivré a travers les pores formés, a partir de données comprenant lesdites données
qu’il regoit, des données relatives a la surface S des électrodes utilisées pour

I’électroporation, et de relation existant entre ces données.

8. Ensemble selon I’une des revendications précédentes, caractérisé en ce qu’il

comprend en outre :

— les électrodes utilisées pour I’électroporation,

— un générateur alimentant électriquement les électrodes et apte & générer une
tension U impulsionnelle et/ou un courant / impulsionnel adaptés a
I’électroporation,

— des moyens pour mesurer la tension U et/ou Iintensité du courant J
fournissant & ’entrée de I’estimateur lesdites données représentatives de
I’alimentation électrique ; et

— des moyens pour asservir les valeurs de U et/ou de I fournis par le
générateur aux données délivrées en sortie de I’estimateur, de sorte a réaliser

ainsi un contrdle sur I’électroporation.
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9. Ensemble selon 1'une des revendications 3 a 8, caractérisé en ce que lesdits
moyens pour ¢évaluer les composantes de bio-impédance en 1’absence
d’électroporation comprennent :

— un générateur apte a générer une tension et/ou un courant inférieurs
respectivement 4 la tension seuil et au courant seuil & partir desquels
I’¢électroporation débute ;

— des moyens pour mesurer la bio—impédance de ’ensemble cellulaire soumis
au champ électrique des électrodes alimentées par le générateur avec une
tension et/ou un courant inférieurs respectivement 4 la tension seuil et au
courant seuil ; et

— des moyens pour estimer des composantes de bio-impédance de chaque
partie cellulaire déterminée de I’ensemble cellulaire, & partir des données

fournies en sortie des moyens pour mesurer la bio-impédance.

10.Ensemble selon les deux revendications précédentes, caractérisé en ce qu’il
comprend en outre des moyens de commutation aptes & commuter 1’alimentation
électrique des électrodes d’un premier des deux générateurs au deuxiéme des deux
générateurs, de sorte & pouvoir ainsi réaliser des mesures de bio-impédance entre

deux impulsions électriques avec les mémes électrodes.

11.Ensemble selon I’une des revendications précédentes, caractérisé en ce qu’il

est destiné a 1’administration de médicaments dans 1’ensemble cellulaire.

12.Procédé de surveillance d’une électroporation cellulaire comprenant les
étapes suivantes : '

(a) recevoir des données représentatives du champ électrique appliqué
ou de I’alimentation électrique fournie aux électrodes lors de
I’électroporation ;

(b) recevoir des données relatives a des composantes évaluées de bio-
impédance d’une ou plusieurs parties cellulaires déterminées

" d’ensemble cellulaire ;



5

10

15

20

25

30

WO 2006/018528 PCT/FR2005/001914

24

(c) calculer une estimation de la part effective de I’alimentation
électrique qui est délivrée & chaque partie cellulaire déterminée, &

partir des données regues a I’étape (a) et a ’étape (b).

13.Procédé de surveillance selon la revendication précédente, caractérisé en ce
que lesdites données relatives auxdites composantes évaluées de bio-impédance
sont indépendantes des données représentatives du champ électrique, et sont

mémorisées.

14.Procédé¢ de surveillance selon la revendication précédente, caractérisé en ce
qu’il comprend en outre au moins une étape d’évaluation, préalablement 2 1’étape

(a), des composantes de bio-impédance, en I’absence d’électroporation.

15.Procédé de surveillance selon la revendication précédente, caractérisé en ce
qu’une étape d’évaluation de composantes de bio-impédance est effectuée avant

toute électroporation.

16.Procédé de surveillance selon 'une des deux revendications précédentes,
caractérisé en ce que les données regues lors de 1’étape (a) sont représentatives de
I’application d’un champ électrique impulsionnel appliqué ou d’une alimentation
éleotriqué impuisionnelle fournie pour réaliser 1’électroporation, et en ce qu’une
étape d’évaluation de composantes de bio-impédance est effectuée entre deux

impulsions électriques.

17.Procédé de surveillance selon I’une des revendications 12 & 16, caractérisé
en ce que chaque partie cellulaire déterminée est choisie parmi le milieu
intracellulaire, le milieu extracellulaire, les membranes cellulaires, les pores formés

des membranes cellulaires dudit ensemble cellulaire.

18.Procédé de surveillance selon la revendication précédente, caractérisé en ce

que I’étape (c) donne une estimation, & partir de données comprenant lesdites
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données recues en (a) et en (b) et de relations existant entre elles, d’au moins une
des grandeurs électriques suivantes : I’intensité moyenne du courant I, délivré au(x)
seule(s) cellule(s) de I’ensemble cellulaire électroporé, la tension moyenne Ui
appliquée au seul milieu extracellulaire, la tension moyenne Uy, appliquée 2 la seule
membrane cellulaire, I'intensité moyenne du courant électrique I, délivré aux seuls

pores formés de la membrane cellulaire.

19.Procédé de surveillance selon 'une des deux revendications précédentes,
caractérisé en ce que I’étape (c) donne une estimation du champ électrique moyen
appliqué & chaque membrane cellulaire de 1’ensemble cellulaire, 3 partir de données
comprenant lesdites données regues en (a) et en (b), des données relatives a
I’épaisseur cellulaire moyenne /, des données relatives a I’épaisseur moyenne % de
membrane cellulaire, des données relatives & la distance e entre les électrodes

utilisées pour 1’¢électroporation, et de relation existant entre ces données.

20.Procédé de surveillance selon 1'une des trois revendications précédentes,
caractérisé en ce que 1’étape (c) donne une estimation de la densité moyenne du
courant électrique délivré  travers les pores formés, 3 partir de données comprenant
lesdites données regues en (a) et en (b), des données relatives 3 la surface S des

électrodes utilisées pour 1’électroporation, et de relation existant entre ces données.

21.Procédé de surveillance selon I’une des revendications 12 a 20, caractérisé
en ce qu’il comprend en outre, aprés 1’étape (c), une étape d’asservissement du

champ électrique appliqué a I’estimation réalisée lors de I’étape (c).

22.Procédé de surveillance selon 1’une des revendications 12 4 21, caractérisé
en ce qu’il comprend en outre, avant 1’étape (a), une étape de mesure de
caractéristiques du champ électrique appliqué pour I’électroporation, ou de
caractéristiques représentatives de 1’alimentation électrique des électrodes (corrélée

avec le champ électrique), pour fournir lesdites données représentatives du champ -
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électrique appliqué ou de I’aliinentation électrique fournie aux électrodes regues 3

I’étape (2).

23.Procédé de surveillance selon ’une des revendications 14 & 22, caractérisé
en ce qu11 comprend en outre une mesure de la bio-impédance d’un ensemble
cellulaire en 1’absence d’électrbporation ; ladite étape d’évaluation des composantes
de bio-impédance de chaque partie cellulaire déterminée de I’ensemble cellulaire est

alors réalisée a partir de cette mesure de bio-impédance.

24.Procédé d’électroporation d’un ensemble cellulaire constitué d’au moins une
cellule, comprenant les etapes suivantes : ‘
(a) apphquer une ou plusieurs 1mpu131ons de champ electnque a
I’ensemble cellulaire, apte & provoquer une électroporation dans
I’ensemble cellulalre ;

(b) mesurer des donnees representatlves du champ électrique appliqué
- ou de lalimentation electnque fournie aux électrodes pour

l’electroporatlon -
(c) mettre en ceuvre le procede de surveﬂlance selon lune des

revendications 12 a 21

25.Procéde d’ ’lectrdporation éelon 1a revendication préé;édente céractérisé en
ce qu’il comprend en outre avant I’étape (a) et/ou lors de Pétape (a) entre deux
impulsions electnques les étapes suivantes :

— appliquer un champ électrique a Iensemble cellulaire, dont 1 amplitude
est inférieure 2 celle du champ ¢lectrique seuil au-dela duquel les pores
membranaires se forment par electroporatmn

" — mesurer la bio-impédance de l’ensemble cellula1re

— ¢évaluer des composantes de bio-impédance d’une ou plusieurs parties

cellulaires déterminées de I’ensemble cellulaire, 5 partir des résultats de

mesure de 1’étape (b), de sorte & fournir lesdites données relatives aux
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composantes évaluées de la bio-impédance de chaque partie cellulaire

déterminée de 1’ensemble cellulaire.

26.Utilisation du procédé d’électroporation selon 1’une des deux revendications

précédentes pour 1’administration de médicaments.
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