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Automate et procédé automatisé de culture cellulaire

La présente invention se rapporte a un automate de culture
cellulaire, en particulier pour la culture de cellules souches (du type CD34+
par exemple), ainsi qu’a un procédé de culture cellulaire utilisant cet
automate.

Parmi les domaines faisant appel a la culture cellulaire, celui de la
thérapie cellulaire est le moins avancé en termes d’industrialisation. I
existe donc un besoin important de trouver une technologie capable de
produire des cellules en quantité suffisante et dans des conditions
optimales en vue de l'utilisation de ces cellules pour des applications
thérapeutiques.

Certains procédés de thérapie cellulaire nécessitent une culture ou
amplification de cellules souches avant leur réinjection chez un patient, car
les quantités prélevées sont parfois insuffisantes pour avoir un effet
thérapeutique. Il est indispensable de garantir l'intégrité des propriétés
thérapeutiques des cellules pendant leur culture. Dans la technique
actuelle, les solutions proposées pour cultiver les cellules souches ex vivo
sont artisanales, trés empiriques et peu efficaces.

De plus, la technique actuelle ne permet pas de produire des cellules
souches en quantité suffisante pour des applications thérapeutiques. I
existe donc un réel besoin de développer une technologie du type
bioréacteur ayant une géometrie compacte et permettant de cultiver des
cellules en grande quantité.

On a déja proposé d'utiliser des bioréacteurs pour la culture de
cellules souches. Cependant, la phase d’amplification reste une étape
essentiellement manuelle et les conditions environnementales pour la
culture des cellules (température, CO2, etc.) ne sont pas contrblées avec
une grande précision.

On connait par exemple des bioréacteurs avec perfusion a

membrane, des bioréacteurs a fibres creuses, des bioréacteurs sur lit
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fluidisé, et des micro-bioréacteurs avec perfusion continue d'O,, de milieu
nutritif et de facteurs de croissance (cf. demande WO 00/73411).

La demande US-A1-2008/0118977 décrit un protocole thérapeutique
permettant de reconstruire le coeur d'un patient aprés un infarctus. La
reconstruction est obtenue en injectant au niveau du cceur du patient des
cellules souches spécifiques (CD34%), isolées a partir d’un prélévement
sanguin, amplifiées ex vivo et purifiées aprés culture.

La présente invention a notamment pour but de fournir une
technologie capable d’assurer la culture, 'amplification ou I'expansion de
ce type de cellules, et d'apporter également de nettes améliorations en
termes de standardisation, de tragabilité et de contréle pour des opérations
qui sont pour la plupart réalisées manuellement dans la technique
antérieure.

Elle propose a cet effet un automate de culture cellulaire,
comprenant des réservoirs de milieu de culture, de facteurs de croissance
et de cellules a cultiver, un incubateur a enceinte thermostatée dans
laquelle est logé un récipient de culture des cellules ou d’expansion
cellulaire, et un systéme informatigue de commande incluant des moyens
de saisie et d’enregistrement de données et destiné a réguler les conditions
de culture dans I'enceinte et a piloter des vannes de distribution de fluides
selon une séquence prédéfinie, caractérisé en ce qu’il comprend un
dispositif de support et d’agitation du récipient de culture ou d’expansion
cellulaire qui est commandé par le systeme informatique et qui est logé
dans l'enceinte, et en ce que le récipient est formé par une poche
comportant au moins un orifice d'entrée relié aux réservoirs precités et un
orifice de sortie relie a des moyens de récupération et de stockage des
cellules apres culture, ces moyens de stockage et les réservoirs étant
situés a I'extérieur de I'enceinte et étant reliés aux orifices de la poche
d’expansion cellulaire par des conduits qui forment avec la poche
d’expansion cellulaire un module pré-assemblé posé dans I'enceinte et qui

traversent un élément de paroi de l'enceinte, de fagon a permettre
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d’alimenter la poche d’expansion cellulaire en milieu de culture, en facteurs
de croissance et en cellules a cultiver, et de récupérer le contenu de la
poche d’expansion cellulaire dans les moyens de stockage, en maintenant
I'enceinte fermée.

L’automate selon linvention a essentiellement pour fonction
d’automatiser les étapes du protocole biologique de culture et la gestion
des conditions environnementales (contrble de la température, du taux de
COg,, etc.) de culture des cellules de l'incubateur, afin de produire un
rendement optimal d’amplification cellulaire. Il a également pour fonction
d’assurer la distribution du milieu de culture, des facteurs de croissance et
des cellules a cultiver a une poche d’expansion cellulaire (qui peut avoir un
volume relativement important) située dans l'incubateur, par la commande
de moyens tels que des vannes et des pompes. L'automate assure en
outre I'agitation de la poche d’expansion cellulaire ainsi que le transfert des
cellules apres culture, depuis la poche d’expansion cellulaire jusqu’aux
moyens de stockage.

L’automate selon l'invention peut permettre de générer de grandes
guantités de cellules, telles que des cellules souches, a partir de cellules
prélevées sur un patient. La poche dans laquelle est réalisée la culture
cellulaire peut avoir un volume supérieur a 100 ml, 200 ml, 300 ml, 500 ml,
et qui est par exemple de 650 ml environ voire plus (1L, 2L, 3L, etc.). La
culture de cellules souches dans une poche de ce type permet de générer
des cellules en quantité suffisante pour réaliser une thérapie cellulaire chez
un patient, tel par exemple qu’un patient ayant subi un infarctus, selon le
protocole biologique décrit dans la demande US-A1-2008/0118977.

La poche d’expansion cellulaire comprend de préférence des parois
souples étanches aux liquides et perméables aux gaz. Elle présente de
préférence une bonne permeéabilité a I'oxygéne et au dioxyde de carbone,
ce qui permet une bonne aération du contenu de la poche sans ouverture
de celle-ci et donc sans risque de contamination de son contenu. Dans un

exemple particulier de reéalisation de la poche, elle comprend les
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caracteristigues de permeéabilité suivantes (en cc par jour, a 37°C) : O2
(gaz) =418, CO2 (gaz) = 966, N2 (gaz) = 157, et H20 (liquide) = 0,05.

La poche d’'expansion cellulaire a de préférence peu d’affinité avec
des produits chimiques et biologiques, en particulier avec les cellules a
cultiver, et n'absorbent pas de tels produits. La poche est par exemple
formée d’'un film mince en copolymeére FEP (fluoro-éthyleéne-propyléne). La
poche peut étre constituée de différents types de ports (interfaces
modifiables) dont, par exemple, des raccords sapin en FEP. lls sont
assemblés a la poche pour limiter les risques de contamination.

L’automate est destiné a réaliser la culture cellulaire et inclut tous les
moyens et toutes les ressources pour realiser cette culture, sans nécessité
pour un opérateur de manipuler de vannes, remplacer des poches ou des
réservoirs, etc. La culture cellulaire est réalisée selon un protocole
biologique précis qui est entierement géreé par le systéme informatique, qui
permet par exemple de commander les vannes, le dispositif d’agitation, et
de réguler les conditions environnementales dans [I'enceinte de
I'incubateur. L'opérateur peut renseigner le systéme informatique avec des
données d’identification du patient, des cellules prélevées et la nature et la
provenance des différents réservoirs ou poches, afin que toutes ces
données soient enregistrées dans le systeme informatique. L’invention
permet ainsi de réaliser des protocoles biologiques avec une trés bonne
reproductibilité et d’assurer une tracabilité et un contrble précis des
protocoles et moyens utilisés.

Le contrOle et la tragabilité des étapes du protocole biologique
peuvent étre assurés par le systeme informatique et une interface homme-
machine (IHM) appropriée, qui permettent par exemple de :

- définir un procédé de culture automatisé dans lequel les parameétres
propres au protocole biologique de culture ne sont pas modifiables,

- assurer une bonne securité en limitant I'accés aux données du systeme
informatique, par I'identification de I'utilisateur et la nécessité d’'un mot de
passe (conformément a la réglementation 21 CFR Part 11 de la FDA),
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- autoriser un enregistrement des événements et des différentes étapes du
procéde, et

- etablir une édition de rapports (comprenant des résultats d’analyse de
prélevement et d’analyse a posteriori des caractéristiques du greffon par
exemple).

La poche d’expansion cellulaire est logée dans I'enceinte et
comprend au moins deux orifices qui sont reliées a des conduits qui
passent a travers un élément de paroi de l'incubateur, et qui sont reliés aux
réservoirs et aux moyens de stockage reliés a I'extérieur de I'enceinte. La
poche d’expansion cellulaire et les conduits forment un module pré-
assemblé, a usage unique, qui est mis en place et remplacé facilement par
'opérateur. Au moins une partie du contenu des réservoirs situés a
I'extérieur de l'enceinte est destinée a étre distribuée dans la poche
d’expansion cellulaire située dans I'enceinte, dont le contenu aprés culture
est destiné a étre transféré dans les moyens de stockage situés hors de
I'enceinte, toutes ces opérations de distribution de fluides étant réalisées en
maintenant l'enceinte de [lincubateur fermée grace aux conduits qui
traversent un élément de paroi de I'incubateur, ce qui permet de garantir
dans I'enceinte des conditions environnementales optimales pendant toute
la durée du protocole biologique et de limiter les risques de contamination
du milieu de culture des cellules.

Avantageusement, la poche d’expansion cellulaire comprend un
orifice de prélévement qui est reli€ par un conduit a des moyens de
prélevement situés a I'extérieur de l'enceinte, ce conduit traversant
I'élément de paroi précité de I'enceinte et faisant partie du module pré-
assemblé. La poche d’expansion cellulaire comprend ainsi trois orifices
ayant des fonctions différentes (alimentation récupération et prélevement)
et qui sont reliés a des conduits différents.

Dans un mode de réalisation de l'invention, I'incubateur comprend
une armoire comportant une ouverture et une porte de fermeture étanche

de cette ouverture, des moyens de passage des conduits précités étant
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montés sur le bord périphérique de cette ouverture et comportant des
gorges sensiblement paralléles de logement des conduits, ces gorges étant
destinées a étre recouvertes par la porte lorsqu’elle est en position fermeée.
Les conduits peuvent étre aisément engagés (et retirés) de ces conduits
par un opérateur quand la porte est ouverte, par translation des conduits
dans une direction perpendiculaire aux axes longitudinaux des gorges, ce
qui facilite le montage des consommables.

Les réservoirs de facteurs de croissance et de cellules a cultiver sont
de préféerence formeés par des poches qui sont situées plus haut que l'orifice
d’entrée de la poche d’expansion cellulaire de fagon a ce que le contenu de
chacune des poches de milieu de culture et de cellules a cultiver puisse
s'écouler par gravité jusqu’a la poche d’expansion cellulaire. Ceci permet
de garantir I'intégrité des cellules et des facteurs de croissance lors de leur
transfert jusqu’a la poche d’expansion cellulaire. L’utilisation d’'une pompe
ou d’'un moyen mécanique quelconque pour faire circuler les cellules et les
facteurs de croissance dans les conduits risquerait en effet de les
endommager.

Les moyens de stockage peuvent comprendre une ou deux poches
qui sont au moins en partie situées plus bas que l'orifice de sortie de la
poche d’expansion cellulaire de fagon a ce que, aprés culture, le contenu
de la poche d’expansion cellulaire puisse s'écouler par gravité jusqu’a la ou
les poches des moyens de stockage. Ceci permet également de garantir
I'intégrité des cellules apres culture, lors de leur récupération

L’automate peut comprendre une pompe péristaltique de commande
de l'alimentation en milieu de culture de la poche d’expansion cellulaire et
des réservoirs de facteurs de croissance et de cellules a cultiver, en vue du
ringage de ces réservoirs. La pompe péristaltique a I'avantage de ne pas
venir directement au contact du milieu de culture, ce qui évite tout risque de
contamination de ce milieu.

L’automate peut en outre comprendre deux poches formant piége a

air, dont 'une est reliée aux réservoirs de facteurs de croissance et de
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cellules a cultiver, et dont l'autre est reliée a la poche d’expansion
cellulaire, et qui sont destinées a collecter et stocker I'air contenu dans les
conduits, la poche d’expansion cellulaire et/ou les réservoirs.

Avantageusement, les conduits sont formeés par des tubulures
souples, dont au moins certaines traversent des vannes qui sont destinées,
en position de fermeture, a pincer ces tubulures. Chaque tubulure est par
exemple destinée a étre engagée dans une gorge d'une vanne de fagon
simple par l'opérateur, par exemple par translation dans une direction
sensiblement perpendiculaire a I'axe longitudinal de la tubulure.

Le dispositif de support et d’agitation peut comprendre un plateau de
support de la poche d’expansion cellulaire, qui est monté rotatif autour d’'un
premier axe horizontal et qui est déplacable autour de cet axe entre une
position sensiblement horizontale de culture des cellules et une position
sensiblement verticale de récupération des cellules aprés culture. Cette
derniére position facilite la récupération des cellules aprés culture, ces
cellules s’écoulant directement par gravité dans les moyens de stockage
précités.

Le plateau peut étre monté rotatif autour d’'un second axe horizontal
autour duquel le plateau est destiné a osciller pour ['agitation et
I'nomogéneéisation du contenu de la poche d'expansion cellulaire. Les
premier et second axes de rotation du plateau sont de préférence
paralléles.

De préférence, le plateau porte des vannes de commande de
I'alimentation de la poche d'expansion cellulaire, de récupération du
contenu de cette poche, et de prélevement d’échantillons de cette poche.

Le dispositif de support et d’agitation peut en outre comprendre un
bras vertical comportant a son extréemité supérieure des moyens
d’accrochage d'une poche formant piege a air reliée a la poche d’expansion
cellulaire.

Les moyens de stockage sont avantageusement montés rotatifs

autour d’un axe horizontal et sont déplacables autour de cet axe entre une
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position sensiblement verticale et une position sensiblement horizontale
dans laquelle ces moyens sont entierement situés en dessous de la poche
d’expansion cellulaire. Ceci permet de garantir que l'intégralité des cellules
contenues dans la poche d’expansion cellulaire sera transférée par gravité
dans les moyens de stockage.

A titre d’exemple, dans le cas particulier de culture de cellules
souches CD34+, la stérilité exigée au niveau de la chaine complete de
conditionnement des cellules CD34+ impose ['utilisation et 'installation de
consommables sous forme d’un kit de culture cellulaire a usage unique.

La présente invention concerne donc également un kit de culture
cellulaire, de préférence stérile et a usage unique, pour un automate de
culture cellulaire, caractérisé en ce qu’il comprend au moins une poche
d’expansion cellulaire et des tubulures souples de liaison de la poche a
d’autres poches ou réservoirs, les tubulures et la poche d’expansion
cellulaire étant pré-assemblées et la poche d'expansion cellulaire
comprenant un orifice d’entrée, un orifice de sortie et éventuellement un
orifice de prélévement.

Le kit peut en outre comprendre tous les raccords nécessaires aux
liaisons des tubulures entre elles et avec les poches et/ou réservoirs, ainsi
que les moyens reliés au troisieme orifice de la poche d’expansion
cellulaire pour autoriser des prélevements de cellules. Tous ces éléments
peuvent faire partie du module pré-assemblé précité.

Avantageusement, l'orifice d'entrée de la poche d’expansion
cellulaire est relié par des tubulures a des orifices d’entrée et de sortie de la
poche de facteurs de croissance, et a des orifices d’entrée et de sortie de la
poche de cellules a cultiver. L'orifice d’entrée de la poche d’expansion
cellulaire est en outre destiné a étre reliée a un orifice de sortie de la poche
d’expansion cellulaire.

Le kit peut comprendre en outre deux poches formant piége a air

dont l'une est reliée aux orifices de sortie des poches de facteurs de
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d’entrée de la poche d’expansion cellulaire.

Le kit peut également comprendre une ou deux poches de
récupération des cellules aprés culture, qui sont reliées par des tubulures a
I'orifice de sortie de la poche d’expansion cellulaire.

Dans un exemple de réalisation de linvention, les poches de
facteurs de croissance et de cellules a cultiver et celles formant piege a air
ont un volume interne de 150 ml environ, la poche d’expansion cellulaire a
un volume théorique de 3000 ml environ, et les deux poches de
récupération ont chacune un volume de 600 ml environ. La poche de
distribution du milieu de culture peut avoir un volume de 1000 ml environ.

Avantageusement, le kit forme ou constitue un circuit fermeé qui, une
fois installé pour une culture cellulaire, comprend toutes les ressources
nécessaires pour cette culture sans nécessiter l'ajout d'un produit
guelconque ou l'intervention d’'un opérateur. Ceci permet de limiter les
risques de contamination du kit et du milieu de culture.

L’invention concerne encore un dispositif de support et d’agitation
pour un automate de culture cellulaire, caractérisé en ce qu’il comprend un
plateau de support d’'une poche d’expansion cellulaire, ce plateau portant
trois vannes et étant monté en rotation autour d’'un premier axe horizontal
pour le basculement du plateau depuis une position sensiblement
horizontale jusqu’a une position sensiblement verticale, et un second axe
horizontal autour duquel le plateau est destiné a osciller pour I'agitation et
I'nomogéneéisation du contenu de la poche d'expansion cellulaire, le
dispositif comprenant également des moyens commandeés de basculement
du plateau autour des axes horizontaux precités.

Le dispositif peut comprendre un bras vertical comportant a son
extrémité supérieure des moyens d’accrochage d’'une poche formant piege

a air.
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L’invention concerne également un procédé automatisé de culture

cellulaire, au moyen d'un automate tel que décrit ci-dessus, caractérisé en

ce qu’il comprend les étapes consistant a :

a) alimenter la poche d'expansion cellulaire en milieu de culture, en

facteurs de croissance puis en cellules a cultiver, en maintenant

I’enceinte de I'incubateur fermée ;

b) agiter la poche d'expansion cellulaire en vue de 'homogeénéisation

de son contenu ;

c) maintenir la poche d’expansion cellulaire dans des conditions

d’incubation pendant une durée de plusieurs jours ; et

d) récupérer le contenu de la poche d'expansion cellulaire dans les

moyens de stockage, en maintenant I'enceinte fermée.

Le procédé selon I'invention peut comprendre une ou plusieurs des

étapes suivantes :

avant I'étape a), une étape d’installation du module pré-assemblé en
montant la poche d’expansion cellulaire sur le dispositif d’agitation,
en montant les conduits dans les moyens de passage de
I'incubateur et dans les vannes, et en connectant ces conduits aux
réservoirs ou poches,

avant I'étape a), une étape d’évacuation de I'air contenu dans les
conduits par passage de milieu de culture depuis le réservoir de
milieu de culture jusqu’a la ou les poches formant piége a air ;

aprés l'alimentation de la poche d’expansion cellulaire en facteurs de
croissance a I'étape a), une étape de ringage du réservoir de
facteurs de croissance en faisant passer du milieu de culture dans
ce réservoir puis en évacuant son contenu jusqu'a la poche
d’expansion cellulaire ;

aprés l'alimentation de la poche d’expansion cellulaire en cellules a
cultiver a I'étape a), une étape de ringage du réservoir de cellules a
cultiver en faisant passer du milieu de culture dans ce réservoir puis

en évacuant son contenu jusqu’a la poche d’expansion cellulaire ;
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pendant I'étape c¢), une ou plusieurs étapes de prélévement
d’échantillon du contenu de la poche d’expansion cellulaire, qui sont
chacune précédées d'une étape de basculement du plateau de
support d’'une position horizontale de culture jusqu’a une position
inclinée dans laquelle [l'orifice de prélevement de la poche
représente le point le plus bas de la poche ;

avant I'étape c), une étape de retrait des réservoirs de milieu de
culture, de facteurs de croissance et de cellules a cultiver, en
coupant et en soudant ou pincant le conduit ou la tubulure de liaison
de ces réservoirs a lorifice d'entrée de la poche d’expansion
cellulaire ;

avant ou pendant I'étape d), a basculer le plateau dans une position
sensiblement verticale de fagon a ce que l'orifice de sortie de la
poche d’expansion cellulaire représente le point le plus bas de la
poche.

L’invention concerne enfin une utilisation d’un automate, d’un kit, ou

d’un dispositif tel que décrit ci-dessus, pour la culture de cellules souches

du type CD34+ ou de cellules mononuclées du sang, telles que par

exemple des lymphocytes. Les cellules souches peuvent provenir d’'une ou

plusieurs sources, comme plus particulierement le sang de cordon

ombilical, la moelle osseuse et le sang total.

L’invention sera mieux comprise et d’autres détails, avantages et

caractéristiques de l'invention apparaitront plus clairement a la lecture de la

description suivante faite a titre d’exemple non limitatif et en référence aux

dessins annexés dans lesquels :

les figures 1 et 2 sont des vues schématiques en perspective de
'automate de culture cellulaire selon [l'invention, cet automate
comportant une armoire définissant une enceinte qui est fermée en
figure 1 et ouverte en figure 2 ;

la figure 3 est une vue trés schématique de I'automate des figures 1
et 2, sans le systéme informatique ;
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- lafigure 4 est une vue trés schématique des composants portés par
un dispositif d’agitation de I'automate des figures 1 et 2 ;

- la figure 5 est une vue schématique d'un kit de culture cellulaire
selon I'invention ;

- la figure 6 est une vue schématique en perspective de moyens de
passage de conduits de fluide de 'automate des figures 1 et 2 ;

- la figure 7 est une vue schématique en perspective du dispositif
d’agitation selon I'invention ;

- les figures 8 et 9 sont des vues schématiques en perspective du
dispositif de la figure 7 et représentent deux positions d’inclinaison
différentes du plateau de ce dispositif ;

- la figure 10 est une autre vue schématique en perspective du
dispositif d’agitation de la figure 7, avec arrachement partiel du
capotage de ce dispositif ;

- lafigure 11 est une vue schématique en perspective du plateau et de
moyens commandeés de basculement du plateau du dispositif de la
figure 7, vus de dessous ;

- les figures 12 et 13 sont vues schématiques en perspective d'un
systeme commandé de blocage de rotation du plateau du dispositif
de la figure 7, ce systéme de blocage étant actif en figure 11 et
inactif en figure 12 ;

- lafigure 14 est un organigramme montrant des étapes d’'un procede
de culture cellulaire selon I'invention ; et

- les figures 15 a 24 sont des vues correspondant a la figure 3 et
représentant des étapes du procedeé selon I'invention.

On se référe d’abord aux figures 1 et 2 qui représentent un exemple
de réalisation de l'automate 10 de culture cellulaire selon I'invention, cet
automate étant particulierement mais non exclusivement destiné a la
culture de cellules souches, par exemple selon le protocole biologique
décrit dans la demande US-A1-2008/0118977 dont le contenu est incorporé

ici par référence.
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Dans I'exemple représenté, 'automate 10 comprend essentiellement
trois éléments :

- un incubateur 12 a enceinte 14 thermostatée dans laquelle est loge un
dispositif 16 de support et d’agitation d’'une poche d’expansion cellulaire
(non représentee),

- un bati 18 de support de poches (non représentées) contenant les milieux
nécessaires a la culture des cellules, et portant des moyens (vannes 20,
pompe 22, etc.) de distribution et de réglage de débit de fluides entre les
poches, et

- un systeme informatique 24 relié a I'incubateur 12 et aux moyens 20, 22
pour leur commande ainsi que pour la saisie et I'enregistrement de
données et la gestion du protocole biologique.

Dans I'exemple représenté, l'incubateur 12, le bati 18 et le systeme
informatique 24 sont disposés I'un a cété de 'autre sur un support 26 qui
est monté sur roulettes, le bati 18 étant situé entre le systéme informatique
24 et I'incubateur 12.

De facon typique, le systeme informatique 24 comprend des moyens
de saisie et d’enregistrement de données, des moyens de traitement des
données, des moyens d’affichage, et des moyens d’émission de signaux de
commande et de pilotage de I'incubateur 12 et des moyens 20, 22 du bati
18. De préférence, le systéme informatique 24 comprend un écran tactile
d’affichage et de saisie de données.

Pour limiter I'acces aux données préenregistrées dans le systéeme
informatique 24, plusieurs niveaux de sécurité peuvent étre mis en place.
Le constructeur de l'automate peut avoir un droit d’'accés de niveau
maximal, au moyen d’'un mot de passe spécifique, de fagon a accéder a
toutes les informations enregistrées dans le systéme informatique 24, alors
qu’'un administrateur et un opérateur ayant des niveaux d’acceés inférieurs
auront acces, via des mots de passe spécifiques, a certaines informations

seulement.
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Le systéme informatique 24 est avantageusement relié a un réseau
informatique via une connexion du type Ethernet ou Wifi par exemple, de
fagon a ce que des informations contenues dans le systéme 24 puissent
étre accessibles depuis un poste informatique du réseau, distant de
I'automate 10, et éventuellement que des actions puissent étre requises et
commandées a I'automate depuis ce poste.

Le systeme informatique 24 commande par exemple I'ouverture et la
fermeture des vannes 20, qui sont par exemple du type tout ou rien, le
réglage du débit de la pompe 22, la régulation du chauffage de I'enceinte
14 de l'incubateur 12 (pour qu’elle ait par exemple une température de
I'ordre de 37°C environ) et I'alimentation de I'enceinte en gaz, tels que du
CO2 (a un taux d’environ 5% par exemple). Le systéme 24 peut assurer la
régulation d’autres parametres si nécessaire a l'intérieur de I'enceinte 12,
pour définir des conditions environnementales optimales pour la culture des
cellules.

Pour plus de clarte, les moyens de connexion du systéme
informatique 24 aux moyens 18, 20 et a I'incubateur 12, les moyens de
chauffage et d’alimentation en gaz de lincubateur 12, et les moyens
d’alimentation électrique ne sont pas représentés dans les dessins.

Le bati 18 a une forme parallélépipédique et comprend une face
verticale avant 28 sur laquelle sont schématiquement dessinés des
rectangles 30 représentant les positions de réservoirs de milieux
biologiques, sous forme de poches, ainsi que des lignes 32 représentant
I'emplacement de conduits de fluide(s) entre ces poches.

La partie supérieure de cette face avant 28 comprend quatre
rectangles 30 dessinés qui renseignent un opérateur sur la nature de
chacune des poches qui doivent étre positionnées au niveau de ces
rectangles, ces poches appartenant a un kit de consommables qui sera
décrit plus en détail dans ce qui suit.

Un premier rectangle de grande dimension est dessiné en haut a
gauche de la face avant 28 du bati 18 et représente la position d’une poche
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contenant un milieu de culture (poche reférencée 34 en figure 3). Trois
rectangles 30 de plus petites dimensions sont dessinés en haut a droite de
la face 28 et représentent respectivement les positions d'une poche de
facteurs de croissance, d’'une poche de cellules a cultiver, et d’'une poche
formant piege a air (qui sont respectivement référencees 36, 38 et 40 en
figure 3).

La partie médiane de la face avant 28 du bati 18 comprend des
orifices de montage des vannes 20 et de la pompe 22 précitées, chacun de
ces éléments (vannes et pompe) étant situé sur une ligne 32 représentant
un conduit de fluide, qui est formé par une tubulure souple du kit de
consommables.

La partie inférieure de la face avant 28 porte deux plaques 42
coplanaires et disposées I'une a cOte de l'autre. Ces plaques 42 sont
montées pivotantes par leurs extrémités inférieures autour d’'un méme axe
horizontal s'étendant parallélement a la face avant 28. Les plaques 42 sont
déplacables en rotation autour de cet axe entre une position verticale
(représentée en figures 1 et 2) dans laquelle elles s’étendent parallélement
et a faible distance de la face avant 28, et une position horizontale dans
laquelle elles peuvent prendre appui sur le support 26.

Des rectangles 44 sont dessinés sur les faces avant des plaques 42,
lorsqu’elles sont en position verticale. Ces rectangles 44 renseignent
'opérateur sur la nature des poches qui doivent étre portées par ces
plaques 42. Des poches de récupération et de stockage des cellules aprées
culture (référencées 46 en figure 3) sont destinées a étre portées par ces
plaques 42.

Les poches 34, 36, 38, 40 et 46 du kit de consommables sont
destinées a étre fixées ou accrochées sur la face avant 28 du bati 18 et sur
les plaques 42 par des moyens appropriés qui ne sont pas représentés.

L’incubateur 12 comprend une armoire définissant I'enceinte 14 et

comportant une ouverture qui peut étre fermée de maniére étanche par une
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double porte, ces deux portes 48, 50 étant montées pivotantes sur un des
cbtés de I'ouverture, par exemple le coté droit.

La porte interne 48 est une porte en verre destinée en position de
fermeture a prendre appui sur un joint périphérique 52 de l'ouverture de
I'armoire, ce joint 52 etant visible en figure 6. La porte externe 50 est
calorifugée et porte un joint périphérique destinée a prendre appui sur le
bord périphérique de I'ouverture de I'armoire.

Le systéme informatique 24 peut étre relié a des capteurs de
détection de la position (ouverte ou fermée) de chaque porte 48, 50, et peut
commander le verrouillage de ces portes en particulier pendant la phase
d’incubation et de culture des cellules.

L’enceinte 14 de 'incubateur 12 a par exemple un volume interne de
200 L environ.

Dans I'exemple représenté aux figures 3 a 5, le kit de consommables
est a usage unique pour une culture cellulaire et comprend les poches 34,
36, 38, 40 et 46 et les tubulures précitées, ainsi qu’une poche d’expansion
cellulaire 54 et une seconde poche 56 formant piége a air, ces poches 54,
56 étant portées par le dispositif d’agitation 16 qui sera décrit plus en détail
dans ce qui suit, en référence aux figures 7 a 13.

La poche d’expansion cellulaire 54 mieux visible aux figures 4 et 5
peut avoir un volume interne supérieur a 500 ml, et qui est par exemple de
650 ml, et comprend trois orifices, un orifice de prélevement 58 relié par
une tubulure 60 a des moyens de prélevement 62, un orifice de sortie 64
relié par une tubulure 66 aux poches 46 de récupération des cellules aprés
culture, et un orifice d’entrée 68 reliée par des tubulures aux poches 34, 36,
38 et 56.

L'orifice d’entrée 68 de la poche d’expansion cellulaire 54 est relié
par une tubulure 70 a un orifice d’entrée de la poche 34 de milieu de
culture. Les poches 36 et 38 de facteurs de croissance et de cellules a
cultiver comprennent chacune un orifice d’entrée qui est relié a une

extrémité d'une tubulure 72 dont l'autre extrémité est raccordée a la
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tubulure 70, et un orifice de sortie qui est relié a une extrémité d'une
tubulure 74 dont I'autre extrémité est raccordée a la tubulure 70 (en aval du
ou des points de connexion des tubulures 72 a la tubulure 70). La poche 40
comprend deux orifices qui sont reliés par des tubulures 76 aux tubulures
74, et la poche 56 formant piége a air comprend un orifice relié par une
tubulure 78 a la tubulure 70, au voisinage de l'orifice d’entrée 68 de la
poche 54 (figures 4 et 5).

La poche d’expansion cellulaire 54 et les tubulures 60, 66, 70, 72,
74, 76 et 78 sont de préférence pré-assemblées et sont fournies stériles.
Les poches 34, 36, 38, 40, 46 et 56 sont également fournies stériles. Les
poches 40, 46 et 56 sont fournies vides et peuvent étre pré-assemblées
avec la poche d’expansion cellulaire 54 aux tubulures précitées. La poche
38 de cellules a cultiver est également fournie vide et peut étre preé-
assemblée aux tubulures ou bien connectée aux tubulures lors de
I'installation du kit dans l'automate. La poche 38 peut étre remplie d'un
milieu contenant les cellules a cultiver avant ou apres l'installation du kit
dans l'automate. Les poches 34 et 36 sont de préférence fournies remplies,
respectivement de milieu de culture et de facteurs de croissance.

Tous les raccords des tubulures et des tubulures aux poches, ainsi
que les moyens de prélevement, font également de préférence partie d’'un
module pré-assemblé qui est schématiquement représenté en figure 5, les
poches 34, 36 et 38 qui ne font pas nécessairement partie de ce module
étant représentées en traits pointillés.

Les poches 36, 38, 40 et 56 ont une contenance de I'ordre de 150 ml
environ, les poches 46 ont une contenance de 600 ml environ, et la poche
34 de milieu de culture a une contenance de I'ordre de 1000 ml environ.

Dans le cas ou l'automate 10 est utilisé pour cultiver des cellules
souches CD34+, la poche 38 comprend des cellules de ce type issues du
prélevement sur un patient et éventuellement isolées et purifiées, et les
facteurs de croissance de la poche 36 sont des cytokines.

La poche d’expansion cellulaire 54 et la poche 56 formant piége a air
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sont portées par le dispositif d'agitation 16 et sont logées dans I'enceinte 14
de I'incubateur 12 (figure 3). Les autres poches 34, 36, 38, 40 et 46 et les
moyens de prélevement 62 sont situés a I'extérieur de I'enceinte 14.

Les tubulures 60, 66 et 70 de liaison de la poche d'expansion
cellulaire 54 aux éléments situés a l'extérieur de I'enceinte 14 passent a
travers un organe de l'incubateur, qui autorise la fermeture étanche de
I'enceinte 14, cet organe étant représenté aux figures 3 et 6.

Cet organe est un élement de paroi formé par un bloc 80 de matiére
(par exemple plastique) qui est fixé sur le bord périphérique de 'ouverture
de I'armoire de I'incubateur 12 et qui comprend trois gorges 82 paralléles
d’engagement et de passage des tubulures 60, 66, 70 précitées. Ces
gorges 82 sont sensiblement rectilignes et a distance les unes des autres.
Le bloc 80 a une forme sensiblement plane et s’étend dans un plan vertical.
I comprend une face arriere en appui sur le bord périphérique de
I'ouverture de I'armoire et une face avant sur laquelle sont formées les
gorges 82, qui ont une orientation sensiblement horizontale et s’étendent
sur toute la dimension transversale du bloc.

Les gorges 82 ont une section sensiblement circulaire et ont un
diametre interne legérement supérieur a celui des tubulures 60, 66, 70. Ces
tubulures sont destinées a étre engagées complétement dans ces gorges
et a passer éventuellement a travers des découpes 84 du joint périphérique
52 du bord de I'ouverture de I'armoire.

En position de fermeture de I'enceinte 14, le bord périphérique de la
porte interne 48 est destiné a prendre appui sur le joint 52 et a recouvrir les
parties des tubulures 60, 66, 70 s'étendant dans les découpes 84 précitées
du joint 52, et le joint périphérique de la porte externe 50 est destiné a venir
en appui sur la face avant du bloc et a recouvrir les gorges 82 et les parties
des tubulures 60, 66, 70 s’étendant dans ces gorges.

Dans I'exemple représenté, la gorge inférieure du bloc 80 forme un
passage de la tubulure 66 de liaison de la poche d’expansion cellulaire 54
aux poches de récupération 46, la gorge meédiane forme un passage de la
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tubulure 60 de liaison de la poche 54 aux moyens de prélévement 62, et |la
gorge supérieure forme un passage de la tubulure 70 de liaison de la poche
54 aux poches 34, 36, 38 et 40.

Comme cela est représenté en figure 3, la tubulure 70 est engagée
dans la pompe 22 au voisinage de la poche 34 de milieu de culture, cette
pompe étant une pompe peéristaltique pour éviter les risques de
contamination de ce milieu.

Les vannes 20 précitées sont des électrovannes qui sont au nombre
de douze dans I'exemple représente, référencées de 86 a 108 en figure 3.

Les tubulures 66, 60, 70 et 78 sont engagées respectivement dans
quatre vannes 86, 88, 90 et 92 qui sont portées par le dispositif d’agitation
16 (figures 3 et 4).

La partie de la tubulure 70 située a I'extérieur de I'enceinte 14 est
engagee dans deux vannes 94 et 96 a distance I'une de l'autre et dont une
94 est située a proximité de la poche 34 de milieu de culture. L'autre vanne
96 est située en aval de la connexion de la tubulure 70 aux tubulures 72 et
en amont de la connexion de la tubulure 70 aux tubulures 74.

Les tubulures 72 reliées aux orifices d'entrée des poches 36 et 38
sont engagées dans des vannes 98 et 100, respectivement, et les tubulures
74 reliées aux orifices de sortie des poches 36 et 38 sont engagées dans
des vannes 102 et 104, respectivement.

Les tubulures 76 relices a la poche 40 formant piege a air sont
chacune engagées dans une vanne 106, 108.

La pompe 22 et les vannes comprennent de préférence une gorge
transversale de montage d’une tubulure par translation dans une direction
perpendiculaire a I'axe longitudinal de la tubulure ou de la gorge.

Comme cela est schématiquement représenté en figure 3 et visible
en figure 2, les poches 34, 36, 38, 40 et 56 et les tubulures 40, 72, 74, 76,
78 de liaison de ces poches a la poche d'expansion cellulaire 54 sont
toutes situées au dessus de cette poche 54 lorsque cette derniere est
disposée horizontalement. Les poches 46, les moyens de prélévement 62
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et les tubulures 60, 66 de liaison de ces éléments a la poche d’expansion
cellulaire 54 sont tous situés au dessous de cette poche 54 lorsque cette
derniére est disposée horizontalement.

Les poches 36, 38 et 56 sont sensiblement situées dans un méme
plan horizontal qui est situé en dessous d’'un plan horizontal dans lequel
sont situées les poches 34 et 40.

Le kit de consommables peut étre installé dans l'automate de la
fagon suivante. Les portes 48, 50 de l'incubateur 12 sont ouvertes. Les
poches 34, 36, 38, 40, 46 sont accrochées sur le bati et la poche 56 est
accrochée sur le bras du dispositif d’agitation 16. La poche 54 est posée a
plat sur le dispositif d’agitation 16. La tubulure 70 est engagée dans les
vannes 94, 96 ainsi que dans la pompe 22, les tubulures 72 sont engagées
dans les vannes 98, 100, les tubulures 74 sont engagées dans les vannes
102, 104 et les tubulures 76 sont engagées dans les vannes 106, 108. Les
tubulures 66, 60, 70 et 78 sont engagées respectivement dans les vannes
86, 88, 90 et 92 portées par le dispositif 16, puis les tubulures 66, 60 et 70
sont engagées respectivement dans les gorges 82 du bloc 80. Les
tubulures sont connectées aux poches qui ne sont pas déja pré-
assemblées aux tubulures, puis les portes 48, 50 de I'incubateur 12 sont
refermeées.

On se référe désormais aux figures 7 a 13 qui représente un mode
de réalisation du dispositif d’agitation 16 selon l'invention.

Le dispositif d’agitation 16 comprend un plateau 110 de support de la
poche d’'expansion cellulaire 54 (non représentée aux figures 7 a 13), ce
plateau étant monté mobile en rotation autour d’'un premier axe horizontal A
pour le déplacement du plateau depuis une position sensiblement
horizontale représentée en figures 7 et 11 jusqu'a une position
sensiblement verticale représentée en figures 8 et 10 (le plateau 110
pouvant adopter n'importe quelle position entre ces positions extrémes,
telle qu'une position représentée en figure 9 dans laquelle il est incliné a
45° environ par rapport a un plan horizontal), et autour d’un second axe
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horizontal B autour duquel le plateau 110 est destiné a osciller (sur une
plage angulaire de +/- 8° environ) pour agiter et homogeénéiser le contenu
de la poche d’expansion cellulaire.

Le plateau 110 a une forme rectangulaire dont les dimensions sont
légeérement supérieures a celles de la poche d’expansion cellulaire 54 (de
40 cm environ de longueur et de 22 cm environ de largeur) qui est destinée
a étre posée a plat sur le plateau. Le plateau 110 comprend des rebords
périphériques 112 de retenue de la poche et est perforé pour que la face de
la poche 54 appuyée contre le plateau puisse étre directement exposée au
moins en partie aux conditions environnementales qui régnent dans
I'enceinte 14 de I'incubateur 12.

Le plateau 110 comprend a l'une de ses extrémités, correspondant a
'un des petits cotés du plateau, un crochet 114 de fixation de la poche
d’expansion cellulaire 54, ce crochet étant destiné a représenter le point le
plus haut du dispositif 16 lorsque le plateau est en position verticale (figure
8). Le plateau 110 comprend a son extrémité opposée au crochet 114 trois
orifices de montage des vannes 86, 88, 90 précitées.

Le dispositif 16 comprend une piéce 116 en U dont les extrémités
libres des deux branches latérales sont articulées sur des pivots 118 fixés
sur les bords latéraux de I'extrémité du plateau 110 portant les vannes 86,
88, 90. Ces pivots 118 sont alignés et définissent le premier axe A précité
de rotation du plateau 110.

Les branches de la piece 116 en U portent, sensiblement en leur
milieu, des pivots 120 qui sont articulés sur un chassis 122 du dispositif 16,
ces pivots 120 etant alignés et définissant le second axe B précité de
rotation du plateau 110.

Lorsque le plateau 110 est en position sensiblement horizontale
(figure 7), la piece 116 en U s’étend le long de trois cbtés du plateau, a
savoir les cbtés de plus grande longueur et le petit cété portant le crochet
114.

Le déplacement du plateau 110 autour de I'axe A est assuré par un
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vérin 124 qui est monté entre les branches de la piece 116 en U et dont le
cylindre est fixé a la partie médiane de cette pieéce 116 et la tige de piston
est fixée a I'extrémité du plateau portant les vannes 86, 88 et 90.

Comme cela est visible aux figures 10 et 11, la tige de piston du
vérin 124 est articulée sur un axe porté par une chape 121 fixée sur
I'extrémité du plateau 110 portant les vannes, cet axe étant sensiblement
horizontal. Le cylindre du veérin 124 est articulé sur un axe sensiblement
vertical porté par une premiére chape 123 qui est elle-méme articulée sur
un axe sensiblement horizontal porté par une deuxieme chape 125, cette
deuxiéme chape 125 étant fixée sur la partie médiane de la piece 116,
sensiblement en son milieu.

Lorsque la tige de piston du veérin 124 est en position sortie, le
plateau 110 est dans sa position sensiblement horizontale représentée aux
figures 7 et 11. Lorsque la tige de piston du verin 124 est en position
complétement rentrée, le plateau 110 est dans sa position sensiblement
verticale représentée aux figures 8 et 10. Dans le cas de la figure 9, la tige
de piston du vérin 124 est partiellement rentrée ou sortie.

Le déplacement du plateau autour de I'axe B est assuré par un
moteur électrique 126 dont l'arbre de sortie entraine par l'intermédiaire
d’'une courroie 127 une roue d’entrainement de I'un des pivots 120 portés
par la piece 116 en U (figure 10). Le moteur 126 est fixé au chassis 122 du
dispositif par des moyens appropriés.

Comme cela est représenté aux figures 12 et 13, le chassis 122 du
dispositif d’agitation 16 porte un systeme 129 de blocage de la rotation du
plateau 110 autour de l'axe B, ce systeme 129 comportant un doigt
rétractable 131 qui coopere avec un élément 133 porté par la piéce 116 en
U pour le blocage du plateau.

Le doigt 131 est déplagable depuis une position sortie représentee
en figure 12 jusqu’a une position rentrée représentée en figure 13, le
déplacement de ce doigt étant commandé par le systéme informatique 24.

L’élément 133 porté par la piéce 116 en U a une forme allongée et
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comprend une premiére extrémité solidaire de I'un des pivots 120 de la
piece et une seconde extrémité comportant une encoche dans laquelle est
destiné a étre engagé le doigt 131 pour bloquer la rotation du plateau 110
autour de I'axe B. Lorsque le doigt 131 est déployé (figure 12), les faces
latérales de I'encoche de I'élément 133 peuvent venir en butée sur le doigt
empéchant ainsi toute rotation du plateau autour de lI'axe B. Lorsque le
doigt est en position rentrée (figure 13), la piece 116 et le plateau 110
peuvent étre déplacés en rotation autour de I'axe B.

Le blocage de la rotation du plateau 110 autour de I'axe B peut étre
activé par le systéme informatique 24 lorsque le plateau est déplacé autour
de l'axe A jusqu’a une position inclinée ou verticale, en vue d'un
prélevement ou de la récupération des cellules de la poche d’expansion
cellulaire 54, pour éviter que le plateau ne se déplace autour de I'axe B du
fait de la force exercée d'un c6té du plateau par le poids de la poche
d’expansion cellulaire.

Le dispositif d’agitation 16 comprend également un bras vertical 128
de fixation de la vanne 92 précitée et d’accrochage de la poche 56 formant
piege a air. La vanne 92 est située sensiblement a mi-hauteur du bras 128
et 'extrémité supérieure du bras comprend un crochet 130 de fixation de la
poche 56 (figures 7 a 9).

Le dispositif 16 comprend en outre des capteurs 132 de position du
plateau 110 autour des axes A et/ou B, qui sont portés par le chassis 122.

La figure 14 est un organigramme représentant des étapes du
proceédé selon l'invention.

Une premiére étape 130 du procédé consiste a saisir et enregistrer
au moyen du systéme informatique 24 des parametres de culture propres
au protocole biologique. La saisie est réalisée par un opérateur, les
paramétres saisis étant par exemple [lidentification du patient,
I'identification du kit de consommables, le volume de la poche d’expansion
cellulaire 54, etc. Pour faciliter la saisie de ces paramétres, le systeme
informatique 24 peut étre eéquipé d'un lecteur de codes barres, le kit de



WO 2013/135817 PCT/EP2013/055244

10

15

20

25

30

24

consommables pouvant comprendre un code barres renseignant
directement le systeme informatique 24 avec le numeéro et la nature du kit
ainsi que le volume de chaque poche.

Le procédé comprend une seconde étape 132 d’installation du kit de
consommables dans l'automate 10, comme cela est décrit dans ce qui
précede. Cette installation peut étre guidée et supervisée par le systéme
informatique 24. L'installation peut se faire en plusieurs sous-étapes, le
systeme informatique 24 affichant des consignes d’installation a I'opérateur
en lui indiquant de valider ou d’invalider la réalisation d’une sous-étape et le
passage a la sous-étape suivante. Ces sous-étapes sont par exemple :

- le placement des différentes poches sur le bati 18 et dans I'enceinte 14 de
I'incubateur 12,

- le placement des tubulures 70 de la poche 34 du milieu de culture dans
les vannes 94, 96 (le systeme informatique 24 commande alors |'ouverture
des vannes 94, 96 qui sont ensuite fermées dés que l'opérateur a validé
cette sous-étape),

- le placement des tubulures 72, 74, 76 de la poche 36 de facteurs de
croissance et de la poche 40 formant piege a air dans les vannes 98, 102
et 106 (le systéme informatique 24 commande I'ouverture de ces vannes
qui sont ensuite fermées dés que I'opérateur a validé cette sous-étape),

- le placement des tubulures 72, 74, 76 de la poche 38 de cellules a cultiver
et de la poche 40 formant piége a air dans les vannes 100, 104 et 108 (le
systéme informatique 24 commande l'ouverture de ces vannes qui sont
ensuite fermées dés que 'opérateur a validé cette sous-étape),

- le placement de la tubulure 78 de la poche 56 formant piége a air dans la
vanne 92 (le systeme informatique 24 commande l'ouverture de cette
vanne qui est ensuite fermée dés que l'opérateur a validé cette sous-
étape), et

- le placement des tubulures 70, 60, 66, les unes apres les autres, dans les
vannes 90, 88 et 86 (le systéme informatique 24 commande 'ouverture de

chacune de ces vannes, les unes aprés les autres, qui sont ensuite
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fermées dés que I'opérateur a validé chaque sous-étape).

Le procédé selon l'invention comprend une troisieme étape 134 de
test appelée « autotest » lors de laquelle le systeme informatique 24
contréle le bon fonctionnement des vannes ainsi que des moyens de
basculement (vérin 124 et moteur 126) du plateau 110 du dispositif
d’agitation 16. Le fonctionnement de l'incubateur 12 peut étre implicitement
contrélé a linitiation du protocole biologique, ce dernier ne pouvant étre
initié que si la température et le taux de CO,, par exemple, dans I'enceinte
14 sont stabilisés aux valeurs de consigne d’incubation.

Le procédé selon l'invention comprend une autre étape 136 de
distribution des fluides, qui comprend plusieurs sous-étapes
schématiquement représentées aux figures 15 a 19.

La premiere sous-étape de I'étape 136 de distribution est
représentée en figure 15 et consiste a évacuer l'air contenu dans les
tubulures 70, 72, 74. Pour cela, les vannes 94, 96, 106 et 108 sont
ouvertes et la pompe 22 est actionnée par le systeme informatique 24 pour
gue du milieu de culture circule depuis la poche 34 dans les tubulures 70,
72,74 jusqu’a la poche 40 formant piege a air. Les tubulures 70, 72, 74 se
remplissent alors de milieu de culture et la poche 40 se remplit au moins
partiellement de milieu de culture. La pompe 22 est réglée a un deébit
prédéterminé et fonctionne pendant une durée prédéterminée, a la fin de
laquelle la pompe est arrétée et les vannes 94, 96, 106 et 108 sont
fermées.

La seconde sous-étape de [I'étape 136 de distribution est
représentée en figure 16 et consiste a évacuer l'air contenu dans les
tubulures 70 et 78. Pour cela, les vannes 94, 96 et 92 sont ouvertes et la
pompe 22 est actionnée par le systéme informatique 24 pour que du milieu
de culture circule depuis la poche 34 dans les tubulures 70, 78 jusqu’a la
poche 56 formant piége a air. La tubulure 78 se remplit alors de milieu de
culture et la poche 56 se remplit au moins partiellement de milieu de
culture. La pompe 22 est réglée a un débit prédéterminé et fonctionne
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pendant une durée prédéterminée, a la fin de laquelle la pompe est arrétée
et les vannes 94, 96 et 92 sont fermeées.

La troisieme sous-étape de I'étape 136 de distribution est
représentée en figure 17 et consiste a alimenter la poche d'expansion
cellulaire 54 en milieu de culture. Les vannes 94, 96 et 90 sont ouvertes et
la pompe 22 est actionnée par le systéme informatique 24 pour que du
milieu de culture circule depuis la poche 34 jusqu’a la poche 54. La poche
54 se remplit alors de milieu de culture. La pompe 22 est réglée a un deébit
prédéterminé et fonctionne pendant une durée prédéterminé selon les
paramétres du protocole biologique spécifiant le volume de milieu de
culture a distribuer a la poche 54 ainsi que son débit d'alimentation. La
pompe 22 est ensuite arrétée et les vannes 94, 96, 90 sont fermées.

La quatriétme sous-étape de I'étape 136 de distribution est
représentée en figure 18 et consiste a alimenter la poche d'expansion
cellulaire 54 en facteurs de croissance puis a rincer la poche 36 de facteurs
de croissance avec du milieu de culture et a évacuer le contenu de cette
poche 36 vers la poche d’expansion cellulaire 54. Dans un premier temps,
les vannes 104 et 90 sont ouvertes, de fagon a de que le milieu contenant
les facteurs de croissance s’écoule par gravité depuis la poche 36 jusqu’a
la poche 54 en circulant dans les tubulures 74 et 70 (fleches 138). La
poche 54 se remplit en facteurs de croissance. Les vannes 104 et 90 sont
ouvertes pendant une durée prédéterminée en fonction du volume de
milieu contenant les facteurs de croissance a distribuer a la poche 54. A
I'issue de cette durée, les vannes 104 et 90 sont fermées. Les vannes 94 et
100 sont ensuite ouvertes et la pompe 22 est actionnée (selon un deébit et
une durée prédéterminés) pour alimenter la poche 36 en milieu de culture
en vue de son ringage. Les vannes 94 et 100 sont fermées et les vannes
104 et 90 sont a nouveau ouvertes pour que le produit de ringage contenu
dans la poche 36 s’écoule par gravité jusqu’a la poche d’expansion
cellulaire 54. Les vannes 104 et 90 sont ouvertes pendant une durée
prédéterminée en fonction du volume de ce produit de ringage a distribuer
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a la poche 54. A l'issue de cette durée,les vannes 104 et 90 sont
refermées. Ces phases de ringage de la poche 36 et d'évacuation du
produit de ringage vers la poche d’expansion cellulaire 54 peuvent étre
répétées une ou plusieurs fois selon les paramétres du protocole
biologique, afin par exemple que l'intégralité des facteurs de croissance
contenus a l'origine dans la poche 36 se retrouvent dans la poche 54.

La cinquiéme sous-étape de I|'étape 136 de distribution est
représentée en figure 19 et consiste a alimenter la poche d'expansion
cellulaire 54 en cellules a cultiver puis a rincer la poche 38 contenant ces
cellules avec du milieu de culture et a évacuer le contenu de cette poche
38 vers la poche d’expansion cellulaire 54, d'une facon similaire a celle
réalisée lors de la quatrieme sous-étape. Dans un premier temps, les
vannes 102 et 90 sont ouvertes, de fagcon a ce que le milieu contenant les
cellules a cultiver s’écoule par gravité depuis la poche 38 jusqu’a la poche
54 en circulant dans les tubulures 74 et 70 (fleches 140). La poche 54 se
remplit en cellules a cultiver. Les vannes 102 et 90 sont ensuite fermées et
les vannes 94 et 98 sont ouvertes et la pompe 22 est actionnée (selon un
débit et une durée prédéterminés) pour alimenter la poche 38 en milieu de
culture en vue de son ringage. Les vannes 94 et 98 sont fermées et les
vannes 102 et 90 sont a nouveau ouvertes pour que le produit de rincage
contenu dans la poche 38 s’écoule par gravité jusqu’a la poche d’expansion
cellulaire 54. Les vannes 102 et 90 sont ensuite fermées. Ces phases de
ringage de la poche 38 et d’évacuation du produit de ringage vers la poche
d’expansion cellulaire 54 peuvent étre répétées une ou plusieurs fois selon
les paramétres du protocole biologique, afin par exemple que toutes les
cellules a cultiver contenues a l'origine dans la poche 36 se retrouvent dans
la poche 54.

L'étape de distribution 136 du procédé peut étre suivie d’une étape
d’homogéncéisation du contenu de la poche d’expansion cellulaire 54, qui
est schématiquement représentée en figure 20. Lors de cette étape, le
systeme informatique 24 commande le dispositif d’agitation 16 de fagon a
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ce que le plateau 110 oscille autour de I'axe B, comme expliqué dans ce
qui précede (fleches 142). L’amplitude, la fréquence, la duréee et les
périodes (agitation repos, agitation, etc.) de ces oscillations sont
déterminées en fonction des parametres du protocole biologique.

Le procédé selon [linvention comprend ensuite une étape
d’incubation 144 qui peut durer plusieurs jours et par exemple une dizaine
de jours. Périodiquement, selon les paramétres du protocole, le contenu de
la poche d’expansion cellulaire 54 peut étre homogénéise, en déplagant en
rotation le plateau autour de I'axe B comme expliqué ci-dessus. Cette
homogénéisation (périodes, fréquence, amplitude) est déterminée par les
parametres du protocole de fagcon indépendante de [I'étape
d’homogéncéisation suivant I'étape de distribution 136.

Pendant I'étape d’incubation 144, I'opérateur peut effectuer un ou
plusieurs prélévements 146 dans la poche d’expansion cellulaire 54
(figures 14 et 22). Certains de ces prélévements peuvent étre imposés par
le systéme informatique. Ces prélévements obligatoires sont par exemple
au nombre de trois et peuvent étre effectués juste aprés I'étape de
distribution, trois jours aprés le début de I'étape d’incubation 144, et sept
jours apres le début de cette étape 144. D’autres prélévements peuvent
étre réalisés a la volonté de l'opérateur, le systéme informatique pouvant
inviter I'opérateur a réaliser ces prélevements facultatifs.

Lorsque l'opérateur confirme au systéme informatique 24 qu'il est
prét a effectuer un prélévement, le systéme informatique actionne le vérin
124 pour que le plateau 110 du dispositif d’agitation 16 soit déplacé en
rotation autour de I'axe A jusqu’a une position inclinée, par exemple de 45°
environ, par rapport a un plan horizontal, comme cela est schématiquement
représenté en figure 9 et 22. Le systéme informatique 24 peut alors
détecter la bonne position du plateau 110 via les capteurs du dispositif 16.

Le systéme informatique 24 commande |'ouverture de la vanne 88
de fagon a ce qu’une partie du contenu de la poche d’expansion cellulaire
54 s’écoule par gravité depuis la poche 54 dans la tubulure 60 jusqu’aux
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moyens de prélevement 62 situés a l'extérieur de l'enceinte 14 de
I'incubateur 12. L'opérateur peut effecteur le prélevement d’'un échantillon
de la poche d’expansion cellulaire 54 par I'intermédiaire d’'une seringue 148
équipée de moyens de connexion du type « Luer lock » qui sont engages
dans les moyens de préléevement 62. Aprés le prélévement, la vanne 88 est
fermée et le plateau 110 du dispositif d’agitation 16 est ramené dans une
position sensiblement horizontale.

L’'opérateur peut alors procéder a des analyses de I'échantillon
préleve, les résultats 148 de ces analyses pouvant étre saisis et enregistrés
dans le systéme informatique 24 par I'opérateur.

Pendant I'étape d’incubation 144, 'opérateur peut également retirer
une partie du kit de consommables (premiere phase de retrait 150 des
consommables — figures 14 et 21). Les élements du kit de consommables
qui peuvent étre retirés sont toutes les poches (34, 36, 38, 40) et tubulures
(72, 74, 76) reliees a la tubulure 70. Pour cela, I'opérateur doit couper la
tubulure 70 en amont de sa traversée du bloc 80 précité et doit en méme
temps souder ou pincer I'extrémité libre coupée de la tubulure 70 restant
dans I'enceinte 14 de l'incubateur 12, pour éviter toute contamination de la
poche d’expansion cellulaire. Cette opération peut étre réalisée par
'opérateur au moyen d'une pince coupante appropriée reéalisant la
fermeture étanche de l'extrémité de la tubulure lors de sa coupe. Les
vannes 94 a 108 sont alors ouvertes pour autoriser le retrait par 'opérateur
des tubulures 70, 72, 74, 76 de ces vannes ainsi que de la pompe 22
(figure 21). Une fois que I'opérateur a confirmé le retrait de ces €léments au
systeme informatique 24, ce dernier commande la fermeture des vannes 94
a 108.

Le procédé selon linvention comprend en outre une étape de
récupération 152 des cellules aprées culture (figures 14, 23 et 24). A l'issue
de l'étape d’incubation 144 et sur demande de l'opérateur, le systéeme
informatique 24 bloque la rotation du plateau 110 autour de I'axe B et
actionne le vérin 124 pour que le plateau 110 du dispositif d’agitation 16 se
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déplace autour de l'axe A jusqu’a une position sensiblement verticale
représentée aux figures 8, 23 et 24. Le systéme informatique 24 peut alors
détecter la bonne position du plateau 110 via les capteurs du dispositif 16.

Le systeme informatique 24 commande ensuite I'ouverture de la
vanne 86 de facon a ce que le contenu de la poche d'expansion cellulaire
54 s’écoule par gravité depuis la poche 54 dans les deux poches de
récupération 46 en circulant dans la tubulure 66 (figure 23).

Les plagues 42 portées par le bati 18 et sur lesquelles sont
accrochées les poches de récupération 46 peuvent étre déplacées depuis
leur position verticale représentée aux figures 2 et 23 a leur position
horizontale représentée schématiquement en figure 24, soit manuellement
par l'opérateur soit par lintermédiaire de moyens de déplacement
commandeés par le systéme informatique 24. Le basculement des plaques
46 permet aux poches 46 d'étre entiérement situées en dessous de la
poche 54 et d’au moins une partie de la tubulure 66 de fagon a ce que le
contenu de la poche d’expansion cellulaire 54 soit si possible intégralement
transféré dans les poches de récupération 46. Lorsque l'opérateur a
confirmé au systéme informatique 24 que le prélévement est terminé, ce
systeme commande la fermeture de la vanne 86 et le déploiement du veérin
de facon a ce que le plateau 110 revienne en position sensiblement
horizontale.

Les poches 46 sont alors retiréees de I'automate 10 en vue d'un
traitement éventuel des cellules et de la réinjection de ces cellules dans le
corps d’'un patient pour une thérapie cellulaire par exemple. Pour cela, la
tubulure 66 peut étre coupée et soudée par la pince précitée ou les poches
46 sont déconnectées de la tubulure 66.

La derniére étape du procédé consiste en une seconde phase de
retrait 154 des consommables de I'automate 10, les poches 54, 56 et les
tubulures restantes 66, 60, 70 et 78 étant retirées. Pour cela, le systeme
informatique 24 commande I'ouverture des vannes 86, 88, 90 et 92 pour
autoriser le retrait par I'opérateur des tubulures 66, 60, 70 et 78. Une fois
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que l'opérateur a confirmé le retrait de ces éléments au systeme
informatique 24, ce dernier commande la fermeture des vannes 86, 88, 90
et 92.

Lorsque le protocole biologique est terming, le systéme informatique
peut éditer un rapport de culture, ce rapport pouvant comprendre les
informations suivantes pour assurer une bonne tragabilité du protocole :
des informations propres au constructeur (le numéro d’identification de
'automate, la version du logiciel de fonctionnement du systéme
informatique, la version du logiciel de supervision du protocole biologique),
I'ensemble des parametres du protocole dés lors que lI'un au moins de ces
parametres n'est pas a sa valeur par défaut, I'ensemble des paramétres de
culture, les actions effectuées par I'opérateur (comprenant la date de
chaque action au format aaaammijjThhmiss, I'auteur de cette action via un
identifiant de connexion, la nature de I'action via une codification a définir a
defaut d'un libellé équivoque), des événements « systéme » (comprenant la
date de I'événement au format aaaammjjThhmiss, la nature de I'événement
(alarme, alerte utilisateur, detection de défaillance, etc.) via une codification
a définir a défaut d'un libellé équivoque), des résultats d'analyse de
prélevements (comprenant la date de chaque prélevement, l'auteur du
prélevement, les résultats d’analyse du prélevement, etc.), et des
informations du greffon (issues de l'analyse des cellules récupérées aprés
culture). Ce rapport de culture peut étre accessible par le poste

informatique du réseau précité.
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REVENDICATIONS

1. Automate (10) de culture cellulaire, comprenant des réservoirs (34,
36, 38) de milieu de culture, de facteurs de croissance et de cellules a
cultiver, un incubateur (12) a enceinte (14) thermostatée dans laquelle est
logé un récipient (54) de culture des cellules ou d’expansion cellulaire, et
un systéme informatique (24) de commande incluant des moyens de saisie
et d’'enregistrement de données et destiné a réguler les conditions de
culture dans I'enceinte et a piloter des vannes (20) de distribution de fluides
selon une séquence prédéfinie, caractérisé en ce qu’il comprend un
dispositif (16) de support et d’'agitation du récipient de culture ou
d’expansion cellulaire qui est commandé par le systéme informatique et qui
est logé dans I'enceinte, et en ce que le récipient est formé par une poche
(54) comportant au moins un orifice d'entrée (68) relié aux réservoirs
précités et un orifice de sortie (64) relié a des moyens (46) de récupération
et de stockage des cellules aprés culture, ces moyens de stockage et les
réservoirs étant situés a I'extérieur de I'enceinte et étant reliés aux orifices
de la poche d’expansion cellulaire par des conduits (66, 70, 72, 74) qui
forment avec la poche d’expansion cellulaire un module pré-assemblé posé
dans I'enceinte et qui traversent un élément de paroi de I'enceinte, de fagon
a permettre d’alimenter la poche d’expansion cellulaire en milieu de culture,
en facteurs de croissance et en cellules a cultiver, et de récupérer le
contenu de la poche d’expansion cellulaire dans les moyens de stockage,
en maintenant I'enceinte fermeée.

2. Automate selon la revendication 1, caractérisé en ce que la poche
d’expansion cellulaire (54) comprend en outre un orifice de prélevement
(58) qui est relieé par un conduit (60) a des moyens de prélévement (62)
situés a I'extérieur de I'enceinte (14), ce conduit traversant la partie précitée
de l'incubateur et faisant partie du module pré-assemblé.

3. Automate selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que

I'incubateur (12) comprend une armoire comportant une ouverture et
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équipée d’'une porte (50) de fermeture étanche de cette ouverture, des
moyens (80) de passage des conduits (60, 66, 70) précités étant montés
sur le bord périphérique de cette ouverture et comportant des gorges (82)
sensiblement paralleles d’engagement des conduits, ces gorges étant
destinées a étre recouvertes par la porte lorsqu’elle est en position fermée.

4. Automate selon I'une des revendications précédentes, caractérisé
en ce que les réservoirs de facteurs de croissance et de cellules a cultiver
sont formés par des poches (36, 38) qui sont situées plus haut que l'orifice
d’entrée (68) de la poche d’expansion cellulaire (54) de fagon a ce que le
contenu de chacune des poches de facteurs de croissance et de cellules a
cultiver puisse s’écouler par gravité jusqu’a la poche d’expansion cellulaire.

5. Automate selon I'une des revendications précédentes, caractérisé
en ce que les moyens de stockage comprennent une ou deux poches (46)
qui sont au moins en partie situées plus bas que l'orifice de sortie (64) de la
poche d’expansion cellulaire (54) de facon a ce que, aprés culture, le
contenu de la poche d'expansion cellulaire puisse s’'écouler par gravité
jusqu’a la ou les poches des moyens de stockage.

6. Automate selon I'une des revendications précédentes, caractérisé
en ce que la poche d'expansion cellulaire (54) comprend des parois
souples étanches aux liquides et permeéables aux gaz, en particulier au
CO2, et ayant de préféerence des propriétés limitant au maximum
I'adhérence des cellules a cultiver avec les parois de la poche.

7. Automate selon 'une des revendications précédentes, caractérisé
en ce qu’il comprend une pompe péristaltique (22) de commande de
I'alimentation en milieu de culture de la poche d’expansion cellulaire (54) et
des réservoirs (36, 38) de facteurs de croissance et de cellules a cultiver,
en vue du ringage de ces réservoirs.

8. Automate selon 'une des revendications précédentes, caractérisé
en ce qu'il comprend deux poches (40, 56) formant piege a air, dont I'une
est reliée aux réservoirs (36, 38) de facteurs de croissance et de cellules a
cultiver, et dont l'autre est reliée a la poche d’expansion cellulaire (54), et
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qui sont destinées a collecter et stocker I'air contenu dans les conduits (70,
72, 74), la poche d’expansion cellulaire (54) et/ou les réservoirs (36, 38).

9. Automate selon 'une des revendications précédentes, caractérisé
en ce que les conduits sont formés par des tubulures souples (60, 66, 70,
72,74, 76, 78), dont au moins certaines traversent des vannes (86, 88, 90,
92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108) qui sont destinées, en position de
fermeture, a pincer ces tubulures.

10. Automate selon I'une des revendications précédentes, caractérise
en ce que le dispositif (16) de support et d’agitation comprend un plateau
(110) de support de la poche d'expansion cellulaire (54), qui est monté
rotatif autour d’'un premier axe horizontal (A) et qui est déplagable autour de
cet axe entre une position sensiblement horizontale de culture des cellules
et une position sensiblement verticale de récupération des cellules aprées
culture.

11. Automate selon la revendication 10, caractérisé en ce que le
plateau (110) est monté rotatif autour d’un second axe horizontal (B) autour
duquel le plateau est destiné a osciller pour I'agitation et ’homogénéisation
du contenu de la poche d’expansion cellulaire.

12. Automate selon la revendication 10 ou 11, caractérisé en ce que le
plateau (110) porte des vannes (86, 88, 90) de commande de I'alimentation
de la poche d’expansion cellulaire (54), de récupération du contenu de
cette poche, et de préleévement d’échantillons de cette poche.

13. Automate selon 'une des revendications 10 a 12, caractérisé en ce
que le dispositif (16) de support et d’agitation comprend un bras vertical
(128) comportant a son extrémité supérieure des moyens (130)
d’accrochage d'une poche (56) formant piege a air reliee a la poche
d’expansion cellulaire (54).

14. Automate selon I'une des revendications précédentes, caractérisé
en ce que les moyens de stockage (46) sont montés rotatifs autour d’'un
axe horizontal et sont déplacables autour de cet axe entre une position

sensiblement verticale et une position sensiblement horizontale dans



WO 2013/135817 PCT/EP2013/055244

10

15

20

25

30

35

laguelle ces moyens sont entierement situés en dessous de la poche
d’expansion cellulaire.

15. Kit de culture cellulaire stérile et a usage unique pour un automate
(10) de culture cellulaire, caractérisé en ce qu’il comprend au moins une
poche (54) de culture et des tubulures souples (60, 66, 70, 72, 74) de
liaison de la poche a d’autres poches ou réservoirs, les tubulures et la
poche d’expansion cellulaire étant pré-assemblées et la poche d’expansion
cellulaire comprenant un orifice d’entrée (68), un orifice de sortie (64) et
eventuellement un orifice de prélévement (58).

16. Kit selon la revendication 15, caractérisé en ce que lorifice
d'entrée (68) de la poche d'expansion cellulaire (54) est relié par des
tubulures (70, 72, 74) a des orifices d’entrée et de sortie d’'une poche (36)
de facteurs de croissance, et a des orifices d’'entrée et de sortie d’'une
poche (38) de cellules a cultiver.

17. Kit selon la revendication 16, caractérisé en ce qu’il comprend en
outre deux poches (40, 56) formant piége a air dont I'une est reliée aux
orifices de sortie des poches (36, 38) de facteurs de croissance et de
cellules a cultiver, et dont l'autre est reliée a l'orifice d’entrée (68) de la
poche d’expansion cellulaire (54).

18. Kit selon I'une des revendications 15 a 17, caractérisé en ce qu’il
comprend une ou deux poches (46) de récupération des cellules apres
culture, qui sont reliées par des tubulures (66) a I'orifice de sortie (64) de la
poche d’expansion cellulaire (54).

19. Dispositif (16) de support et d’'agitation pour un automate (10) de
culture cellulaire, caractérisé en ce qu’il comprend un plateau (110) de
support d’'une poche d’expansion cellulaire (54), ce plateau portant trois
vannes (86, 88, 90) et etant monté en rotation autour d’'un premier axe
horizontal (A) pour le basculement du plateau depuis une position
sensiblement horizontale jusqu’a une position sensiblement verticale, et un
second axe horizontal (B) autour duquel le plateau est destiné a osciller
pour I'agitation et I'homogénéisation du contenu de la poche d’expansion
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cellulaire, le dispositif comprenant également des moyens (124, 126)
commandés de basculement du plateau autour des axes horizontaux
précités.

20. Dispositif selon la revendication 19, caractérisé en ce qu'il
comprend un bras vertical (128) comportant a son extrémité supérieure des
moyens (130) d’accrochage d’une poche (56) formant piége a air.

21. Procede automatisé de culture cellulaire au moyen d'un automate
(10) selon I'une des revendications 1 a 14, caractérisé en ce qu’il comprend
les étapes consistant a :

a) alimenter la poche d’expansion cellulaire (54) en milieu de culture,
en facteurs de croissance puis en cellules a cultiver, en maintenant
I'enceinte (14) de l'incubateur (12) fermee ;

b) agiter la poche d'expansion cellulaire en vue de 'homogeénéisation
de son contenu ;

c) maintenir la poche d’expansion cellulaire dans des conditions
d’incubation pendant une durée de plusieurs jours ; et

d) récupérer le contenu de la poche d'expansion cellulaire dans les
moyens de stockage (46), en maintenant I'enceinte fermeée.

22. Procédé selon la revendication 21, caractérisé en ce qu'il

comprend :

- avant I'étape a), une étape d’installation du module pré-assemblé en
montant la poche d’expansion cellulaire (54) sur le dispositif
d’agitation (16), en montant les conduits (60, 66, 70, 72, 74) dans les
moyens de passage (80) de l'incubateur (12) et dans les vannes
(20), et en connectant ces conduits aux réservoirs ou poches (34,
36, 38), et/ou

- avant I'étape a), une étape d’évacuation de l'air contenu dans les
conduits (70, 72, 74) par passage de milieu de culture depuis le
réservoir (34) de milieu de culture jusqu’a la ou les poches (40, 56)
formant piége a air ; et/ou
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- apres I'alimentation de la poche d’expansion cellulaire en facteurs de
croissance a I'étape a), une étape de ringage du réservoir (36) de
facteurs de croissance en faisant passer du milieu de culture dans
ce réservoir puis en évacuant son contenu jusqu'a la poche
d’expansion cellulaire (54) ; et/ou

- apres l'alimentation de la poche d’expansion cellulaire en cellules a
cultiver a I'étape a), une étape de rincage du réservoir (38) de
cellules a cultiver en faisant passer du milieu de culture dans ce
réservoir puis en évacuant son contenu jusqu'a la poche
d’expansion cellulaire (54) ; et/ou

- pendant I'étape c¢), une ou plusieurs étapes de prélévement
d’échantillon du contenu de la poche d’expansion cellulaire (54), qui
sont chacune précédées d'une étape de basculement du plateau de
support (110) d'une position horizontale de culture jusqu’a une
position inclinée dans laquelle l'orifice de prélévement (58) de la
poche représente le point le plus bas de la poche ; et/ou

- avant I'étape c), une étape de retrait des réservoirs (34, 36, 38) de
milieu de culture, de facteurs de croissance et de cellules a cultiver,
en coupant et en soudant ou pingant le conduit ou la tubulure (70) de
liaison de ces réservoirs a l'orifice d’entrée (68) de la poche
d’expansion cellulaire (54) ; et/ou

- avant ou pendant I'étape d), a basculer le plateau (110) dans une
position sensiblement verticale de fagcon a ce que l'orifice de sortie
(64) de la poche d’expansion cellulaire (54) représente le point le
plus bas de la poche.

23. Utilisation d’un automate selon l'une des revendications 1 a 14,
d’'un kit selon I'une des revendications 15 a 18, ou d'un dispositif selon la
revendication 19 ou 20, pour la culture de cellules souches du type CD34+
ou de cellules mononuclées du sang, telles que par exemple des

lymphocytes.
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24. Utilisation selon la revendication 23, caractérisée en ce que les
cellules souches proviennent d’'une ou plusieurs sources comme plus
particulierement, le sang de cordon ombilical, la moelle osseuse et le sang
total.



