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Résumeé

L'objectif premier de ce mémoire est de développer de maniére systématique un

modéle dynamique général pour un systéme de croissance de cellules d'insecte.

Un survol du systéme de croissance des cellules Spodoplera frugiperda (Si-9) est
proposé afin de comprendre les enjeux de la modélisation de celui-ci. Suivent ensuite
les résultats expérimentaux avec leur analyse et interprétation en vue de valider les
théories sur la croissance des cellules d’'insecte. Le metabolisme de ces cellules est
comparé avec celui des cellules Trichoplusia ni (High-Five™). De ce chapitre, deux
observations se dégagent: d'une part, ia croissance des cellules d’insecte est limitée
par deux facteurs principaux, soient 'oxygene dissous et la concentration en glucose
dans le milieu, et, d’autre part, la croissance des cellules d’insecte ne semble pas étre

inhibée par la production de métabolites secondaires.

Forts de ces constatations, deux schémas réactionnels sont alors esquissés,
regroupant les principaux enjeux de ia cuiture des Sf9. Les coefficients pseudo-
steechiométriques des réactions biochimiques sont subséguemment identifiés en
utilisant la procédure de Bogaeris (2001). Ces coefficients sont facilement identifiables
dans le cas d’'un systéme simulé sans bruit sur les mesures. Par contre, l'introduction
de bruit blanc rend difficile 'identification pratique de ces demiers. Nous présentons
aussi les coefficients identifies a partir de données expérimentales. Et ce, pour les

deux différents schémas réactionnels.
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Le vecteur d'état expérimental n'est pas complétement observable. Seul Pétat
transformé (n) lest. La procédure de Bogaerts semble parfaitement fonctionner
(identification et observabilité du vecteur d'état) avec des données non bruitées.
Toutefois, lintroduction du bruit ou l'utilisation de données expérimentales fragilise

fobservabilite de ce systeme.

Ce mémoire présente également une partie exploratoire sur la possibilité de controler
ce procédé par sondages. Des résultats ont été obtenus suite & des essais pratiques
testant la réponse du systéme a des impuisions de cocktail nutritif. Ceux-ci ne
semblent pas indiquer de corrélation directe entre la respiration cellulaire et la

consommation de glucose.
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Abstract

As the main purpose of this thesis, a2 general dynamic model was systematically
applied to an insect cells culture.

An analysis of the Spodoptera frugiperda (Sf9) growth system led to the
comprehension of the main factors necessary for the modelization. Afterwards,
experimental results are analysed in order to validate insect cells growth theories.
Their metabolism is compared to the one of Trichoplusia ni (High-Five™) cells. Two
major conclusions are derived from the experimentations : the growth rate is limitated
by glucose concentration and dissolved oxygen and secondly, the growth rate is not
inhibited by secondary metabolic production.

Based on these observations, two reactional pathways were defined using Bogaerts
(2001) methodology to identify pseudo-stoichiometric coefficients. Data without noise
provides easy identification of those coefficients. In fact, the procedure is fragilized by
the introduction of noised data. From experimental data, coefficients are identified and
presented for both reactionnal pathways. The transformed state is observable,
experimental state variable remains unobservable. Bogaerts procedure proves to be
reliable without noise, but the use of noised or experimental data seems to weaken
system observability.

Using probing control theory is discussed as a pertinent possibility for future work.
Indeed, results were experimentally obtained with feeding pulse session in bioreactor.
Those resulis don’t seems to show a direct relation between the cell respiration and the

glucose consumption.
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Chapitre 1 Introduction

1.1 Rappel historique

La biotechnologie prend un trés grand essor dans les années 1940 grace a la
production industrielle de la pénicilline. La bioproduction se diversifie et permet la
fabrication d’acides organiques, dalcools, d'acides aminés, de précurseurs
d’antibiotigues, de métabolites primaires et de plusieurs autres composés simples. La
synthése de matériel biologique complexe, comme les protéines recombinantes avec
une activité biologique, commence dans les années 1970 grace a lintroduction de la
biclogie moléculaire. La culture de cellules procaryotes, E. cofi en téte, se deéveloppe,
suivront ensuite les organismes unicellulaires eucaryotes, telles les levures (i.e.
Saccharomyces cerevisiae, levure a pain). D'autres souches de cellules, telles les
cellules de mammiféres seront ensuite utilisées, telies les CHO (« chinese hamster
ovary »), les BHK (« baby hamster kidney »} et fes HEK 293 {« human embryonic

kidney ») (revu par Doverskog, 2000).

Les cellules d'insectes ont un comportement similaire & celui des cellules mammiféres,
mais leur histoire est un peu différente. La synthése de biopesticides constitue le
premier intérét de la cuiture des cellules d'insectes. II s’agit alors de production de
baculovirus de type sauvage, sans aucune modification génétique. Ce n’est que vers
les années 1980 que le BEVS (« haculovirus expression vector system ») intéresse le
monde de la recherche. I existe aujourd’hui piusieurs applications pour le BEVS,
citons par exemple : la production de réactifs de diagnostique et de vaccins, de méme

gue les fraitements pharmaceutiques. Le baculovirus permet d’exprimer des
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polypeptides tels que des récepteurs fonctionnels pour les cellules mammiféres, des
protéines, des antigénes viraux, des enzymes, des anticorps et des hormones (revu

par Doverskog 2000).

La cellule dinsectes la plus couramment utilisé en biotechnologie est Spodoptera
frugiperda (Sf-9), cellule ovarienne d’'un ver de légions d’automne (« fall armyworm »).
Le suffixe 9 a été retenu lors du premier clonage. La souche Sf-9 a été développée par
G.E. Smith & C.L. Cherry en 1983 (lignée mére IPLB-SF 21 AE, dérivée des tissus

ovariens « pupal » de Vaughn & al en 1977).

Figure 1.1 : Papillon des légions d’automne

1.2 Problématique générale de la mise en culture des cellules
animales

La conformation des protéines produites par les ceilules animales, comparativement a
celle des cellules procaryotes, constitue le principal avantage de leur mise en culture.
Ces protéines possédent une activité biologique : aucun traitement ultérieur ne serg
nécessaire pour changer leur conformation afin de retrouver leur activité biologique.
De plus, les protéines produites peuvent éire de failles plus importantes et de formation
plus complexe lorsqu’elles sont produites par des cellules animales. Par contre, la

culture de cellules animales est de loin plus complexe que celle des bactéries.
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La culture de cellules d'insecte tout comme celle des autres cellules animales dépend
de plusieurs facteurs. On ne connait pas encore complétement ce systéme. Plusieurs
parameétres ont un effet sur les cellules, mais les liens entre ces facteurs et leur
optimisation ne sont pas entiérement déterminés. Dans le schéma qui suit, on réalise

trés bien la dépendance des cellules a leur environnement (Doverskog 2000).

Milieu de culture Cellules et produits cellulaires
= Nutriments = Densité cellulaire
= Jons et co-facteurs = Facteurs autocrines
= Hormones P = - Métabolites
= Facteurs de croissance = Interactions cellule-cellule
*  Enzymes ®  Taux de consommation des
®  Osmolalité nutriments

Environnement
optimal pour la
culture de cellules

Paramétres du bioréacteur
pH
PO,
Température
Pression
Taux de recirculation (perfusion)
Taux de perfusion (perfusion)
Taux d’alimentation (cuve alimentée)

Figure 1.2 : Schéma des facteurs affectant la culture de cellules animales
(Doverskog2000)

1.3 Présentation du projet de recherche et de ses objectifs

Ce projet s’inscrit dans une démarche scientifique qui a été développée a I'institut de
recherche en bictechnologie (division du CNRC). Afin de permetire la culture de
cellules d'insecte Sf-9 a haute densité cellulaire, la culture en cuvée semie alimeniée a

été introduite dans le projet. Cetle culture est possible grace au développement fait a
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FIRB d'un cocktail nutritif riche en glucose, acides aminés et surnageant d'exirait de
levure (« yeastolate »). Une nouvelle stratégie d’alimentation en oxygéne dissous a été
instaliée afin de permetire un meilleur transfert d’'oxygéne (augmentation du k.a et de
C’). Ce projet s'insére a ce stade de développement du procédé. Dans l'optique
d'automatiser la culture de cellules d'insectes, les objectifs de ce projet sont de
modéliser la phase de croissance des cellules Sf9, de la contrbler par Falimentation
d'un cocktail de nutriments approprié afin d’en maximiser la densité cellulaire a

Pinfection.
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Chapitre 2 Revue de la littérature

2.1 Baculovirus et cellules d’'insecte Sf-9
2.1.1 Le baculovirus

Le systéme de cellules d'insectes infecté par un Dbaculovirus est base sur la
construction d’'un baculovirus recombinant dans lequel le géne de la polyhédrine est
remplacé par une séquence d’ADN qui code pour une protéine spécifique d’intérét. Le
virus s’intégre ensuite dvans une celiule. Le baculovirus utilise alors la machinerie de
synthése des protéines de la cellule pour exprimer ses génes, les répliquer, et produire
la protéine d'intérét. Le géne de la polyhédrine possede un promoteur extrémement
puissant qui n‘est activé qu'a la fin du cycle d’infection. La polyhédrine n'est pas
essentiel a la réplication du baculovirus. En placant le géne d'intérét sous le contrble
du promoteur de la polyhédrine, les protéines cibiées peuvent étre produites en
quantité. Le rendement maximal théorique est de 1000 mg/L, ce qui correspond 3 la
polyhédrine normalement produite suite a linfection du baculovirus non modifié.
Cependant, le degré d'expression de la protéine dépend fortement des propriétés du
géne a coder, des parametres de la culture, et du degré d’infection (Caron & al., 1990).
La figure 2.1 schématise les principales étapes de linfection virale d’'une cellule par un

baculovirus.
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Figure 2.1 : Réplication du baculovirus dans une cellule d’insecte {Goojjer & al, 1989)

Les principaux avantages des systémes implicant le baculovirus sur d’autres systemes
sont nombreux pour la production protéique. Comparé aux systémes de cellules de
mammifére, le systéme Sf-9/baculovirus offre une plus grande productivité et une plus
grande facilité lors des manipulations génétiques (Kioukia & al., 1995). Le degré
d’expression de protéines est plus élevé chez les cellules d'insectes (Wickham & al.,
1991). Elles possédent également la capacité deffectuer la glycolysation et la
phosphorylation ainsi que des modifications post-transiationnelles que les systemes

bactériens ne peuvent effectuer.

2.1.2 La croissance cellulaire

La principale réaction biochimique responsable de la croissance cellulaire peut étre

simplifiée et ramenée selon Kamen, 1992 :

Glucose+Glutamine —» X+Alanine+CO, +Acide lactique+Ammoniac
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2.1.3 La consommation de carbone

Bédard & al. (1994) démontrent que les celiules 5{-9 consomment du glucose, du
fructose et du maltose, mais pas du sucrose. H apparalt cépendant que le glucose
constitue la clé du métabolisme de ces cellules. Son taux de consommation dépasse
ceux des autres hydrates de carbone. L'utilisation des substrats, calculée en termes de
carbone, montre une utilisation plus rapide du glucose que de n'imporie quel acide
aminé simple ou acide carboxylique quantifié. A la lumiére de ces phénoménes
métaboligues, la glutamine et le glucose représentent d'importants facteurs limitant la
croissance dans les cultures de cellules d'insecte Sf-9 (le glucose sert de source

principale de carbone et la glutamine, d’azote).

2.1.4 Le milieu de culture et cocktail ajouté

2.1.4.1 IPL-41

Le milieu IPL-41 se compose de vitamines, de sucres, d'acides aminés ainsi que de
sels organiques et inorganiques (Fannexe 1 fournit la composition exacte). Le glucose
est la source de carbone qui limite la densité celiulaire dans I'IPL-41 (Drews & al.,
1995). L'ajout de « yeastolate » dans ce milieu a permis a certains chercheurs
d’atteindre des densités cellulaires de 4 fois supérieures (Lee & al., 1894). Cependant,
la nature exacte des composés présents dans le « yeastolate » nécessaire a la
croissance n'a pas encore été défini (Drews & al.,, 1995). L’osmolalité optimale pour la

croissance des Sf-9 se situe entre 250 et 450 mOsm/kg (Schmid 1996).
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2.1.4.2 Milieu avec ou sans sérum

Les sérums animaux protegent les cellules conire divers agents stressants auxquels
elles peuvent étre confrontées. Le sérum augmente les colts d’achat du milieu et les
difficultés de séparation des protéines produites. |l diminue la reproductibilité des
résultats (Cruz & al., 1997). Le sérum est notamment remplacé par une émuision de
lipides et de Pluronic F-68 dans I'lPL-41 (Maiorella & al., 1988). Selon I'hypothése la
plus acceptée, la composante hydrophobe de la molécule de pluronique F-68
s'accroche aux parois cellulaires, alors que la partie hydrophile crée des ponts
hydrogeéne avec 'eau. |l en résuilte la formation d’une couche protectrice autour des

cellules, ce qui permet de remplacer avantageusement les sérums animaux.

2.1.4.3 « Yeastolate »

Lorsque la concentration de « yeastolate » est de 8 g/L et que le glucose est abondant,
la densité cellulaire maximale atteinte peut étre de 18 efcellmL. Ces résultats
suggerent que le « yeastolate » contienne des composés qui favorisent la croissance
des cellules” 8f-9. “ Les acides aminés, les peptides et les acides nucléiques du
« yeastolate » contribuent en partie & augmenter la densité cellulaire, cependant ils
n'expliquent pas entiérement leffet de celui-ci sur la croissance cellulaire. En effet, on
observe une inhibition de la croissance lorsqu'on augmente la concentration de
« yeastolate » & 16g/L. Ceci pourrait étre dii 4 une molécule inconnue et inhibitrice

contenue dans le « yeastolate » (Bédard & al., 1994).
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2.1.4.4 Les acides aminés

Jusqu'a maintenant, il a été impossible d'établir les besoins en acides aminés des
cellules pour la synthése d’acides nucléiques. Par contre, on sait que la croissance de
cellules d’insectes ne requiert pas 'addition de purines et de pyrimidines. L'hypothése
de la consommation des nucléotides du « yeastolate » ne peut donc pas étre écariée a
ce stade. |l semblerait toutefois que les taux de consommation des acides aminés

dépendent du mode de culture des Sf-9 (Licari et Bailey, 1992).

L'acide aminé limitant la croissance cellulaire est la cystine. La limitation de cet acide

aminé entraine une diminution de la production de protéines (Radford & al., 1997).

2.1.4.5 La production de métabolites secondaires

De récentes études démontrent que la baisse de productivité en protéines et le
ralentissement de la croissance sont causés par I'épuisement de nutriments plutdt que
par des produits secondaires inhibiteurs de la croissance. Des publications indiquent
également que les cultures de cellules d'insectes ne sont pas affectées par
Faccumulation de métabolites inhibiteurs. Selon Licari & al (1992), les cellules Sf-9 en
présence d'une trop grande concentration de giucose produisent plus d’alanine, mais
cet acide aminé en concentration élevé ne semble pas étre un inhibiteur de la
croissance cellulaire. L’alanine est un excellent indicateur du bon fonctionnement des

voies métaboliques de la cellule.

Bédard & al ont festé les Sf-9 avec un milieu enrichi en alanine jusqu’a 40 mM sans
jamais observer d'effet inhibiteur sur la croissance. Ce méme groupe de recherche a

montré que la production de métabolites secondaires (acide lactique, ammonium et
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alanine) diminue lorsque les celiules sont dans un environnement limité en glucose et
en glutamine. Ceci impligue une augmentation de P'efficacité énergétique de la cellule.
Ces résuitats ont été validés pour des réacteurs opérés en cuvée aussi bien qu’en cuve
alimentée. Reuveny & al (1993) n'ont pas noté d'effet d’inhibition sur la croissance ni
sur la production de protéines recombinantes par la concentration élevée d’acide
lactique dans le milieu de culture. s notent aussi un lien entre P'aération et la

production d’acide lactique. La production d’'acide lactique serait anaérobigue.

Lorsque le glucose est entierement consommé, les cellules dégradent I'acide lactique
préalablement produit (Ohman et al., 1995). L’accumulation d’acide lactique dans le
milieu cellulaire est responsable de la chute du pH. [l est intéressant de noter que
I'accumulation d’ions ammonium par les cellules a un effet inverse sur le pH, rendant le
milieu de culture celiulaire alcalin. (e ratio de production d'acide lactique par
consommation de glucose a été établi a 1.6 par Zeng & al. (1998). Une constance
dans le ratio de production d'ions ammonium par mole de glutamine consommeée a éte

également observée par cette méme équipe de recherche.

2.1.5 L’infection virale et la production de protéines
2.1.5.1 Impact sur la consommation

Linfection cellulaire a un effet important sur la consommation des nutriments et la
production de métabolites secondaires chez les Sf-8. Schmid (1996) remarque une
augmentation de 60 3 70 % des taux de consommation de glucose, de glutamine et
d’oxygéne dissous 24 heures aprés P'infection virale. L’augmentation de la production

de dioxyde de carbone dans cetlte méme périocde est probablement due &
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Faugmentation de consommation des nutriments plutdt que simplement fié¢ a la

présence de virus.

2.1.5.2 MOI et TOI

La qualité de P'infection dépend de la densité cellulaire, de la respiration cellulaire et du
ratio virus/cellules (MOI) ainsi que du temps d’infection (TOl) (Kioukia & al.,1995).
Linfection virale peut se comparer a un catalyseur inorganique. La qualité du matériel
biologiqgue au moment de Vlinfection influence Ila production de protéines
recombinantes. Des travaux ont démontré que la qualité de l'inoculum viral a un effet
sur la production de protéines (Wickham & al., 1991). La physiologie des cellules est
également un facteur clé lors de l'infection. Les cellules et le stock viral doivent étre
dans un état optimal afin de ne pas nuire au processus infectieux.

Les paramétres régissant normalement linfection sont: le MOI! (« multiplicity of

infection ») et le TO! (« time of infection »).

Le MOI donne la probabilité qu'une cellule rencontre un virus. Lorsque le MOI est
faible (<1), on observe une infection secondaire. Une fois les virus introduits dans la
culture, seule une partie des cellules sera infectée. Aprés qu’une premiére réplication
virale soit complétée, les cellules infectées lysent. Ce premier groupe de cellules
relargue ainsi des nouveaux virus dans le milieu. Ces virus infecteront le reste des
cellules viables. Pour éviter que linfection virale se produise en deux étapes, on

privilégie un MOI de plus de un (1).

Le TOI est un paramétre crucial. Plusieurs groupes ont établi qu'une infection en

phase exponentielle donne de meilleurs résultats quune infection en phase
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stationnaire. Les cellules Sf-9 en phase exponentielle seraient majoritairement dans la
phase S de la division cellulaire (le cycle cellulaire complet d'une cellule est présenté
dans la figure 2.2), ce qui expliquerait qu'il est plus facile d’avoir une infection
synchronisée. En phase de division cellulaire S, l'augmentation de 'ADN cellulaire
aiderait a la réplication de PADN viral, du moins c'est 'hypothése émise par Kioukia &
al. (1995). Les croissances post-infection sont surtout observées lors d’infection en
phase stationnaire ou lorsque les cellules en cours de division cellulaire au moment de
Pinfection complétent leur cycle de division (donnant limpression que la croissance
cellulaire continue). La respiration cellulaire demeure toutefois comparable avant et
aprés linfection. Les cellules cessent de croitre, car elles transcrivent et expriment les

génes viraux qui ont été introduits dans leur noyau.
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2.1.5.3 Alimentation en nutriments post-infection

Récemment, Bédard & al. (1897) ont remarqué gu’une alimentation contrblée en
nutriments permet d’atteindre une concentration de cellules de 11,5e° cel/mL. Ces
expériences ont été réalisées en flacons agités et les celiules ont probablement é&té
limitées en oxygéne dissous lors de linfection (Eiias & al., 2000). La productivité
spécifique de protéine a été maintenue pour une densité de 14e°cell/mL en mode de

culture semie-alimentée (Elias & al., 2000).

L'infection virale a haute densité cellulaire est limitée par la quaniité de nutriments et
d’oxygéne disponible. Carpentier & al (2001) ont proposé une alimentation pré-
infection pour répondre a cette contrainte. Pour éviter les limitations en nutriments lors
d’'une infection a haute densité cellulaire, on peut également envisager de remplacer le
milieu par du milieu frais (« batch and repiacement »,B/R). |l s’agit de centrifuger les
cellules avant linfection et de les resuspendre dans un milieu frais avant de les
infecter. Selon Kioukia & al (1995), cette technique permet une moins grande
dépendance de l'efficacité infectieuse face au MOI. Bédard & al. (1994) montre que le
MOI a une incidence sur le rendement de la production de protéines. L'option de
I'alimentation d’'un cocktail de nuiriments en semi-continu apporte a la culture plus
gu’'un simple changement de milieu (B/R), car il augmente le rendement en production
de protéines. Toutefois, 'osmolalité a une incidence négative sur la production de
protéines (Dutton & al., 1998), il faut donc optimiser le cocktail des nutriments ajouté au
bioréacteur afin de ne pas induire une osmolalité trop élevée dans celui-ci. Dutton & al

(1998) ont observé aue la stratégie de « fed-batch » augmente non seulement la
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densité cellulaire, mais aussi la productivité volumétrique des protéines sans en

changer la productivité spécifique.

2.2 Parameétrisation de la culture de Sf-9
2.2.1 Sonde pour la biomasse

Le suivi en temps réel de la permittivité relative et du taux de production de CO, du
milieu de culture facilite 'optimisation et le contréle d’'une culture semi-alimentée. En
effet, Zeiser & al. (2000) identifient que le profil de permittivité est une mesure fiable du
biovolume pendant toute la durée de la culture, incluant la phase de post-infection. La

permittivité relative (¢') est obtenue a partir des mesures de capacitance :

_Cap-K
80

(égq 2.1)

Ou Cap, est la capacitance (pF), ¢, est la permittivité dans le vide (8,854 x 10™"% F/m) et
K est une constante qui dépend de la géométrie de la sonde (0,07 cm™). La relation

observée entre la permittivité et le biovolume est linéaire selon Zeiser & al. (2000).

A Tlaide d'une distribution de tailles des cellules obtenues lors de différents
échantilionnages, il est possible de calculer le biovolume (V) en supposant que le
volume des cellules correspond & celui d'une sphére: V, = [Densité cellulaire
viable]e[volume cellulaire]. Il est plus représentatif d'utiliser une distribution de tailles

des cellules plutét gu'une taille moyenne afin de calculer le volume cellulaire :

X, 3
volume cellulaire = fi-n Z ¢, (fi_)
3 &5 CC \ 2 )
Xy ’ (ég 2.2)
Ou CC=) CC,

d=X;
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Ou d est le diamétre de cellules (um), x, le diamétre supérieur de la distribution (um), x.
le diameétre inférieur de la distribution (um) et CCqle nombre de cellules comptées a un

diameétre donné.

La mesure de la permittivité permet également d’avoir des indications sur le processus
d'infection. Une infection synchronisée présente un plateau dans la valeur de la
permittivité dans les heures post-infection, tel quillustré sur la figure 2.3.
Généralement, pour les cellules Sf-9, ce plateau est atteint entre 18 et 24 heures post-
infection (hpi) et correspond & un pic dans la valeur de la respiration (CER) (Zeiser &
al., 2000).
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Figure 2.3 : Profil typigue du CER et de permittivité relative pour une cuiture de cellules
d’insecte
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2.2.2 Mesure de la respiration OUR et CER

La mesure de la respiration celiulaire permet également d’avoir de nombreux
renseignements sur l'état du systéme. Pour mesurer la demande en oxygéne
(« oxygen uptake rate », OUR), Kamen & al (1995) propose la relation suivante avec

les mesures disponibles en-ligne :
OUR = Kla(H - pO, *~H - DO- pO, ;) (g 2.3)
Ou H est la constante d’Henry dans 'eau pure, pO, * la pression partielle d’oxygéne a

saturation, pO,., la pression partielle d’oxygéne a saturation lue par la sonde (0,2
atm). La concentration maximale d’oxygéne qui peut étre dissoute & 25°C dans l'eau
pure est de 7,8 mg/L (Ruffieux & al., 1998). Une valeur typique de OUR pour des

cellules animales se situe aux environ 0,2X107"2 molO,/(cell*h) (Ruffieux & al., 1998).

Le OUR est une mesure proportionnelle a la croissance cellulaire, tant pré-infection
que post-infection pour autant que la viabilité cellulaire soit au-deld des 95%. La
vitesse de décroissance du OUR aprés-infection est également proportionnelle a la
diminution de la conceniration cellulaire viable. Lorsque cette chute commence, on est
dans le début de la phase de mortalité cellulaire. Le pic dans le OUR observé
correspond a la réplication virale ainsi gu’'a un arrét de la production de protéines

cellulaires (Wong & al., 1994).

La respiration peut aussi étre guantifiée par la production de dioxyde de carbone rejeté

par les cellules, le « carbon evolution rate » {(CER), calculé de la facon suivante :

pCO2 i Q/ol
RTV

CER = (g 2.4)
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Ou pCO; est la pression partielle de dioxyde de carbone 2 la sortie (atm), Qi est le
débit des gaz de sortie (L/h), T la température (K), R la constante des gaz parfaits

(atmL/(molK)) et V le volume utile du réacteur (L).

2.3 Approches de modélisation
2.3.1 Modeéle de Power 1994

Le modéle de Power prédit la production de virus et de protéines recombinantes avant
et aprés infection. 1l s’agit d’'un modéle non-structuré et ségrége pour un systéeme en
cuvée. La population cellulaire est divisée en quatre sous-populations : non-infectée,
infectée, viable et non viable. Ce modéle propose une croissance exponentielle avant
et aprés infection et ne tient pas compte des limitations en nutriments ou des
accumulations de métabolites toxiques. On pose 'hypothése que le procédé est une
dialyse (B/R). Le systéme ne peut donc pas avoir de limitation nutritionnelle ou

d’intoxication induite par la production de métabolites secondaires.

Le bilan de masse pour la croissance pré-infection :

dXVN]
— = =nX ég 2.5
di B yn, ( )
Ol Xy n densité cellulaire viable non infectée, u est le taux de croissance intrinséque.

A Tinfection, la population cellulaire viable infectée est proportionneile & la population

cellulaire viable non infectée :

-;;—’- =00X,,, (éq 2.6)

Ou a4 est la constante d’attachement du virus aux particules non infectées et v la

concentration en virus et Xy, viable infectée. L’infection est supposée synchronisée
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pour tout MOI de plus de deux. La distribution des cellules dans le cycle de croissance

a un impact sur linfection, mais le modéle n'en tient pas compte.

Un court laps de temps aprés linfection, le nombre de cellules infectées est égal au

nombre de cellules viables dans la cuilture. S’en suit la mort des cellules :

dX,,
dt

=-q,X, (eq 2.7)

Ou qq est le taux de mortalité des cellules infectées et Xy, viable infectée. Le cycle des

événements aprés infection dépend du temps post infection. La premiere période a

considerer est : [];/PSBTVPE] du début de production des virus jusqu’a la fin de celle-ci.

L’équation suivante décrit la production de ces derniers (V est la concentration virale et
owp est la constante de multiplication virale) :

dv i
—7 =, X, de Ty a Ty (€9 2.8)

La deuxiéme periode est : [T ppss 1 PPE] du début de la production des protéines jusqu’a

de la fin de la production de celles-ci. Cette production est modélisée par I'équation
suivante (P est la concentration de protéines et app est la constante de production
protéique) :

dpP

” =0, X, deT aT,: (69 2.9)
Ou P est la concentration en protéines et ayp et app sont des constantes déterminées
expérimentalement. Le modéle ne tient pas compte de la dégradation des protéines ni

de la désactivation des virus parce que ces deux phénoménes n'ont pas été observés.

Certaines fonctions sont définies par morceaux :
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qD Ti’nfection > T mort
)=
9o (") { inf  ailleurs

I I .
o, (1) = - €g2.10
(1) { 0 ailleurs (ea )
Opp  DopssTppp
o 1) =
e (0) { 0 ailleurs

Les temps de production de virus et de production de protéines peuvent s’enchasser.

2.3.2 Modéle de Dutton

Dutton a introduit en 1998 la notion de « cellules par volume cumulé ». 1l appuie sa
théorie sur le fait que toutes les cellules ne sont pas dans la méme phase de division
celiulaire. Le taux spécifique apparent de croissance n'est égal au vrai taux intrinséque
de croissance que si la population est complétement viable, qu'elle est en phase de

division celiulaire synchronisée et que le taux de croissance est maximal.

2.3.3 Autres types de modélisation

Différentes autres approches ont été évaluées par plusieurs groupes de recherches.

En voici une courte liste non exhaustive :

Valentine & Allison (1959,1960) ont construit un modéle dans le but de prédire

la cinétique d’attachement de vaccinia a une surface non biologique et en

suspension celiulaire

= Chillakura (1991) a intégré les travaux de Valentine & al en ajoutant un facteur
d’agglomération des cellules pour les culfures en suspension

= Licari & Balley (1992) ont fait le premier modéle pour P'infection du baculovirus

dans les cellules d’insectes

= Tramper & Viak ont fait un modéle pour la synthése du baculovirus
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= Shuler (1990) a fait un modéle sur les interactions du baculovirus avec les
récepteurs des cellules d'insectes
= Sanderson (1999) a fait un modéle tenant compte des vitesses de réactions
biochimiques ainsi que des vitesses de transports des composants
= Wu (1993) a proposé un modele de collisions pour prédire linfection des
cellules. Ce modéle se base sur une loi de Poisson
= Xie & al (1994) ont fait un modéle stoechiométrique dans le but de faire le
design d'une alimentation avec des proportions stoechiométriques
= Wickham & al (1991) ont proposé un modéle ou le taux d'infection est limité par
le taux d’attachement des virus. Le taux maximum d’attachement des virus est
atteint si seule la diffusion est limitante, c'est-a-dire si chaque collision
cellule/virus résulte en un attachement
= Gooijer & al (1989) proposent la réaction biochimique suivante pour modéliser
l'infection :
Icell + 20virus —— 200virus + produit (ég 2.11)
Cette revue partielle dresse un portrait global et juste de recherche sur la modélisation

de ce type de culture.

2.4 Stratégies de controle des cuvées alimentées
2.4.1 Stratégies possibles

Shimizu (dans Lee & al., 1899) souligne que le développement des systemes de
contrdle pour les bioréacteurs est difficile notamment parce qu'il y a peu de modéles
fiables décrivant la croissance cellulaire et la formation des produits. De plus, la nature

non linéaire des bioprocédés complexifie largement la situation. La theéorie du controle
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a été développé pour les systémes électriques (avec une constante de temps rapide).

Elle doit étre adaptée pour les systémes lents, tel que les systémes biologiques.

2.4.1.1 « Feedback » indirect simple

Ce type de contréleurs relie le débit d'alimentation de la pompe avec une mesure en
ligne tel que le pH (pH-stat) ou la DO (DO-stat). Le débit de la pompe est manipuilé de
telle sorte que le pH ou la DO reste stable au moyen d’un controle on/off, la pompe est
activée si le pH ou la DO sort d'une bande prédéterminée de valeurs acceptables, tel
que représenté dans la figure 2.4. Le contrdle basé sur le pH implique que le systeme
produit des ions d’ammonium qui font augmenter le pH.

Celui sur la DO est basé sur 'hypothése que la DO augmente rapidement lorsque qu'il

y a limitation en nutriments.

setpoiat T ’ s — ey
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Figure 2.4 : Diagramme bloc du contréleur en « feedback » indirect (Lee & al., 1999)
2.4.1.2 Alimentation prédéterminée

L’alimentation exponentielle de la pompe est une méthode trés efficace pour suivre le
taux de croissance des celiules. Cette méthode est limitée par la production de
métabolites toxiques ou inhibiteurs (celle-ci n’étant pas controlée). Le deébit de la

pompe est déterminé a partir du bilan de masse sur la biomasse :

F(t)= —;Hm x(t, )V (1, )e" ) (69 2.12)

X

N
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Ou F(1) est le débit de la pompe, p le taux spécifique de croissance, Yys le rendement
cellulaire sur le substrat, m le coefficient de maintenance, x la concentration en
biomasse et V le volume utile du réacteur. Ce type de conirdleur ne prévoit aucun

correctif pour une perturbation du systéme.

2.4.1.3 Controle axé sur le taux de consommation de glucose

La mesure en-ligne de la concentration de glucose permet de calculer le taux de
consommation de glucose et ainsi déterminer le débit de la pompe. Les mesures en
ligne de glucose sont cependant instables, peu fiables, et présentent un délai dans le
temps de réponse de la sonde. Le calcul du taux de consommation de glucose a partir
de ces valeurs est donc trés risqué. Pour contourner le probléme de la fiabilité de la
sonde, Konstantinov (dans Lee & al., 1999) a envisagé la possibilité de prédire le taux
de consommation du glucose a partir de la mesure de la composition des gaz de sortie,

tel guillustré ci-dessous.
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Figure 2.5 : Diagramme bloc d’une stratégie d’alimentation basée sur les gaz de sortie
{Lee & al., 1999)

2.4.1.4 Controéle axé sur la concentration de substrat ou avec le taux de
croissance speécifique

Grace aux données en-ligne disponibles, un modéle mathématique ainsi gu'un
estimateur de paramétres (taux de consommation, de croissance, concentrations des
variables d’état non disponible en-ligne) sont construits. Ces nouvelles variables sont

utilisées pour définir les parameétres du controleur. Ce systeme de contrble plus
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avancé permet de déterminer le débit de la pompe par un conirbleur qui est

paramétrisé par rapport a 'estimation de ces parametres clé.
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Figure 2.6 : Diagramme bloc d’une stratégie d’alimentation utilisant un modéle
mathématique (Lee & al., 1999}

2.4.2 Stratégies testées par des groupes de recherches utilisant
E.coli

La trés grande majorité des fravaux de recherche réalisés sur 'automatisation et le
contrble des bioréacteurs implique des systemes microbiens (plus particuliérement sur
la bactérie E.coli). Le premier parameétre que les scientifiques doivent controler est le
taux d'oxygéne dissous dans le réacteur. Plus souvent guautrement la variable
manipulee dans ces cas est la vitesse d’agitation. Le k.a dépend de facon linéaire
dépendant de la vitesse d’'agitation. Le contrfle de 'oxygeéne dissous par la vitesse
d’agitation peut étre simplement fait par un PID. Les cellules eucaryotes ne supportent
pas les mémes taux de cisaillement que les bactéries, car elles ne possedent pas les
mémes parois cellulaires. Le contréle du taux d’oxygéne dissous doit donc se faire sur
la composition du mélange gazeux a alimenter et sur le débit d’alimentation (ce

deuxiéme choix doit étre minimisé, toujours a cause du cisaillement).

Afin d'augmenter la densité de la biomasse bactérienne, quelques stratégies
d’alimentation de nutriments (principalement des sucres) ont été développées. Un

résumeé de ces diverses stratégies est presenté.
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Kleman & al (1991) ont pensé & quatre types de controleurs du débit de la pompe
d’alimentation pour une culture de E.coli en cuvée alimentée:

1. Un systéme en boucle ouverte basé sur les données des fermentations
antérieures.
2. Un contréleur indirect basé sur les paraméfres secondaires de culture (pH,
température,...)
3. Un contrdleur indirect basé sur les bilans de matiéres.
4. Controleur direct basé sur les données en-ligne des substances organiques.
De ces quatre controleurs, le dernier est retenu pour son efficacité. A haute densité
cellulaire, le systéme nécessite un gain trés élevé afin d'éviter les limitations en
glucose, qui entraine des oscillations dans le systéme. Le taux de consommation de
glucose se calcule directement par régression linéaire sur les points antérieurs. Le
taux de croissance demeure fixe. Ce contréleur présente Pavantage d’avoir un gain
adaptatif, grace a la mesure du taux de consommation de giucose. De plus, ce
contrbleur ne nécessite pas de connaissances. particulieres du métabolisme des
bactéries. Toutefois, les sondes détectant les concentrations des nutriments ne
s'utilisent pas couramment (i.e. problemes de fiabilité et de difficultés de stérilisation).
Le milieu de culture doit donc passer par une boucle exierne afin de mesurer la

concentration en glucose.
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Konstantinov & al. (1990) ont également étudié la possibilité de contrdler la croissance
de E.coli. lis ont envisagé trois stratégies différentes :

1. Ladialyse (B/R)

2. Controle de la DO par DO-stat (Chen 1997 I'a aussi teste)

3. Controle de la DO par DO-stat combiné avec une alimentation exponentielle de

glucose

Aucune de ces stratégies n’est adaptative, c’'est-a-dire que le controle se définit a
d’avance et il ne peut pas étre modifié en cours de culture. Ceci peut fonctionner avec

des systémes extrémement simples dont on connait trés bien tous les parametres.
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Chapitre 3 Méthodologie

3.1 Description du systéme
3.1.1 Le bioréacteur et son suivi en-ligne

Le bioréacteur utilisé, un Chemap 3.5 L type SG en acier 316 (Mannedorf, Suisse), est
muni d’'une chemise de refroidissement afin de coniréler 1a température. Le réacteur
comporte {rois ports latéraux utilisés pour ia sonde a oxygéne dissous, la sonde &
dioxyde de carbone dissous et pour la sonde a pH. Un des ports du couvercie a été
employé pour fixer la sonde de capacitance de Biomass Monitor (BM) modéle 214M
(Aber Instruments Lid., Aberystwyth, U.K.)). Deux voies servent a lalimentation
gazeuse: une aération de surface et une aération par bullage. Le bullage se fait grace
a une membrane poreuse de 1 cm de diamétre et 2 cm de longueur, faite de
polypropyléne et la dimension des pores est de 250 um (Porex Technologies, Fairburn,
GA). La sortie des gaz est fixée sur le couvercle, sa composition est déterminée par un
analyseur infrarouge Servomex 1410B (Norwood, MA). L’alimentation du bouillon de
culture ainsi que Finoculation se fait par un méme port sur le couvercle. La bouteille
d’alimentation est également reliée au couvercle du réacteur. Enfin, un port sert 3
échantillonnage pour les analyses faites hors-ligne. Une sonde de température, fixée
dans le fond du bioréacteur, communigue avec une unité de contrble qui fait varier
Fentrée d'eau dans la chemise afin de maintenir la culture dans des conditions
optimales.

Lintérieur du bioréacteur se compose de deux chicanes de surfaces non inclinées et
non profilées de 2,6 cm de largeur et 5,0 cm de hauteur. Deux « pitched blade » de

trois pales viennent se fixer sur un arbre d’agitation, relié 8 un moteur situé sous le
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bioréacteur. Un joint mécanique double assure l'étanchéite. Un drain se trouve
également sur le dessous du bioréacteur. Le systeme Chemap comprend, en plus du
bioréacteur, une unité de base ol circule Feau de refroidissement et la vapeur pour la
stérilisation. Cette unité contient également : le moteur d’agitation, un module de
contréle pour ce dernier, le controle de la température et unité pour la procédure de la
stérilisation. Le systéme Chemap comprend aussi un module de contrble d’oxygene
dissous. Une unité SAFE-8000 (Control Microsystems, Toronto, Canada) assure un

controle de 'oxygéne dissous et sert également de systéme d’acquisition de données.

ﬂequ&sitwn

W; !NAG’I‘%F |
Bﬁ(ﬁﬁ ﬁ B‘é«& A1 4 La@aﬁﬁame 0 UD
BA&‘JS ?j BasE 33 : Comburtance 2 01

fdasmﬂ iﬂj ' 00 desonei®%) | 0.00
Echole M (85| a0 | |

Figure 3.1 : Schéma du bioréacteur

3.1.2 Méthodes analytiques
Les analyses hors-ligne effectuées sont le compte cellulaire avec un microscope

optique & l'aide d’'un hémocytométre (exclusion au Trypan Blue, Neubauer Counting
chamber), et avec un Coulter Counter (Coulter Z2, Coulter Particule Characterization,

Hialeah, FL). Une analyse des acides aminés est faite a 'aide d’'un HPLC utilisant une
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version modifice de la méthode de Waters AccQ.Tag™ . Les concentrations de
glucose, d’acide lactique et d’ions ammonium sont mesurées par un 1Bl Bioanalyser
Rapid Analysis System (Kodak, New Haven, CT). L’osmolalite est mesurée par un
Advanced™ micro-osmometer model 3MQO (Advanced Instruments inc, Needham

Heights, MA).

3.2 Matériel biologique et milieu de culture
3.2.1 La cellule Sf-9

Les cellules utilisées proviennent de {a souche Spodoptera frugiperda (Sf-9) utilisée a
I'Institut de recherche en biotechnologie de Montréal (IRB). La lignée est maintenue en

flacon sous une agitation de 120 RPM et une température de 27°C.

3.2.2 Le milieu nutritionnel

Le milieu nutritionnel de base est le IPL-41 (JRH Biosciences, Lenexa, KS) dont la
composition se trouve en annexe 1. Au milieu de base, on rajoute du « yeastolate » et
des lipides (Gibco/lnvitrogen Life Technologies, Carlisbad, CA). Les cellules sont
d’abord maintenues dans le milieu SF900lII (Gibcoflnvitrogen Life Technologies,
Carisbad, CA) avant d'étre adapté dans le IPL-41. On utilise aussi le EXcell-420 (JRH

Biosciences, Lenexa, KS) pour la maintenance des cellules High-Five™.

3.2.3 L’alimentation

Le cocktail alimenté au réacteur a été développé par le groupe de recherche de I'IlRB.
Il s'agit d'un mélange dacides aminés, de vitamines, d'éléments traces, de
« yeastolate », de lipides et de glucose. L'annexe 2 présente la composition exacte de

ce cocktail.
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Chapitre 4 Culture de cellules d’insectes Sf-9

Ce chapitre présente I'aspect biotechnologique de la mise en réacteur des cellules
d'insectes Sf-9. Les principaux paramétres des quatre expériences présentées sont
analysées et expliquées afin de cerner les enjeux importants de ce systeme L'annexe
3 présente un travail complémentaire sur la culture des cellules Trichoplusia ni (High-
Five™). Ce travail permet de conclure qu’il est possible de faire croitre & des densités
cellulaires importantes ces cellules dans différents modes de culture, et ce malgre leur
fragilité au cisaillement, leur importante demande en oxygéne dissous et leur

métabolisme méconnu.

4.1 Cultures de Sf-9

Quatre cultures, infectées avec le baculovirus, impliquant les cellules Sf-9 ont été
réalisées. lLes expériences se sont déroulées en cultures en cuvées semi-alimentées.

Le tableau 4.1 qui suit résume les conditions expérimentales entourant ces quatre

cultures.
Tableau 4.1 : Plan expérimental
Numéro de Nombre Type de mileu Début de V'aération par
Vexpérience d’alimentations de culture bullage (hpi}
1 4 Excell 420 -31,4
2 4 IPL-41 -24,3
3 3 Excell 420 -48,5
4 5 IPL-41 -24,25

Toutes les lignes verticales vertes dans les figures subséquentes indiquent le début ou

la fin d’'une période d’alimentation. La ligne rouge indique le moment de l'infection.
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4.1.1 Production de dioxyde de carbone

Tel que mentionné dans le chapitfre 2 de la revue de la littérature, le suivi de la
production de dioxyde de carbone permet de suivre I'évolution du procédé infectieux.
La figure 4.1, qui exprime le CER en mmol/l/h en fonction du temps post infection,
montre que le taux de production de dioxyde de carbone augmente
proportionnellement & la croissance cellulaire (celle-ci est exponentielle avant
Iinfection). Lors d’une infection synchronisée, on observe un plateau dans la mesure
du CER de 18 a 24 heures aprés linfection. Le plateau est atteint, lorsque la
croissance s'arréte. La respiration ne sert plus gu’au maintien des cellules présentes
dans le réacteur. L’expérience 2 ne présente aucun plateau. On note une croissance
post-infection lors de cette culture provoquée par une infection non synchronisée.
Deux hypothéses permettent d’expliquer cette croissance. Premiérement, le titre viral
(concentration des virus), l'infectivité des virus ainsi que la concentration de particules
virales totales dans un stock posent des problémes lors de leur quantification puisque
les particules virales sont trés petites et qu’elles forment facilement des agregats. La
deuxiéme explication suggére que la majorité des cellules étaient en cours de division
lors de linfection. Par conséquent elles ont complété leur cycle aprés Finfection. Les

croissances post-infection peuvent compromettre ia production protéique.
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Figure 4.1 : CER, taux de production de dioxyde de carbone

4.1.2 La permitivité relative, le biovolume et la concentration
cellulaire

La permittivité relative constitue une indication précieuse pour la phase infectieuse tout
comme pour la phase de croissance. La permitlivité relative, calculée a partir de la
lecture de la capacitance (chapitre 2 — revue de la littérature), permet de suivre le
biovolume. Le biovolume est une mesure dérivée de la concentration cellulaire qui
mesure le volume occupé par les cellules dans le réacteur. Cette mesure est le reflet
de la concentration cellulaire avant linfection puisque le diamétre des celiules est
constant. L’infection cellulaire a notamment pour effet de faire varier le volume des
cellules. Les cellules augmentent de volume et provoguent une augmentation du

biovolume (de la permittivité relative) et celui-ci n'a donc plus de lien avec la
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concentration cellulaire. L'augmentation de la permittivité relative post-infection indique
que le virus est bien intégré dans la cellule. Le changement drastique de pente de 24 a
48 heures post infection démontre que les celiules lysées déversent les virus dans le
milieu (figure 4.2). Lors de la production de protéines intracellulaires, la récolte doit
impérativement s’exécuter avant la lyse cellulaire afin de conserver la conformation des
protéines. Si toutefois il s'agit d’'une production de protéines sécrétées hors de la
cellule, la récolte s’effectue durant la période la lyse cellulaire. Celle-ci doit éire faite
avant que les débris cellulaires n'endommagent les protéines produites en suspension

dans le milieu.

expérience 1 expérience 2
T

4X10%mme ou pF

—2~ biovolume
permitivité relative

X104 mm® ou pF

Figure 4.2 : Permitivité relative et biovolume
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4.1.3 Taux de consommation d’oxygéne dissous

La consommation de lPoxygéne dissous est un bon indicateur de la croissance
cellulaire. La demande en oxygéne double avec la multiplication des cellules. La
baisse drastigue dans la courbe préinfection est due au début de P'aération par bullage.
Pour cultiver les cellules a de fortes densités cellulaires, 'aération de surface ne peut
suppléer a la demande en oxygéne des cellules. L’alternative la moins stressante pour
les cellules est de buller le mélange gazeux afin d'augmenter C' (concentration
d'oxygéne dissous & saturation). Dans les systémes microbiens, lorsque que le
transfert est insuffisant on procede a 'augmentation de I'agitation, augmentant ainsi le
kia. Cette alternative s’avere ceries plus efficace, mais les cellules d’insectes ne
peuvent supporter les taux de cisaillement que provoquerait' une augmentation de la
vitesse d'agitation. Aprés linfection, le OUR est relativement constant pour une
période qui correspond a la réplication virale. La lyse cellulaire commence avec la

diminution de ce signal tel qu’observé dans la figure 4.3.
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Figure 4.3 : OUR, consommation en oxygéne dissous

4.1.4 L'osmolalité

L’osmolalité est une mesure de la concentration de soluté dissous dans un solvant,
normalisée par le nombre de particules totales dans la solution (soit les molécules
ioniques et non ioniques). L'osmolalité du milieu de culture a un impact direct sur la
physiologie des cellules. Les cellules baignant dans un milieu ou Fosmolalité est la
méme que celle du cyloplasme cellulaire seront de tailles optimales et parfaitement
sphériqgues. En cas dhyper-pression osmotique, les celiules gonflent tandis
gu'inversement, dans un environnement de dépression osmotigue, elles se ratatinent.
La pression osmotique sur les cellules animales affecte aussi les taux de production de
protéines. L’osmolalité optimale pour les cellules d'insectes se situe entre 350-450

mOsm/kg. Lors d'une culture en cuvée, Fosmolalité ne varie pratiguement pas, les
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seuls changements dans la composition du milieu étant les echanges avec les cellules.
L’ajout de nutriments peut avoir par contre un effet notable sur 'osmolalité. Certains

composants du cocktail d’alimentation, comme le glucose, ont une osmolalité trés forte

(tableau 4.2).

Tableau 4.2 : Osmolalité des composants du cocktail d’alimentation

Cocktail complet 1000 mOsm/kg
Glucose (500g/L) 2690 mOsm /kg
Solution de tyrosine 290 mOsm /kg
Solution de vitamines 350 mOsm/kg
Solution d’acides aminés (AA8.2) 770 mOsm /kg
« Yeastolate» 100X 1455 mOsm /kg
Emuilsion de lipides 100X 585 mOsm/kg

Lorsque les nutriments alimentés au réacteur sont consommés rapidement par les
cellules, Fosmolalité du milieu demeure dans des bornes accepiables. Lors d'une
surabondance de nutriments, lFosmolalité du milieu augmente. Celle-ci peut
redescendre si les nutriments a trés haute osmolalité sont consommés. La stratégie
couramment employée par le centre de recherche consiste a alimenter le réacteur au
plus faible débit possible afin de minimiser 2 la fois le volume ajouté au réacteur et les
effets de la pression osmotique. Lors de la culture en 3,51, le volume utile maximal
disponible est de 3L et le volume utile minimal est de 2,3L. Plus le volume est élevé,
plus la contribution au transfert d’oxygéne en surface est mauvais. - La figure 4.4 illustre

trés bien 'impact des alimentations sur 'osmolalité.
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Figure 4.4 : Osmolalité

Lors de chaque période d'alimentation, 'osmolalité augmente. La consommation des
nutriments a osmolalité élevée contribue a ramener celle-ci vers sa valeur optimale.
Tel gu'observé lors de Pexpérience 3. Au moment de lalimentation a 48 hpi,
fosmolalité passe de 360 mOsm/kg a 410 mOsm/kg, redescendant ensuite a 370

mOsm/kg au moment de linfection.

4.1.5 Consommation et production de métabolites

Les expériences 1 et 3 ont été réalisées dans un milieu complexe et riche (40 mM de
glucose), tandis que les expériences 2 et 4 ont été réalisées dans un milieu complexe,
mais pauvre en glucose (12 mM). Les milieux riches en glucose sont souvent
privilégiés lors de la culture cellulaire pour éviter une déplétion de ce nutriment. Une

idée répandue veut que les cellules produiraient plus de métabolites secondaires dans
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les milieux pauvres en glucose. En fait, la figure 4.5 montre que la production d’acide
lactigue n'est pas plus importante pour une culture en milieu pauvre qu’en milieu riche.
Le probléme de Faccumulation d’acide lactique et éventuellement d'ions ammonium est
relié davantage & une limitation en oxygéne dissous {probiéme souvent observé dans
la culture en flacons agités). L'usage & privilégier pour les milieux riches demeure la
culture en cuvée. |l est pratiquement impossible d’entrevoir la culture en cuvée avec
un milieu pauvre, puisque le risque de limitation en nutriment est grand. Les milieux
pauvres en glucose présentent 'avantage d'étre moins colteux, mais imposent le défi
du contrdle de la concentration en glucose. Une dépiétion en glutamine peut également
devenir problématique lorsqu’elle n'est pas conirdlée. Toutefois le cocktail possédant
dés le départ une forte concentration en glutamine, tout probléme subséquent & ce
niveau est écarté et ne peut nuire a la croissance des cellules. Lors des expériences 1

et 2, la glutamine s’accumule méme dans le milieu (figure 4.5).
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Figure 4.5 : Concentration résiduelle des métabolites

4.2 Quantification des paramétres de culture des Sf-9 et des
High-Five™

Les cellules d'insecte Sf-9 sont les plus répandues dans le domaine de la culture
cellulaire d'insectes (chapitre 2 — revue de la littérature). Il existe toutefois plusieurs
autres lignées cellulaires qui sont ulilisées dans ce champ d'application. Nous
comparons dans ce sous-chapitre les métabolismes celiulaires des cellules SI-9 avec
ceux des cellules High-Five™ non transfectées (host) et avec celui des High-Five™
contenant le géne PYC. Pour en savoir plus sur la culture de cette lignée cellulaire, un
travail complémentaire sur la culture des cellules High-Five™ est présenté en annexe 3
sous forme d'affiche (cetie affiche a été présentée par le groupe des cellules animales

de Plinstitut de recherche en biotechnologie lors du 18" ESACT Meeting, Granada,
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Espagne, du 11 au 14 mai 2003). Cette annexe contient une seconde affiche qui a ete
récemment présenté a la 6° édition de la conférence PEACe (« Protein Expression in
Animal Cell ») qui s’est tenue du 7 au 11 septembre 2003 au Mont-Tremblant, Canada.
Cette deuxiéme affiche démontre qu'il est possible de transfecté la cellule High-Five™
host avec un géne d’'expression de proteine (ici la protéine SEAP) et que cette nouvelle
lignée cellulaire puisse exprimer de maniére stable la proteine dans les trois modes de

cultures suivant : cuvée, cuvée alimentée et perfusion.

4.2.1 Taux de croissance, de consommation et de production des
métabolites

La figure 4.6 compare graphiquement différents taux spécifiques de consommation et
de production de métabolites ainsi que les taux de croissance pre-infection de ces
cellules (dont les valeurs numériques apparaissent en annexe 4). La taille des cellules
High-Five™ est supérieure de quelques microns a celles des cellules Sf-9 (17um pour

les High-Five™ contre 14,5um pour les Sf-9).
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Comme on peut le constater, le taux de croissance des cellules High-Five™ est
légérement supérieur & celui des cellules Sf-9 (0,0211 h™* pour les Sf-9 versus 0,0373

. h™ pour les host et 0,0292 h™' pour les PYC). Par contre, la production spécifique de
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CO, est légérement inférieure pour les cellules Sf-9. Les taux spécifiqgues de
consommation d'oxygéne, parametre le plus critique pour le conirble de ce type de
procédé, sont sensiblement les mémes pour les trois types de cellules (Sf-9 : 0,0857
mol/e®celi/h, host : 0,0653 mol/e’cellth et PYC : 0,0843 mol/e’cell/h). Ce constat sous-
tend une hypothése importante voulant que le développement d'un systéme automatise
d’'une culture de cellules Sf-9 pourrait étre facilement transférable & d’autres types de
cellules d’insectes (les conclusions du chapitre 7 sur le contréle par sondage pourrait

donc s'appliquer a la culture des High-Five™).

D’autre part, la consommation spécifique de glucose est moindre pour le cellules Sf-9,
ce qui s’explique facilement par la taille des cellules. En effet, plus les cellules ont un
volume important, plus la réplication de celles-ci nécessite de I'énergie. Les cellules
High-Five™ PYC produisent nettement moins d’acide lactique que les deux autres
lignées. Ceci est parfaitement normal puisqu'elles ont été transfectées afin de
minimiser la quantité de rejet de ce métabolite secondaire. [l existe, dans la
communauté scientifique, un doute quant a la possibilité de maintenir une culture de
cellules High-Five™ en réacteur, car celles-ci rejettent de nombreux métabolites
présumés toxiques dans leur environnement. Le clone PYC a donc été créé afin de
vérifier cette hypothése. Les résultats présentés en annexe 3 montrent qu’il est

possible et réalisable de cultiver les deux clones dans divers modes de culture.

4.2.2Taux spécifiques de consommation et production des acides
aminés

L utilisation des acides aminés dans les cellules d’insectes constitue un enjeu important

pour la culture de celles-ci. Les protéines dont sont constituées les cellules d'insectes
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sont formées de différentes combinaisons d'acides aminés. i est donc important de
voir & ce que ces composants ne limitent pas les cultures. Les cellules d’insectes,
contrairement aux baciéries, ne sont pas des organismes autonomes. leur
métabolisme de base a été modifié tout au long des étapes nécessaires a 'obtention
d'une lignée stable. Il se peut aussi que leur métabolisme change au cours d’'une
culture. Etrangement d'ailleurs, certains acides aminés sont produits et non pas
consommeés. Un acide aminé peut treés bien étre consomme a un certain moment de la
division cellulaire et rejeté a un autre. Ces taux ne font pas de distinction entre
Yutilisation intracellulaire de ces acides aminés puisqu’il s'agit de taux spécifiques de
consommation globale. La tendance générale qui ce dégage de ces résultats (dont les
valeurs numeériques sont présentés en annexe 4) veut que la machinerie metabolique
des Sf-9 nécessite de plus petites quantités d’acides aminés que celle des High-F ive™
(figure 4.7). Encore une fois, ceci s’explique biologiquement par la taille moins
imposante de ces cellules par rapport aux High-Five™. On note également que la
transcription du gene PYC supplémentaire dans les High-Five™ transfectées nécessite

un plus grand apport en acides aminés.
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Chapitre 5 Modélisation dun bioprocédé

5.1 Problématique de la bio-modélisation

La construction d'un modéle pour un bioprocédé doit s’orienter sur Fusage que on fera
de ce modéle. Du point de vue de l'ingénierie, la structure du modele doit pouvoir étre

utilisée & des fins de simulation, d’estimation d'états (observateur d'état) et de conirGle.

Un observateur d’état doit se baser sur un modeéle dit observable. L'observabilité d'un
systéme est la capacité de reconstruire la trajectoire des états dans un temps fini avec
uniquement la connaissance des valeurs des variables mesurées (Bogaerts & Hanus,
2001). De la méme facon, un modele destiné a I'élaboration d'une strategie de
controle doit comporter des variables controlables. Les paramétres de ce modéle
doivent étre identifiables par les données expérimentales recueillies. Une structure de
modéle trop simple ne peut pas reproduire adéquatement la trajectoire des données
expérimentales et un modéle trop complexe risque de surparamétriser le systéme si le

nombre de données expérimentales est limité.

5.2 Types de modeéles

L'avantage principal d’'un modéle non structuré et non ségrégue est sa simplicité. Un
modele est dit non structuré s'il considére la biomasse comme un seul éiément. Par
opposition, un modéle structuré sera basé sur le métabolisme intracellulaire (celui-ci
comprend une quantité impressionnante de bioréactions). Un modele est non
ségrégué s'il considére la biomasse comme une population homogeéne, sans distinction

des phases du cycle cellulaire ou de la taille des cellules. Enfin, un modéle est
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ségrégué lorsqu’il comprend une étude de l'influence de la position de la cellule dans

son cycle de division cellulaire ainsi que de linfluence de la taille de celle-ci sur

certains composants, notamment sur les produits.

Quelgues uns des groupes de modeéles mathématigues recenseés :

Metabolic Control Analysis : analyse de sensibilité des flux métaboliques
(modéle structure, non segrégué).

Cybernetic Modelling : modéle non structuré, non seégrégué, comprenant
plusieurs substrats limitants. Un contréle optimal est introduit pour maximiser
un critére (i.e. la production de biomasse)

General Dynamical Model : modéle non structuré et non ségrégué se basant
sur les bilans de matiére macroscopique.

General Modelling Methodology : modéle dynamique général utilisé pour les
cellules animales ol les coefficients de rendements sont modélisés par des lois
de puissances. Le modéle considére que les coefficients de rendements,
contrairement 3 ceux des bactéries, ne sont pas constants dans le temps. La
maodélisation faite avec des lois de puissances n’a pas de valeur physique, il

s'agit d’un artéfact pour suivre I'évolution des coefficients dans le temps.

5.3 Modéle dynamique général

Les réactions macroscopiques ne respectent pas la steechiométrie des éléments

chimigues. |l s'agit de coefficients pseudo-stoechiométrigues. En général, ce type de

modélisation comprend de une a six macro-réactions. |l existe trois types de réactions

macroscopiques (Bogaeris et Hanus, 2001) :

Les réactions non catalysées ni autocatalysées :
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o (k)& +(-k )&, —E,
e Les réactions caialysées :
o (k)& +(-k, )&, — (K, )&, +E,
£, est le catalyseur de la réaction (souvent il s’agit d’enzymes)

o Les réactions autocatalysées :
© (”ka)éa -’ (kb)éb +&,

€, est l'autocatalyseur de la réaction, il est produit par celle-ci et il 'active.

5.3.1 Représentation matricielle

A partir des réactions biochimiques décrites précédemment, on peut tirer des bilans de
matiére. De la méme fagon qu'avec des réactions chimiques standard (ne faisant pas
intervenir de matériel vivant), on dresse les bilans suivants pour chacune des variables
d'état :

taux de variation = entrée - sortie + production - consommation .

Ce qui se traduit typiqguement de la fagon suivante pour les réacteurs biochimiques :

‘;—f=K<p(a)—D¢+F<&>—Q@> (695.1)

Ou ¢ est le vecteur des variables d'état, K la matrice des coefficients pseudo-
stoechiométriques, D le taux de dilution, F le vecteur des flux alimentés, Q le vecteurs

des flux de sortie du réacteur. L’élaboration de cette représentation a été réalisée par

Bastin & Dochain (1990).
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5.3.2 Partition du modéle dynamique général (Bastin & Dochain,
1990)

Dans la représentation matricielle précédente, on note que K et ¢ sont inconnues. |l
est trés difficile d’identifier de maniére simultanée les coefficients de rendements et les
parametres des cinétiques. Dans l'optique d'identifier ces deux matrices inconnues de
fagon séparée, Bastin et Dochain (1990) proposent un changement de base et une
manipulation des matrices. Cette transformation est nommée transformation en état
clé, indépendante des cinétiques de réactions. Définissons P, le rang de la matrice K,
M, le nombre de réactions biochimiques et N, le nombre de variables d’état. En
partitionnant la matrice K en deux sous matrices de dimensions respectives de PXM
(nommons la K,) et (N-P)XM (nommons-la K,). Le systéme peut donc se réécrire en

deux systémes distincts :

d
Lo K0, 5)- D5, +F, -0,
g (é9 5.2)
"‘;h—b: Kb(P(‘iaaF:b)’D&b +F}> _Qb
Il existe une transformation d’état :
z=AE, +¢&, (€9 5.3)

oU A est une matrice de dimension (N-P)XP qui valide I'expression suivante (annexe 5

présente une validation du choix de cetle relation) :
AK, +K, =0 (éq 5.4)
Le systéme équivalent a celui présenté en 5.1 utilisant la fransformation d’état, est :

L Dz A, -0)+ (F,-0) (6 5.5)
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Et ce nouveau systéme est indépendant des cinetiques de réactions. La procedure de
la transformation d'état clé n'est valide que si et seulement si [lidentificabiliié

structureile des coefficients de rendements est respectée (Chotleau & Bastin, 1992).

5.3.3 A-identifiabilité (Chen & Bastin, 1996)

L'identifiabilité des coefficients de rendements dépend de la structure de la matrice K.
Nous devons examiner cette structure afin de savoir s'il est possible d’identifier les
valeurs des paraméfres contenus dans cette matrice. Le sysiéme non-linéaire de
l'équation 5.5 nous permet de penser a deux approches différentes pour identifier la
matrice K. La premiére approche possible est de trouver directement K par une
technique d’estimation des parameétres non-linéaires. Les algorithmes de régressions
numériques non-linéaires ne sont pas nombreux et souvent difficiles a utiliser. La

deuxiéme approche possible consiste a identifier tout d’abord la matrice A et de

retrouver la matrice K grace a la relation suivante : 4K, +K, =0, ., , et ce, par

régression linéaire. C’est cette avenue qui a été privilégiée pour la simplicité de son
application numérigue, méme si elle peut causer certaines difficultés, notamment quant
a la suridentification des coefficients pseudo-steechiométriques. Néanmoins, ces deux

approches demeurent valides uniquement si K est structurellement identifiable.

5.3.3.1 Identificabilité structurelle

Nous devons émetire quatre hypothéses pour vérifier identificabilité structurelle de la
matrice K :
H1 : Le vecteur d'état est complétement mesuré

H2 : La structure de la matrice K est connue :
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a) la dimension de K est connue
b) la disposition des coefficients nuls et non-nuls est connue
H3 : Chaque colonne de K contient un coefficient égal & un (1), qui correspond
au composant de normalisation de cette réaction.
H4 : Chaque coefficient inconnu entre une seule fois dans la matrice K de

maniére linéaire.

A partir de 'équation 5.3, il est trivial de montrer que I'on peut récupérer la matrice A 3
partir de P'état z(t). Il faut toutefois montrer que 'on peut récupérer K a partir de A.
Définissons un certain nombre de variables :

n; : le nombre d’éléments non nuls de la j° colonne de K, n>0

k¥ : vecteur des éléments inconnus de la j*colonne de K

c¥ - vecteur des éléments inconnus de la j°colonne de A

k'f :[k(l)T k(m)T]
o’ ___I:c(l)z’ C(m)T]

La dimension de k est &gale & la somme sur j des dimensions des k%, ce qui équivaut a

la somme sur j des (ni-1).

De maniére théorique, on sait que K sera identifiable s'il existe une unique solution

pour I'équation 5.4 ou de maniére équivalente k% sera identifiable s'il existe une unique

solution de Ad"’ +5Y =0, . Ou a¥ et b? sont respectivement la |° colonne de
(n-p)x1 ]

K. et de K,. On pourrait également rajouter que K est A-identifiable si k¥ I'est pour j=1

am. Ce théoréme est vrai, mais il n’est pas trés facile a valider en pratique.
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Chen & Bastin (1996) ont montré gu’'une condition nécessaire pour gue k9 soit A-

identifiable est que n, —1< N —Pet ce pour tout j=1..m. lis ont également montré

gu'une condition nécessaire et suffisante pour que k9 soit A-identifiable s'énonce
comme suit ; 8'il existe une partition de K, tel que rang(K, )=P et que N>M 2P et
gue dim(K.9)=0 (i.e. K, ne contient aucun élément de k%), alors k% est A-identifiable.

Un corollaire & ce théoréme est que si M <2, et que n, ~1<N-P, alors k¥ est A-

identifiable.

La partition du modéle n’est pas unique, mais si k¥ n’est pas A-identifiable pour une
partition, il ne le sera pour aucune. Ce qui implique que la partition n’est peut-étre pas
unique, mais les partitions sont toutes équivalentes du point de vue de lidentification

structurelle (Chen & Bastin, 1996).

5.4 Elaboration d’un systéme matriciel

Afin d’étre en mesure d’identifier un schéma réactionnel, il faut tout d’abord s’assurer
de respecter les deux hypothéses suivantes (Bastin & al., 1997):
H1 : Les composants impliqués dans les réactions sont connus et mesurables
H2 : Les composants et les entrées du systéme sont mesurés avec une période

d'échantillonnage raisonnable.
5.4.1 Premiére étape : la liste des espéces biologiques et chimiques
impliquées dans le procédé

Afin de définir un schéma réactionnel adéquat a un procede, il faut préalablement
définir les facteurs qui ont un role dans le procédé. Evidemment, il faut que la

quantification de ces composants soit disponible (Chotteau & Bastin, 1994).
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5.4.2 Deuxiéme étape : déterminer le nombre de réactions
macroscopiques indépendantes

Afin de savoir combien de réactions sont nécessaire a la modélisation d’'un procédé, on
définit C(t), la matrice de tous les composants candidats identifiés a I'étape précédente,
de dimension EXn (ou E est le nombre d’échantilions et n le nombre de composanis
candidats). Du modéle dynamique général, on peut isoler les réactions cinétiques et

intégrer cette nouvelle équation (Chotteau & Bastin, 1994, Bastin& al., 1997) :
! !
5, (t)=K [r&(x)dr =C,(1)-C,(0)- [[F-DC,(x)-0Q Jdr  (€a5.6)
0 0

La matrice M, dont le rang nous indigue le nombre théorique de réactions cinétiques

nécessaires a la modélisation du procédé :

&) - 6, (%)

M= .. " (€q5.7)
C(tg) o G (%)
Ce test est rarement utilisé étant donné que les valeurs expérimentales sont bruitées.
En pratigue, on prend le nombre de valeurs significativement non nulles dans chaque
colonne (i), nommons-le a, et on compte le nombre de colonnes dont le a; est
significativement non nul. Cecl s'illustre facilement sur un diagramme. Par exemple,
posons n=15 et £E=30 dans un procédé de croissance de celiules VERO (exemple pris

dans Chen & Bastin, 1996) :
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Figure 5.1 : nombre de réactions macroscopiques nécessaires pour la modélisation d'une
culture de cellules VERO

Dans cet exemple, cing réactions seront nécessaires & la modélisation des réactions
cinétiques. Le modéle dynamique général est identifiable si et seulement si les

réactions cinétiques sont distinguables par les données expérimentales.

Il y a quatre raisons principales qui expliquent que I'on ne puisse pas distinguer les
réactions cinétiques par les données expérimentales :

= une matrice K de rang incomplet;

= de cinétiques dépendant les unes des autres;

= des réactions réversibles;

» des coefficients de rendements proportionneis entre eux.

Les cinétiques sont indépendantes si et seulement si 'espace vectoriel généeré par
1 (8)..r, (€ Jest de dimension M. Les réactions sont indépendantes si et seulement si
la matrice des coefficients de rendementis est de plein rang et que les cinétiques sont

indépendantes. Seules les réactions indépendantes sont identifiables (Bastin & al,,

1997).
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5.4.3 Troisiéme étape : Identification de la structure du schéma
réactionnel

Afin de pouvoir continuer lidentification du schéma réactionnel, on doit poser une autre
hypothese, H3: N>M (Bastin & al.,, 1997). La structure d’un schéma réactionnel
demande la connaissance des entrées nulles et non nulles de la matrice K. L'étape
d’identification du schéma est un processus itératif. I faut d’abord choisir un schéma
réacticnnel qui semble étre en accord avec les connaissances actuelles du procédé.
Ensuite, on identifie les valeurs des coefficients de rendement par la transformation
d’état cié en minimisant l'erreur sur les parameétres par un algorithme des moindres

carrés (que Fon peut normaliser par rapport a la valeur maximale de chaque variable) :
A 2
T =35, -£,(4)] (69 5.8)
t

Si le modele reconstruit les trajectoires des composants, le modéle est valide et Ia
procédure est terminée. Si le modéle ne répond pas aux exigences fixées, on
recommence la procédure jusqu'a ce que lon trouve un schéma réactionnel
repoduisant convenablement les trajecioires des divers composants (Chotteau &
Bastin, 1894). Un critéere de sélection plus systématique est proposé dans Bastin & al,,

1997, qui consiste a utiliser Ia théorie classique d'identification des systémes.

5.4.4 Quatriéme étape : découplage des réactions cinétiques

I faut trouver une transformation d'état permettant de découpler les réactions les unes
des autres afin de pouvoirles identifier séparément.
K'K=1,
y=K'¢E (€9 5.9)
y=r(&)+K"u
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Oul K* est le pseudo-inverse de gauche de K (Bastin & al., 1997). Une facon de faire
proposée par Chotteau & Bastin (1994). Chacune des trajectoires des composanis

impiiqués dans une réaction est approximée par une fonction de Weilbull

(w(t)=a—(a-b)exp [—e('”d'"(')):‘). Ainsi :

g(1) > & (w(r))
r(g) = r(w(1)

Ce systéme transformé posséde M fonctions cinétiques ne dépendant que du femps et

(¢9 5.10)

des paramétres de Weilbull.  Cetie technique semble bien fonctionner sur de petits

systemes.

5.4.5 Cinquieéme étape : Identification d’'un modéle analytique pour
les fonctions cinétiques

Cette étape consiste a choisir un modele pour les reactions cinétiques en accord avec
les connaissances acquises sur le procédé. Ensuite, un critére a minimiser est choisi
pour identifier les parameétres cinétiques. Afin d’identifier les réactions cinétiques, il faut

poser 'hypothése suivante, H4 : rang(K)=M.

il existe toutes sortes de modeles analytiques pour les réactions cinétiques (annexe
Bastin & Dochain, 1890). Ces modeles tentent de relier la physique du systéme a un
modéle mathématigue. Les plus connus sont ceux qui utilisent un substrat limitant,
et/ou un composant inhibiteur, tel que Monod, Contois, et Haldane. ll existe aussi des
modéeles qui ne tiennent pas compte de la physique du systéme. Le systéme n'est
souvent que partiellement connu, on peut alors simplement estimer la réaction par une

fonction paramétrique, ielles des splines ou des polynomiales. Il existe un autre type
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de modéle ne tenant pas compte de la physique du systéme, celui de la grande famille

des algorithmes d’apprentissage, tels les « neural network » et « genetic algorithms ».

Bogaerts & Hanus (2001) ont développé une approche générale qui demande un
minimum de connaissances préalabies du procéde. 1i s’agit d'une structure de modéle
de cinétigue générale (Bogaerts & Hanus, 2001). Ce type de modélisation n'est pas
analytique, mais il fait appel a des connaissances a priori du procédé. Les cinéliques
sont définies par une combinaison de composants activant la réaction et de
composants inhibiteurs. L’avantage de cette structure des réactions cinétiques est

qgu’elle est trés générale et linéarisable.

9, (&)=, TTEr ()] Te "~ (69 5.11)

keR; lep;
Qu o est une constante réelle, R; est 'ensemble des réactifs, produits, catalyseurs et
autocatalyseurs activant ia réaction j, P; est 'ensemble des composants apparaissant
dans la réaction |, v i est un coefficient d’activation relié au composant k dans la

réaction j, f3, ; est un coefficient d'inhibition relié au composant | dans la réaction j.

5.5 Analyse de stabilité

La théorie de Bogaerts (1999) sur la stabilité d’un modéle implique que si I'état initial,

&(0), d’'un systéme non linéaire est borné et que le profil des entrées u(t) I'est aussi,

alors la trajectoire de é(z) est bornée. Cetie théorie est développée dans la theése de

Bogaerts et se nomme BIBS (« bounbed input bounded state stability »). Ce critére est



75
suffisant pour prouver que la stabilité d'un systéme non linéaire se traduit par 'un ou
{autre des deux criteres suivants :

1. On définit un réactif de réference pour une réaction comme étant un composant
qui wagit ni a titre de catalyseur, ni a titre d’autocatalyseur et qui n’apparait pas
dans une'autre réaction que celle dans laquelle il est le réactif de référence. Si

chaque réaction posséde au moins un réactif de référence, alors la trajectoire
de & (1) est positive et bornée par le haut pour tout t.

2. Si chague réaction contient au moins un réactif de référence sauf la j° réaction
et que la j° réaction contient un réactif qui n'est ni un catalyseur, ni un

autocatalyseur, mais que ce réactif est produit par une autre réaction L, alors la
trajectoire de ?;(t) est positive et bornée par le haut si la réaction L posséde au

moins un réactif de référence.
Si D)y>0 vt
0<EDMN<EY Vit

max,in

5.6 Identification des parameétres

Uidentification mathématique des parameétires des modéles a partir des données
expérimentales enirées/sorties est laborieuse parce que les systémes sont trés
complexes et fortement non-linéaires. De plus, les mesures expérimentales sont
entachées d’erreurs. |l existe principalement deux obstacles a lidentification des
cinétiques réactionnelles. Premiérement, la sélection des facteurs biclogiques el
physico-chimiques qui ont une influence supposée sur fes cinétiqgues n’est pas

évidente. De plus, il faut incorporer un maximum de ces facteurs dans les modéles.
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Ainsi, le choix d'un modéle analytique se révéle étre un choix complexe (Chen &

Bastin, 1996).

5.6.1 Procédure de Bastin & Dochain (1990)

Une fois la transformation d'état clé effectuée et la vérification de la A-identification
faite, il faut trouver un critére & minimiser afin de trouver les valeurs des coefficients de
rendements. Définissons les variables des quantités totales cumulées dans le

réacteur :
O =EO*V(H-EO)*V(0) - I(~D(T)*§(T)+ F@)—-Q@)*V(t)de (69 5.12)

Ce vecteur d’état modifié ne dépend pas des cinétiques de réactions. On utilise la
méme partition que celle expliquée pour I'équation 5.2, soit n, () et n,(¢), il existe la
relation approximative suivante entre les deux :

Yy =n, (1) =—4n, (1) (69 5.13)
On peut évaluer, a partir des données expérimentales, n,(¢) et n,(z) et calculer une
estimation de m, (f) par I'équation 5.13.
Afin de trouver les vraies valeurs de la matrice A, on minimise le critere J

_ 2
J:Enb_Y‘:eL}__ (éq 5.14)

max(n, )
Cette procédure est une simplification de 'approche de M. Bogaerts. La procédure de

Bastin & Dochain ne tient pas compte du terme initial de l'intégration des n(r). La

procédure qui suit est donc plus compléte, mais aussi plus complexe.
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5.6.2 Procédure systématique de Bogaerts (Bogaerts & Hanus,
2001; Bernard & al., 1999)

Cette procédure comprend trois étapes. La premiére est largement inspirée de la
théorie développée par Bastin & Dochain (1990). i s’agit d’identifier les coefficients de
rendement du procédé sans avoir de connaissances sur les cinétiques des réactions.
La seconde étape propose un estimé initial des paramétres des cinétiques de
reactions. La derniére étape consiste 2 raffiner les valeurs des parametres des

cinétiques de réactions trouvés lors de la linéarisation.

5.6.2.1 Premiére étape : identification des coefficients de rendements

Une fois la transformation d'état clé effectuée et la vérification de la A-identifiacation
faite, il faut frouver un critére a8 minimiser afin de trouver les valeurs des coefficients de

rendement. Soit le systéme non linéaire affranchi des cinétiques de réactions:
z(t) = ~D()z(t) + Au, () +u, (1) €q.5.5=(éq 5.15)

20y = Ae, (1)+5,(0) 69.5.3=(éq 5.16)

Apres intégration de I'équation 5.15, on obtient :

1 | D{x Y« 1 -Dfx Yk
z(t): 2(0)+ I[Aua (T)+ub (T)]e"j at e‘! (€9 5.17)

En combinant 5.16 et 5.17, on trouve e systéme linéaire en A suivant :

]‘D(r)ch
Y =n,(t)=—4n,(1)+z(0)e’ (69 5.18)
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On peut également évaluer n(¢) directement & partir des données expérimentales &(1) :

1 3

j-D(‘[ Yot |1 TjD(lc )dx
n, (1) =§,(1)-¢° Iua (t)e? dr (€9 5.19)

0

'

JL D(x )dr

n (1) =&, () - ¢ J ()

]-D(K JES

dr (&9 5.20)

Il existe plusieurs critéres pour minimiser une erreur.. Essentiellement, il faut définir une
distance entre les valeurs expérimentales et celles du modele paramétré et la

minimiser en changeant les valeurs des paramétres. Le critére le plus commun est

celui des moindres carrés qui se définit dans notre cas comme étant: (¥ -vn,) . Ce

critere trés simple est utile lorsque les mesures Y et n, (r) sont exactes, sans erreur et

sans bruit. Or dans les procédés biotechnologiques, les mesures expérimentales sont
bruitées et possédent une erreur expérimentale importante. |l existe des estimateurs
de Perreur qui tiennent compte de ces facteurs. C’est le cas de lestimateur du
maximum de vraisemblance et de I'estimateur de Markov. L’estimateur de Markov est
une simplification de Pestimateur du maximum de vraisemblance lorsque 'on considére

seulement Perreur sur les mesures Y et non celles sur n(r). La paramétrisation

effectuée 2 'aide d’'un estimateur de Markov peut donc servir de point de départ a la

paramétrisation du modéle par un estimateur du maximum de vraisemblance.

5.6.2.2 Estimateur de Markov

On peut définir élément par élément le vecteur 1, (¢) :

7

J - Dt }dx

" (1) ==A"n, (1) +2 (0)e" (6 5:21)
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Caractérisons les échantillons par un couple (s,k) ol s est l'indice représentant le
numéro de I'échantilion (i.e. le temps) variant de 1 a S et k lindice de I'expérience

variant de 1 & N..

On peut réécrire le modéle d’état n, () comme étant une multiplication vectorielle :
¥R =0/0"0") (éq 5.22)

Ot

t.

, , ~Sf D({x ydx
(ps,k = ‘na (ts,k) e ’ .

(6 5.23)
0" @M =47 (0]

Cette fagon d’écrire le modéle permet de mettre en évidence le vecteur des parametres
a identifier. 1l est & noter que I'on considére le vecteur initial de z(f) comme étant
inconnu, ce qui est parfaitement logique puisque celui-ci dépend des coefficients
pseudo-stoechiométriques. Nous supposerons que seules les mesures Yo, de Ysi

§

sont entachées d’erreur (Y, , =Y, +£,,,). Ainsi I'estimateur de Markov se définit

comme suit ;

60 = drgMinJ,,0") avec J,,09)=

esr)

> = (éq 5.24)

s=1 k=i Y.k

b | —

5 & (10, ~00,0°0)
s=1

Les hypothéses sur les bruits de mesures sont celles faites habituellement : blancheur,

moyenne nulle et distribution gaussienne (de variance o,
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La matrice de covariance de cet estimateur est la suivante :

-1
O=EPY60 = ii@s,k@ik (éq 5.25)
- ¢ Ve - )2 qo.

s=1 k=1 Oy gy
Une propriété trés intéressante de cet estimateur est qu ‘il conduit & une solution
unique lorsgu’il est appliqué a un modéle linéaire en ces parameétres. Cette solution
peut servir de point de départ pour I'estimateur du maximum de vraisemblance, bien
qu’elle ne puisse pas étre finale, étant donné qu’elie ne tient pas compte du bruit sur

¢!, . Dans le cadre de ce projet, nous n'avons pas utilisé d’estimation ni de Markov ni

du maximum de vraisemblance.

5.6.2.3 Deuxiéme étape : estimation des paramétres des cinétiques

La formulation des réactions cinétiques choisie par cet auteur a été présentée dans

une section antérieure et se définit comme suit :

6, (&)=, TTe (O] Te ™= 69.5.11=(¢q 5.26)

kek; leP]
On peut linéariser cette équation par rapport aux paramétres en prenant le logarithme

d’équation 5.26:

n(¢,)=tn(a,)+ > v, (&)=~ B, & (69 5.27)

keR; leP;

La fonction a minimiser est la suivante :

In(at,) 2
Oﬂm = argemin—%zz In (6)*[1 In (ah.,j) “@1_4] Y (g 5.28)
ot By

Ou (]; = I%;’ (ia +DE, - F, + Qa) vient du modéle dynamique général.
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Chapitre 6 Modéle dynamique général appliqué au
procédé de Sf-9
Lidentification d’'un modéle est un processus itératif. Le cheminement décrit dans le
plan suivant représente 'ensemble de cette démarche. Celle-ci commence par
Iidentification d'un schéma réactionnel. Suit la validation de la procédure
d'identification numérique. Cette étape est réalisée avec des données simulées, afin
de sassurer que Palgorithme est en mesure de trouver les bonnes valeurs des
coefficients pseudo-steechiométriques. La deuxiéme étape de validation de la
procédure consiste a tester Ialgorithme avec un autre ensemble de données simulées
afin de vérifier la robustesse de l'algorithme. L'étape clé est Tlidentification des
coefficients pseudo-stoechiométriques des données expérimentales. Dans le cas
présent, le schéma réactionnel A, a di étre rejeté a cette etape. L'étude d'un autre

schéma réactionnel conclut cette procedure.

Plan 6-1 : Processus de modélisation

1. Validation de la procédure avec le schéma A (éq. 6.1) et les données simulées 1 (figures 6.1 2 6.3):
a. Pour un systéme sans bruit
i. Impact du point de départ de la minimisation de I'erreur sur la résolution de P'algorithme
ii. Impactdes criteres d'arrét sur la résolution de I'algorithme
ii. Influence des différentes partitions sur la résolution de algorithme
b. Pour un systeme bruité :
i. Impact du bruit sur les mesure sur la résolution de Palgorithme
ii. Influence des différentes partitions sur la résoiution de I'algorithme
2. Validation de la robustesse de la procédure avec le schéma A et les données simulées 2 (figure 6.5) :
a. Pour les différentes partitions
b. Pour le systéme complet
c. Pour le systéme sans les bilans des gaz
identification des pseudo-stoechiométriques du schéma A de I'expérience 6 (figure 6.6)
Conclusion : rejet du schéma réactionnel A

Identification des pseudo-stoechiométriques de 'expérience 6 avec le schéma B (éq. 6.2)

o o b~ W

Conclusion : adoption du schéma réactionne! B




6.1 Construction d’un schéma réactionnel
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Pour la phase précédant l'infection virale, il est possible de concevoir deux schémas

réactionnels distincts. Le premier se compose de deux réactions de croissance, 'une

résultant du cycle des TCA et l'autre produisant un sous-produit, 'acide lactique de

maniére anaérobiqgue. Le deuxiéme schéma combine ces deux réactions en une seule,

produisant a la fois le gaz carbonigue et Pacide lactique. L'avantage du premier est de

définir la production d'acide laclique comme n'étant pas directement relié & la

croissance totale cellulaire. L'avantage du second schéma est évidemment sa

simplicité.
Schéma réactionnel A :

. . autocatalysée
k,glucose + k glutamine + kO, ——> X + k,CO,
glucose — 2 s p X + k,lactate
Schéma réactionnel B :
autocatalysée

k,glucose + k,glutamine + k, 0, ——"""— X + k., CO, + k,lactate

Les bilans de matiéres découlant du schéme réactionnel A sont les suivants :

dX
—d—t“z M1X+k1H2X*DX

dS in
g;‘=*k2H1X‘H2X+D(SJ -S)
ds _
—E =k, X + D(S; - S,)
dt
%—:OTR—OUR—DC

OTR = kla, (Q,,,0,)(C* -C)  OUR=kp,X

(€q 6.1)

(69 6.2)

(69 6.3)

(69 6.4)

(€9 6.5)

(€9 6.6)
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9 CTR+CPR-DP
di (69 6.7)

CTR = klac, (Do Cru) (B -R) CPR =k, X

dp, ,
j—: ki, X — DP, (&9 6.8)

Les bilans de matiéres découlant du schéme réactionnei B sont les suivants :

% - X -DX (60 6.9)

Lo X+ DT - S) (60 6.10)

-‘-15[1:— s X +D(S) = S,) (69 6.11)
£=0TR—OUR~DC

dr (646.12)

OTR = Ha, (0,,.0,)(C* =C)  OUR=kuX

A TR+ CPR-DP
i (€9 6.13)

CTR = Kla, Qs Opur) (B -F) CPR = kg, X

dP,
-d—;:km}X—DPz (69 6.14)

ol X, est la concentration cellulaire viable (eceli/L), S; la concentration en glucose
(mmol/L), S, la concentration en glutamine (mmol/L), C, la concentration en oxygene
dissous (mmol/L), P, la concentration en dioxyde de carbone dissous (mmol/L}), P, la
concentration en acide lactique (mmol/L) et D, le taux de dilution (F/V, en h"). Les

taux de réactions sont modélisés par une combinaison de Monod.
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Les coefficients de transfert des gaz sont liés (Frahm, 2002) :

Kla., =0.8%kla,

En représentation matricielle, le modele dynamique général devient :

Ou, pour le schema A :

- .7 —~

X I
Sl "kz
S, | |k
C | |~k
Al k&
L] L

(69 6.18)

k

1

~1

[T e B )

B
=

mX
o X

et pour le schéma B .

x| [ 1]
S, ~k,
S, || ks

N*.U. -—hu' Q
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[nX]-
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D
0
0
0
0
0

o o o o o U
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D+ Kay,,
0

o O O

D+ klaCOZ
0

O o c o o
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D S’iﬂ
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kla, C*
Kaq, B
0

0
DS"
DS?

kla, C**

Sat
ki Aep, 4

0

&4

(6q 6.15)

(69 6.16)

(€9 6.17)

(&q 6.20)
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6.2 Schéma A
6.2.1 Identifiabilité de la matrice K

Les matrices K présentées ci-haut sont identifiables au sens ot Chen l'a exprimée.
Toutefois, la solution n'est pas unique. En effet, un ensemble de valeurs pour la
matrice K peuvent étre utilisé pour modéliser le méme systéme. Afin de verifier cela,
nous avons généré un systéme de données expérimentales (données simulées 1) a
I'aide des bilans de matiére du modéle d’état pour le schéema A.

Les matrices K et ¢ utilisées pour ce faire sont les suivantes (avec klag,=1 Yy

pu =0.02 .
uy™ = 0.01 = (k +M5]‘ )f/]cS2+S )
k,=03 — '"‘WS‘ e
_ — HZ 1
e ey
k =5 1 k] (éq 6.21)
k, =4 —k, -1
k=15 ~k, 0
k, =2 —k, 0
k=12 k, 0
k, =0.8 0 k|
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Voici le systeme simuié 1 :

200 T T T T T
) H . H .
; H :
2 N s 3
] RIs S SO S S :
> : , + : ; i : ; : .
; *+!¢‘*“** ; ' i : 1 i : '
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< S
g 20 —g
o 10 LE)
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i}
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Figure 6.1 : Variables d’état des données simulées 1 sans bruit

La solution trouvée pour la matrice K par la procédure de Bogaerts, Bastin et Dochain
dépendent de plusieurs facteurs liés a la résolution numérique de l'algorithme. Afin de
pouvoir commencer la procédure des itérations en vue de minimiser la variance entre
les données expérimentales et celles du modele, I'algorithme fminsearch (de Matlab),
qui utilise une méthode de Nelder-Mead simplex, a besoin d'une matrice de depart et
de deux critéres d’'arrét. Le premier critére d’arrét est sur la taille du diameétre du
simplexe (toly), si celui-ci est en dessous de la valeur fixée, il y a alors convergence et
la minimisation est réussi. Le deuxiéme critere est sur la difference entre deux
évaluations de la fonction & minimiser (tok). Lorsque le résidu caiculé varie d’'une

valeur plus petite que le critére fixé entre deux itérations, alors il y a également
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convergence. Pour que la fonction fminsearch conclue que la minimisation est atteinie,

ces deux critéres doivent étre satisfaits.

La solution trouvée par cet algorithme sera influencée par le point de départ de
algorithme ainsi que par la valeur des critéres d’arrét. Toutefois, ces solutions, bien
gue numériquement différentes, peuvent toutes suivre la irajectoire des courbes
expérimentales. Ceci est vrai pour des données sans aucun bruit. Nous avons
utilisées les données simulées 1 afin d’illustrer Ia non uniciié des valeurs de la matrice
K. Il est a noter que V'algorithme aura tendance a trouver des valeurs faramineuses
pour les coefficients de la matrice K, lorsque les criteres d’arrét sont trés petits. Dans le
tableau 6.1, seuls les quatre premiers coefficients ont été simulés, écartant ainsi les

bilans de matiére sur les gaz.

Tableau 6.1 : Solutions équivalentes avec Eqft}=[X Pa(t)}’

Influence | kaepart ki ko ks ka # itér feval toly, tols
Kaepart 1 1,1405 | 0,8768 | -7,47¢% | 3,4068 593 63,1142 le®
5 14,0840 | 4,0218 | 1,5130 | 1,9926 | 495 | 0,0011 let
10 4,9840 | 4,0218 | 1,5130 { 1,9926 796 0,0011 le®
toltolr | 5 | 4,9827 | 4,0230 | 1,5137 | 1,9920 | 557 | 0,0011 | le®
5 | 4,9840 | 4,0218 | 1,5130 | 1,9926 | 495 | 0,0011 | le®
5 8,4684 | 4,1281 | 1,1795 | 3,4506 131 0,9438 les
k réels 5 4 1.5 2

6.2.1.1 Le bruit

Avec des données bruitées, il est possible d’identifier la matrice K de la méme maniére
gue lorsque le bruit est absent. La difficulté supplémentaire gu'impose le bruit est le
passage inverse du modéle d'état en z(t) vers le modéle d’état en £. En effet, lorsque
le bruit est absent, on retrouve les trajectoires du vecteur d'état grace a un observateur

surz{t) des &y paré, :
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2(t) = J‘(—-D(t)z(t) + Au, () + u, (1))t 6053 et 5.5 =(4 6.22)
&, (1) =z(t) - 4, ()
Cet observateur semble éprouvé des difficultés lorsque les données sont bruitées. En
effet, les trajectoires des données simulées bruitées et celles de cet observateur ne
sont plus superposées et ce, méme avec un faible bruit.  Le bruit introduit dans les

données 1 est de forme gaussienne avec une moyenne nulle et une variance donnée.

Dans les figures qui suivent Kqyepan €5t fixé a 5 et les criteres d'arrét a 1e*.
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Figure 6.2 : Données simulées 1 bruitées avec une variance de 0,01
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Figure 6.3 : Données simulées 1 bruttées avec une variance de 0,05

Tableau 6.2 : Solutions de K en fonction de la variance du bruit

Bruit ki ko ks ks # itér fevar final

0.01 4,3904 1,1458 0,4142 2,1310 652 64,9124

0.05 -5,24¢14 0,3457 0,0725 | 8,3056¢!4 2261 165,616
k réels S 4 1.5 2

L’observateur du modéle d’état ne supporte peut étre pas le bruit, mais le modéle d'état

une fois transformé en z(1), lui le supporte mieux.

’j'- Dixyde |1 TJ.D(x Jdx
n, (1) =¢€,(t)~e J.ua (1) dr
0 €0.5.18 & 5.20=(éq 6.23)
}'vl)(’t)d’[

n, (1) = —dn, (1) +z(0)e?
La trajectoire des my, prédites par n., nous permet de penser & faire un conirble
directement sur ces variables plutét que sur le vecteur d’'état original. Toutefois, rien ne

garantit que la trajectoire optimale de n, implique que &, soit optimal, puisqu’on ne peut



% .

pas prédire &, & partir de 1, (contrairement aux données simulées non bruitées). Le

schéma suivant résume graphiguement la situation de cette modélisation.
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6.2.2 Partitions du modéle

Le vecteur d’état est de rang N=6, et la matrice K de rang P=2. Il y a donc 15
possibilités de partitions du modéle d’état. Des six variables d’état, nous écartons les
deux gaz comme choix de variables possibles pour la partition. Et ce, parce que les
valeurs de ces variables sont mesurées en-ligne par des sondes dans le bioréacteur,
alors que les 4 autres variables sont des mesures faites par des analyses a partir de
Péchantilion. En ne prenant que quelques points des valeurs en-ligne obtenues, on
risque de perdre des renseignements sur les données des gaz. De plus, ces deux
bilans sont plus difficile & estimer étant donné que Pon doit tenir compte du transfert
gaz-liquide (nous verrons plus loin que ces deux bilans posent certains problemes pour
la modélisation du systéme). lf nous reste donc 6 partitions possible du modeéle d’état.
En s’appuyant sur la théorie de Chen, exposée dans le chapitre 5 sur la modélisation,
toutes ces partitions sont mathématiquement équivalentes. Or, nous allons exposé
dans ce chapitre quelques nuances pratiques a ce sujet. En effet, les partitions sont
toutes mathématiquement valables et toutes équivalentes lorsque Pon possede des

données ne présentant aucun bruit.

Tableau 6.3 : Sclutions pour K avec les données simulées 1 pour toutes les partitions
sans bruit (Kaeparn=5,tolx=tol=1¢9)

Partition k1 kg ka k4
X-S, ~4,9827 4,0230 1,5137 71,9920
XS, 49827 4,0230 1,5137 71,9920
X-P, 74,9840 4,0218 1,5130 1,9926
S-S 49827 2,0230 1,5138 71,9200
$1-P, 29827 4,0230 15137 | 1,9920
S2-Po 4,9827 4,0230 1,5137 1,9920
Réels ) 4 1.5 2
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Lorsque les données sont bruitées, toutes les partitions ne sont plus équivalentes.

Tableau 6.4 : Sclutions pour K avec les données simulées 1 pour toutes les partitions

avec un bruit 0.01 de variance {Kaepare=5,tol=tolp=1¢-6)

Partition k ko ks kaq
X-S1 5,3690 10,7783 3,9627 2,0598
X-S2 4,8483 7,5812 2,9726 1,8826
X-P2 4,0518 1,0899 0,4209 1,9586
S1-82 5,0318 6,3311 2,4083 1,9608
S1-P2 4,9944 3,4912 1,2995 2,0130
S2-P2 5,0383 3,2202 1,1734 2,0572
Réels S5 4 1,5 2

Nous avons répété ces simulations avec d’autres valeurs de la matrice K afin de

corroborer les résuitats obtenus et de vérifier la robustesse de l'algorithme. La matrice

K utilisée ainsi que la matrice des cinétiques de réactions pour les données simulées 2

(avec klag:=1) :

L = 0.025
" =0.025 u, = meSsS, K,
k. =5 (ki +S )k, +5,) K, + 5,
k,,=5 " - nrs,
k. =10 (ks +S))
K =3 ) i (éq 6.24)
k=1 1k
k, =1 —k, -1
ky =1 —k, 0
k=005 —k, 0
k, =1 k., 0
k, =1 L 0 k]
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Figure 6.5 : Données simulées 2 sans bruit

La premiére série de simulations a été réalisée pour les six partitions avec un point de
départ de 2 et deux criteres d’'erreur de 1e®. Nous ne présentons pas ici les
graphiques des deux observateurs afin d’alléger la lecture, toutefois il est indiqué dans
le tableau qui suit si les trajectoires de ceux-ci sont fideles et représentatives des

données simulées.

Tableau 6.5 : Résultats avec les données simulées 2 pour les six partitions

Partition X-S1 X-S2 X-Ps S1-Sa S:1-Po S2-Pa
ki (1) 1,0031 1,0049 1,4027¢14 1,0051 1,7205 1,1417
ko (1) 1,0586 1,0869 1,1976 1,0773 1,06051 2,8424
ks (1) 3,3525 3,1983 0,2041 2,7511 | 0,1725 2,6971

k4 (0.05) 0,0438 0,0440 3,5200¢14 0,0440 6,0183 0,0506
ks {1) 4,7989 4,5674 0,2890 3,9288 0,2441 3,8522
ks (1) 2,6976 2,5850 0,1649 2,2236 0,1393 2,1807

En(éq 6.22) X-51-Py X-S1-55-P» Si-S2 X-51-S,-Pa X-51-5; X-51-82-P»
noléq tous tous 51-82-C-Py tous X-31-82- tous
6.23) C-Py

De ces simulations, on s'apergoit qu'il existe plusieurs combinaisons de K qui peuvent

générés des systemes équivalents. Il semble que les partitions contenant la variable
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d'état S, soient celles qui donnent les meilleurs résultats. Pour la seconde série de
simulations, nous avons conservé uniquement les trois partitions impliguant la variable

S, et nous avons changé le point de départ pour une valeur de 1 et de 5.

Tableau 6.6 : Résultats avec les données simulées 2 avec Kaspun=1 et tol=1¢-6

Partition X-S?_ SrSz S2“P2

kK (1) 1,0048 1,0050 0,9917

k(D 1,0241 1,0332 0,9614

ks (1) 1,0140 1,3121 0,9624

k4 (0,05) 0,0501 0,0479 0,0500

ks (1) 1,4481 1,8738 1,3743

ks (1) 0,8196 1,0605 0,7778

£n(€q 6.22) X-5+-S5-P> X-54-S-P, X-5¢-8-P; |
nu(€q 6.23) tous tous Tous

Tableau 6.7 : Résultats avec les données simulées 2 avec Kaepan=5 et tol=1°-6

Partition X-Sg SrSg Sz—Pz

ki (D) 1,0048 1,0051 6,1276

ko (1) 1,1596 1,0773 4,5369

ks (1) 5,7583 2,7511 0,8931
k4(0,05) 0,0430 0,0444 0,3142

ks (1) 8,2234 3,0288 12797
ks (1) 46541 2,2236 0,7218
En(éq 6.22) X-54-S,-P; X-54-S,-P> X-S4-5,-P,
(€4 6.23) tous tous Tous

Nous dégageons comme conclusion de ces simulations quil existe 3 partitions

physiguement identifiables pour le schéma A.

6.2.3 Données expérimentales

Deux expériences de croissance des Sf-9 ont été faites afin de genérer du matériel
pour la modélisation et pour vérifier quelques hypothéses quant au contrble par
sondages. L'ensemble des données expérimentales de ces deux cultures sont

présentés dans le chapitre 7 sur le contréle par sondages. Pour la modélisation, les
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données de la culture 6 ont été uiilisés. Les données de l'expérience 6 sont
évidemment entachées de nombreuses erreurs. Des erreurs expérimentales liées a la
précision des machines, en passant par les erreurs de précisions des pipettes
jusqu’aux erreurs de manipulations. |l est donc difficile de valider la matrice K avec
Fobservateur des &y(t). Toutefois, pour trois partitions, 'identification de la matrice K
est similaire et 'observateur sur ny(t) fonctionne pour presque toutes les variables (les
gaz faisant souvent I'exception). Les premiéres régressions présentées ont été faites

pour une valeur de Ky de 2 et un critére d'arrét de 0,1 avec les données

expérientales 6.
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Figure 6.6 : Données expérimentales 6
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Tableau 6.8 : Coefficients pseudo-steechiométriques obtenus a partir de U'expérience 6

Partition X-5; 51-52 Sa-Po
k; 1,9358 0,4656 -1,626911
ko 5,2334 3,4572 2,3552
k; 2,7994 56,2609 1,0938
kq 0,2167 0,0513 1,4712el12
ks 0,0003 0,0023 3,5800e-4
ks 0,0010 0,0011 1,9953e-3
En(€q 6.22) S1-5; X oSS
nb(éq 6.23) 381-S2-Py X-8:-C-Py X-3;-52-C-Py

L'estimation de la dynamigue des gaz sembie difficile a estimer par cette méthode,
nous avons supprimer du modéle les bilans sur ces derniers afin de vérifier si cela
permet aux observateurs d'étre plus fidéle a la réalité. Nous écartons que les
coefficients ks et ks. Dans le tableau 6.9, on observe que le fait d’enlever la dynamique

des gaz n'a pas permis de gagner en observabilité.

Tableau 6.9 : Coefficients pseudo-stoechiométriques obtenus d partir de Uexpérience 6
sans les bilans des gaz

Partition X-Ss Si-S» Ss-P;
k 1,9251 0,4748 -1,0976
ks 6,2544 2,7109 02,1919
ks 3,4087 2,4391 1,0413
Kq 0,2001 0,0743 1,5342
Ep(€q 6.22) 51-5; X X-81-3
b{éq 6.22) Si-S2 X-§1-S2-P; X-S1-S;

Les observateurs utilisés pour valider les résultats obtenus pour la régression faite
grace & la partition X-S, ont été construit & partir de cette méme partition. La question
légitime qui se pose maintient est & savoir si tous les observateurs sont équivalents.
Pour vérifier ceci, on utilise les coefficients trouvés dans le tableau 6.9 précédant et
pour tracer le profil des variables b par les autres observateurs (i.e. pour les K trouvés
par la partition X-S,, nous avons tracé les observateurs 6.22 et 6.23 pour la partition

S+-S, et S,-P», et ainsi de suite pour les deux autres régressions).
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Tableau 6.10 : Validation des K obtenus par les observateurs

Partition X"SQ S1-32 SQ‘PQ
pour trouver
K
Partition Si-5; So-Po X-Ss So-Pa x-S, S-582
pour les
observateurs
Eq 6.22 X—P2 S1-SQ X-Sl X—Sl X-S] X-S1
Eq 6.23 X-5:-8s- S1-55-P X-S:;-C-P1 i X-5:-85- X-81-5p- X-S1-S5-
P;-P, P Py P

L'ordre de grandeur des coefficienis pseudo-stoechiométriques ifrouves a un sens
physique, mais il semble que ce ne soit pas suffisant pour que 'on puisse conclure que
ces coefficients modélisent convenablement ce procédé. Nous remettons donc ici en
question la validité du schéma réactionnel. Rapellons nous que le choix du schéma
réactionnel d’'un procedé est déterminé selon les connaissances que 'on possédent sur
celui-ci. De plus, le schéma choisit est une trés grande simplification de toutes les
réactions biochimiques qui peuvent étre impliquées dans ce procédé. Nous écartons
donc ce schéma comme étant représentatif de la réalité biocinétiqgue du procédé de

croissance des S-9.

6.3 Schéma B

Etant donné que nous avons rejeté Papplication physique du schéma A & notre
procédé, nous iestons maintenant le schema B. |l est inutile de présenté des résultats
sur le systéme simulé, car nous avons déja exposé que cetie procédure est valable,
mais qu'elle demeure fragile. Etant donné que la matrice K est de rang P=1 et que le
vecteur d’état contient toujours N=6 variables, il y a donc 6 partitions possible pour ce
schéma. Pour les mémes raisons que dans le cas du schéma A, nous écartons les
partitions impliquant des gaz dans le vecteur des états mesurés. |l nous reste donc 4

partitions : X, S;, S, et P,.
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Tableau 6.11 : Coefficients pseudo-steechiométriques obtenus a partir de lexpérience 6

avec le schéma B

Partition X S So Py

i 22027 53725 | 23788 | 1,9888%

ks 1,0231 1,0813 - 1,1053 1,3663¢6

ky 0,0778 0,0898 ~0,0916 0,1665¢0

ks -0,0080 0,0011 - -0,0015 0,6372¢6

ke 0,0022 0,0005 -0,0020 0,5816¢6
En(éq 6.22) S1-S2-P2 X-S1-8p-P2 | X-S1-S2 -
nuiéq 6.23) Si-S; X-81-S,-P;-P2 X-51-S2-Ps --

Etant donné que les trois premiéres partitions semblent données des résultats

comparables, nous avons tenté une régression minimisant Perreur sur les trois

partitions simultanément,

observateurs de ces trois mémes pariitions.

nous avons ensuite testé ces coefficients sur les

Tableau 6.12: Régression avec le schéma B avec partitions combinées

ko 2,2639
ks 1,0517
kq 0,0848
ks 5,0288¢4
ke 2,5589¢:+4
X Eq. 6.22 S1-S,-P,
Eq. 6.23 Sl—SQ—P1
S1 Eq 6.22 X—S1-SQ~P1—PQ
Eq. 6.23 X‘Sl"SQ'P]’PQ
SQ Eq. 6.22 X'S]‘SQ‘PQ
Eq. 6.23 X—S1—SQ—P1-PQ

Nous présentons.les graphiques des observateurs obtenus & partir de la partition S;.

Les données expérimentales sont représentées par les astérisques bleus et les traits

verts continus ont été obtenus par la modélisation.
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Chapitre 7 Controle par sondages

7.1 Introduction au contréle par sondages

Ce type de contrdleur a été développé dans Toptique de conirdler un bioréacteur
faisant usage d’'un systéme microbien. Cette approche de contrdle a été fagonnée par
Mats Akesson qui en a fait l'objet de sa thése et de quelques articles (Akesson, 1999).
Cette théorie du contréle peut s’appliquer a n’importe quel systéme présentant une
possibilité de saturation de son métabolisme. L'exemple qui est utilisé dans la thése de
M. Akesson est la croissance bactérienne de E.coli. En effet, cette bactérie synthétise
un sous-produit ('acétate) lorsque son taux de consommation en glucose atteint une
certaine valeur critique (difficilement déterminable expérimentalement et probablement
variable dans le temps). L’objectif du systéme de conirble est donc de maintenir le
taux de croissance microbien & son maximum (correspondant & une consommation
maximale de glucose) tout en minimisant la production d'acétate.

Le systéme étudié doit avoir un état de saturation face au composant qui doit étre
controlé. Cette idée de contréle se base sur le fait qu'il existe une relation entre la
demande en oxygéne dissous et la consommation de glucose (voir 'annexe 6 et 7 pour
le développement mathématique de cette relation).  Afin de déterminer dans quelle
position se trouve le systéme, on propose de pulser une certaine quantité de glucose a
Fintérieur du réacteur. Suite & une augmentation de la quantité de glucose disponible,
les bactéries, si leur métabolisme n'est pas saturé, Passimileront rapidement. Suivra
une augmentation dans le taux de consommation du glucose entrainant une
augmentation dans la demande en oxygéne disscus (OUR) et provoquant ainsi une

chute dans la quantité d'oxygéne dissous disponible. Si le métabolisme est presque
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saturé, une légére réponse dans la demande en oxygéne sera observée. Lorsque le
métabolisme est complétement saturé et quil v a production de sous-produit, aucune
réponse dans la respiration ne sera observée puisque la production d’acétate esi
anaérobique. L'ensemble des états et des possibilités d’action sont compilés dans le
tableau 7.1.

Aprés avoir fait le diagnostic sur I'état du systéme, un algorithme de contréle du debit

de la pompe réagit selon la situation. Cet algorithme est schématisé dans la figure 7.1.

Figure 7.1 : Schéma d’un algorithme de contrble par sondages

Quelques restrictions s'appliquent a I'application de la commande sur le débit de la
pompe. Si le systéme est a capacité maximale d’oxygénation (i.e. aucun effort de
commande de plus ne peut étre effectué par le contrbleur d ‘oxygéne dissous), le débit
de la pompe ne peut pas étre augmenté. La croissance bactérienne n’'est pas affectée
par les impulsions de glucose, car la dynamique de la respiration est beaucoup pius
rapide que celle de la croissance cellulaire. La réponse dans la respiration est de
l'ordre des secondes, voire des minutes, tandis que la croissance cellulaire a une

dynamique qui reléve de 'ordre de plusieurs heures.
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Le systéme se situe dans une région optimale de croissance lorsque la réaction a une
augmentation du débit de la pompe est une petite variation de la concentration en
oxygéne dissous ou encore ne génére aucune réponse. Lorsque P'on diminue le débit
de la pompe et que le systéme se trouve dans un état optimal, on voit une réponse
claire dans 'augmentation de la concentration en oxygéne dissous. L'objectif est donc
de maintenir le débit de la pompe dans cette région d'opération. Le schéma suivant

illustre le comportement typique que 'on devrait observer pour chacun des états du

systéme (Akesson, 1999).
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Figure 7.2 : a} systéeme non saturé, b} systéme presque saturé, c} systéme saturé
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7.2 Application du contréle par sondages au systéme de
cellules d’insectes

7.2.1 Hypothéses de travail

La cuilture cellulaire a une histoire plus courte que celie de ia culture microbienne, si
bien que les lois régissant les flux métaboliques des cellules d'insectes ne sont pas
qguantifiées comme celies des systémes microbiens. Toutefois, grace aux efforts de
recherche qui sont faits dans ce domaine, certaines avenues semblent plus probables
que d’autres. Généralement, les cellules d’insectes sont cultivées dans des milieux dits
riches et complexes. Riches, car ces milieux contiennent beaucoup d'élémenis (la
composition de certains éléments n'est parfois méme pas connue, par exemple les
sérum animaux et le « yeastolate »), et complexe, parce que la composition de ces
milieux n'est connue que du fabricant. |l existe des milieux riches et de composition
commercialement connue, ce qui facile grandement le travail d’ingénierie et de
recherche. Le milieu qui est utilisé ici est un milieu sans sérum, riche et de composition
commercialement connue, soit le IPL-41 (annexe 1 présente la composition).
Comparativement aux milieux de composition inconnue, sa concentration en glucose
est faible (40mmol/L pour excel-420, contre 12 mmol/L pour IPL-41). La différence
majeure entre ces deux milieux se trouve dans les concentrations de sels. En effet, les
celiules d’insectes sont rés sensibles a 'osmolalité, il faut donc que les concentrations
de sels solent balancées de facon a ce gque losmolalité du milieu final soit

sensiblement dans les environs de 350-400 mOsm/kg.

Les bactéries possédent une limite dans leurs flux métaboliques puisqu’elles absorbent

passivement les nutriments qui sont a leur disposition. Il n’a pas été clairement
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démontré quel mécanisme est responsable de 'assimilation des nutriments chez les
cellules d'insectes. On sait que chez les cellules mammiféres (qui ressemblent dans
leurs comportements beaucoup plus aux cellules d'insectes que les bactéries) le
transport du glucose est assuré par un récepteur, linsuline. |l se pourrait qu’il y ait un
récepteur équivalent chez les cellules d'insectes, disponible dans les « yeastolate ».
La possibilité de saturer des voies métaboliques chez ces cellules n'est donc pas une
chose simple & déterminer. Par contre, 'hypothése qui est faite ici est que F'on peut

arriver a un résultat équivalent par un chemin détourné, celui du choc osmotique.

Nous savons que les cellules d’insectes peuvent vivre dans un milieu contenant une
grande quantité de glucose, lorsque 'osmolalité est contrlée. Le pari est de faire
croitre les cellules d’insecte dans un milieu défini (et donc moins colteux) a faible
teneur en glucose, d’alimenter celles-ci avec un cocktail ('annexe 2 presente la
composition exacte). L’objectif est de vérifier si les cellules atteindront un niveau de
saturation dans leur consommation de glucose. Au fur et a mesure que les cellules
doubleront, 'osmolalité du milieu changera, créant ainsi un sitress chez les cellules
d'insectes. Les cellules d’insectes (et les animales aussi), contrairement aux bactéries,
sont trés sensibles au stress. Lorsque celles-ci sont soumises & un stress, elles
produisent des sous-produits, tel que de I'acide lactique et des ions ammonium. La
production d'acide lactique provient d’'une mauvaise utilisation de la principale source
de carbone, le glucose, alors que la production d’ions ammonium provient d'une
mauvaise utilisation de la glutamine, source d’azote. Dans ce travail, nous voulons
controler la quantité de glucose dans le réacteur, supposant qu’il s'agit du principal
nutriment limitant pour les cellules Sf-9. La production d’ions ammonium est marginale

pour cette souche de cellule, par contre elle devient plus importante chez les cellules
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High-Five™. 1l est toutefois préférable de se limiter & contréler un composant (le

glucose) et d’assurer un excés de glutamine .

Si la dynamique de croissance chez les bactéries est de Vordre de quelques heures,
chez les celiules d’insectes on parle de presque une journée entiére. Il est donc
impossible de voir une fluctuation dans la lecture de la sonde 3 capacitance (reli¢ au
biovolume). Le conirle de la concentration en oxygene dissous est assuré par la
manipulation de la fraction d'oxygene dans l'alimentation de gaz et par le ratio entre le
débit de gaz se retrouvant a la surface du liquide (« head space ») et celle qui est
buliée sous la surface du liquide. Les cellules d’insectes n’éprouvent aucun probléme
au niveau de leur respiration tant que la pression partielle d’'oxygéne dissous est

maintenue entre 20 et 70 % de la saturation en air.

7.3 Effet sur le systéme vivant des impulsions de cocktail

Deux expériences (5 et 6) ont éte réalisées afin de vérifier expérimentalement la
réponse de ce systéme a des impulsions de cocktail de nutriments. L’expérience 5 a
servi de test afin de déterminer les variations dans le débit de la pompe que le systéme
percoit comme éfant une impulsion. Les débits de la pompe testés sont 25mlL/h,
50ml/h et 75mb/h respectivement. Aucun de ceux-ci n‘ont eu d’'impact sur ia lecture
de la sonde a oxygéne dissous. Toutefois, 'osmolalité a augmenté de maniére
significative, créant un stress important sur la culture, ce qui P'a détruit. L’experience 6
présente trois périodes différentes de pulsations, le débit de la pompe est toujours le
méme soit 88 mL/h. A ce débit, on observe une réponse dans la sonde a oxygéne
dissous. Le méme débit a été utilisé afin de vérifier si la densité celiulaire a un impact

sur la réponse de la sonde aux impulsions de cocktail. Dans les figures qui suivent, le
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profil global des cultures 5 et 6 est présenté afin de visuliser les effets des impulsions
sur la mesure des signaux. Les périodes de test nont pas eu d’effets significatifs ni sur
le profil de la consommation d’oxygéne (OUR), ni sur le profil de production de dioxyde
de carbone (CER). Ceci confirme que les tests d’alimentation par pulsations n'ont pas

d'effets & long terme sur la respiration celiulaire.
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Figure 7.3 : OUR et CER lors des expériences avec pulsations de cocktail nutritif
Les effets de dilutions dues aux pulsations de cocktail nutritionnel n’ont pas eu d'impact
sur le profil de croissance cellulaire. Ces additions sont de trop petits volumes et se
déroulent sur une trop courte période de temps pour que la croissance cellulaire en soit
affectée. Dans la figure 7.4 suivante, on n'observe pas de chute marquée de la

concentration cellulaire ou de la permittivité relative suite a une impulsion de cocktail

nutritif.
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Figure 7.4 : Permittivité relative et biovolume lors des expériences avec pulsations de
cocktail nutritif

L'osmolalité qui est directement reliée a la quantité de soluté dans le milieu a éte
affectée par les périodes de pulsations de cocktail nutritif. En effet, celle-ci a augmente
de maniére beaucoup plus importante au cours de ces deux fermentations que lors des
expériences 1 a 4 ou le débit de la pompe était maintenu trés bas et constant. Le

diametre des cellules suit également la méme variation, di & l'hyper-pression

osmotique, tel qu'on peut 'observer dans la figure 7.5.
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Figure 7.5 : Osmolalité et diamétre cellulaire lors des expériences avec pulsations de
cocktail nutritif

Les périodes de pulsations de cockiail nutritif ont évidemment un effet sur les
concentrations résiduelles de métabolites. L'excés de glutamine est facilement
maintenu et les concentrations en glucose sont toujours demeurées supérieures a 5
mM durant les périodes de pulsations assurant ainsi le bon fonctionnement des voies
métaboliques des celiuies (figure 7.6). Toutefois cet excés de nutriments ne g'est pas
traduit par la production de métabolites secondaires indésirables. L’acide lactique est
toujours demeuré en-dega de 5 mM (2 l'exception de la culture 6 aprés les 150
premiéres heures, mais a ce moment-la les séances de pulsations étaient depuis
longtemps arrétées, ceci est illustré dans la figure 7.7). La hausse soudaine de ce
métabolite est due a la diminution de la viabilité causée par un manque d’oxygénation.
Les concentrations en ions ammonium sont trés importantes dans la culture 5 a partir

du moment ou Fosmolalité dépasse les 450 mOsm/kg (figure 7.5 et 7.7). Ceci a été
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corrigé dans l'expérience 6, 'osmolalité n'a jamais atteint ce seuil critique et, par

faible.
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t, la production d'ions ammonium est demeur
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Figure 7.6 : Concentrations résiduelles de nutriments lors des expériences avec

pulsations de cocktail nutritif
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Figure 7.7 : Concentrations résiduelles de métabolites secondaires produit lors des
expériences quec pulsations de cocktail nutritif

7.4 Effets immeédiats des pulsations de cocktail nutritif

Les effets immédiats des pulsations de cocktail nutritif sur le systéme doivent étre

analysés afin de savoir si un contrdle basé sur l'analyse des réactions du systeme est

possible.

Pour chacune des trois périodes de pulsation, le débit de la pompe est de 88mL/h.
Des débits de 25 mbL/h, de 50 mL/h et de 75 mbL/h ont été testés lors de Fexpérience 5
et ceux-ci n'ont pas montré de réponse de la sonde a oxygeéne dissous. Dans la figure
7.8, on voit que la valeur de la lecture de la sonde a oxygéne dissous dimunue lors
d’une période de pulsation (le débit de 88mlL/h est maintenu pendant une heure avant

d’étre arrété ou diminué jusqu’a 9 ml/h, valeur minimale opérable de la pompe). La
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réaction est proportionnelle a la densité cellulaire. La premiére période de pulsation
s'est déroulée lorsque la densité cellulaire était d’envirion 2.5e°cellfmL, la deuxiéme
vers 6e’cel/mbL et la derniére vers 10e’celimlL. Ceci s'explique facilement par

Faugmentation de la demande respiratoire.
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Figure 7.8 Lecture de la sonde a oxygéne disssous lors des périodes de pulsations de
Pexpérience 6

D’aprés les résultats montrés dans la figure 7.9, il ne semble pas y avoir un effet
court terme sur la respiration cellulaire lors des pulsations de cocktail nutritif. 1l est 3
noter que la mesure calculée du CER et du OUR est entachée de bruit et par
conséquent de petites variations dans le signal ne sauraient étre considérées comme

étant des variations réelles de la mesure.
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Figure 7.9 : OUR et CER lors des périodes de pulsations de Uexpérience 6

Sur la figure 7.10 qui suit, on n’observe pas d’impact des pulsations de cocktail nutritif a
court terme sur la croissance celiulaire. La croissance cellulaire se produit en quelques
heures (les temps de doublements normaux des cellules étant de 18 4 24 heures). |l
devient donc pratiqguement impossible qu’une perturbation mineure du systeme, sur
une échelle de temps plutdt réduite, ait un effet quelconque sur la croissance. Il existe
des perturbations instantanées qui peuvent influencer le cours d’'une culture, mais elles
sont trés rares (i.e. des problémes éleclrigues au niveau de l'agitation). Lorsque la
concentration d'oxygéne dissous quitte son point de consigne, cela peut prendre

guelques heures avant que la croissance cellulaire n’en soit affectée.
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Figure 7.10 : Permittivité relative et biovolume lors des périodes de pulsations de
lexpérience 6

L'osmolalité du milieu change lorsqu’il y a pulsation de cocktail nutritionnel. Toutefois,
Faugmentation de l'osmolalité est raisonnable et peut étre prévue, celle-ci étant
proportionnelle au mélange composé de cocktail et de milieu. Les profils d’osmolalité

sont présentés dans la figure 7.11.
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Figure 7.11 : Osmolalité et diamétre cellulaire lors des périodes de pulsations de
Vexpérience 6

La production de métabolites secondaires non désirés n'est pas influencée par les
pulsations de coktail nutritif. Comme on le remarque dans la figure 7.12 qui trace les
différentes concentrations résiduelles de ceux-ci en fonction du temps. On remarque
aussi les concentrations des nutriments ne prennent pas de valeurs disproportionnées

par rapport a I'état original du systéme.
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Figure 7.12 : Concentrations résiduelles de métabolites lors des périodes de pulsations
de Uexpérience 6

Cette analyse est une étape préalable a toute tentative de contrdle par sondages. De
ces expériences se dégagent plusieurs choses. Premiérement, la consommation des
nutriments chez les cellules S{-9 n’est pas assez importante et rapide pour faire
diminuer de maniére significative 'osmolalité du milieu suile & une impulsion. Le
systeme ne semble pas avoir un taux de consommation de glucose qui varie
suffisamment dans le temps pour gu’on puisse observer une plus grande demande de
celui-ci. Ceci ne laisse pas croire que ces cellules ont un métabolisme saturable.
L'osmolalité du cocktail nutritif est trés élevée, il pourrait éire envisage de répéter

Fexpérience 6 avec un cocktail dont Fosmolalité est en deca de 500 mOsm/kg.
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Chapitre 8 Conclusion

8.1 Les taux de consommations avec les coefficients pseudo-
stoechiométriques

Les coefficients pseudo-stoechiométriques trouvés pour les gaz (ks et ks) n'ont pas
donné de bons résultats (les observateurs n'arrivent pas a prédire de maniéere fiable
leurs comportements). De plus, ils ne sont pas validés par les taux spécifiques
calculés. L’échec de la modélisation des trajectoires des gaz peut s'expliquer d'un
point de vue biochimique. La respiration cellulaire est un phénomeéne beaucoup plus
rapide que la consommation de nutriments ou que la production de metabolites
secondaires. La différence d’'échelle entre ces dynamiques peut expliquer les
difficultés rencontrées avec les bilans gazeux. On ne peut pas affirmer avec certitude
quel pourcentage d'oxygéne alimenté va dans le cycle des TCA pour la respiration a
proprement dit. Divers chiffres ont déja été avancés allant de quelques pourcents a
plus de cinquante. 1l se peut également que le probleme des bilans des gaz ne vienne
pas de la réalité physique du systéme, mais plutét des erreurs de modélisation.
L’approximation de ces bilans massiques n'est peut étre pas valable pour des
systémes ol Poxygénation est un paramétre critique. L’estimation de la concentration
en acide lactique semble étre sensible a la partition utilisée. Afin de stabiliser

Pobservabilité de ce composant, des études sur un autre schéma sont & étre envisager.

Afin de mettre les coefficients peuso-stoechiométriques dans les mémes unités que les
taux spécifiques, nous avons utilisé p=0,0211 h™" (tel que calculé dans le tableau 4.3).
Le tableau suivant rassemble les coefficients pseudo-stoechiométriques (du tableau

6.12) ainsi que les taux spécifiques de consommation et de production trouvés a partir
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des données expérimentales (tableau 4.3). Les valeurs de k, et k; trouvées par

Palgorithme de modélisation sont validées par les valeurs des taux spécifiques.

Tableau 8.1 : Comparaison des taux spécifiques de rendement et des coefficients
pseudo-stochiométriques

{mol/edcell/h) Taux Coefficients pseudo-
spécifiques stochiométriques
Qg)ucose (kQ) 0,032 1 0,04776
Qg]utamjne (kg) 7,38'3 0,0222
Qractate (Ka) 0,0121 1,789e-3
Qo2 (ks) 0,0957 1,250e-5
Qcoz (Ks} 2,764e-4 5,390e%

8.2 La modélisation

La modélisation dynamigue générale a fait 'objet de plusieurs applications par
simulations. La majorité des systémes étudiés utilisent des organismes autonomes.
Le défi de ce projet était d'utiliser cette approche simple et trés proche de l'ingénierie
des procédés chimiques classiques, afin de pouvoir contréler un systéme largement
plus complexe et plus sensible. Ces travaux de recherche arrivent 2 un moment od le
secteur de la recherche sur les procédés bictechnologiques commencent de plus en
plus a considérer avec intérét les cellules animales pour leur potentiel de synthése
protéique. Les travaux d'ingénierie au niveau -du contrble sont pour la plupart des
essais ou des systemes exploratoires. Ce projet s’inscrit dans la lignée de ces
explorations afin d'arriver & maitriser la culture des cellules évoluées et ce, avec un
minimum de connaissances nécessaires sur ce procédé. L'apport de ces travaux est
de montrer la difficulié de simplifier un systéme complexe tout en gardant les

renseignements essentiels pour l'identifiabilité des paramétres du modéle.

Il est possible de retrouver les valeurs réelles de la matrice K, lorsque les données ne

sont pas bruitées. Dans ce cas de figure, les deux observateurs fonctionnent
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parfaitement. On peut reconstruire les trajectoires des &, avec l'observateur z et

reconstruire la trajectoire des variables transformées n, a partir des mesures de na.

Lorsque les données sont bruitées (ce qui est le cas de toutes les données
expérimentales), les observateurs perdent de la robustesse. En fait, Fobservateur des
N, demeure assez stable, lorsque les bilans des gaz ne sont pas modélisés. L'autre
observateur, £, perd toute sa signification lorsque le bruit est introduit dans les mesures
des & Cette conclusion est 'une des plus importantes de ce travail. La figure 6.4
illustre la démarche des diverses manipulations mathématiques nécessaires a la
modélisation. Théoriguement, toutes ces manipulations sont reversibles.
Lidentification de la matrice A se fait sur les variables transformées n et ensuite les
valeurs des coefficients de cette matrice sont validées sur observateur des &, avec la
matrice K (retrouvée a partir de A). Retrouver 'état des £ depuis I'état des n n'est pas
possible avec des données bruitées. Nous suggérons dans le chapitre 5, qui porte sur
la modélisation de béatir le contréleur sur le systéme transformé (n). Ce controleur
pourrait utiliser la modélisation présentée dans ce projet, mais une validation
expérimentale de celui-ci s'impose. H n'y a aucune indication a ce stade-ci qui indique

gue la trajectoire optimale des n corresponde & une trajectoire optimale des &.

Ce mémoire fait la synthése sur le développement biotechnologique de la culture des
cellules Sf-9, tout en intégrant ces développements dans une structure pilus
mathématique. Des connaissances biologiques, biochimiques et biotechnologiques sur
le procédé ainsi que des connaissances mathématiques sur la modélisation des

bioprocédés et sur les systémes de controles sont intégrés dans ces travaux. Le
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croisement de ces disciplines permette de synthétiser les informations disponibles sur

un procédé afin de permettre et d’entrevoir son automatisation.

8.3 Le controéle par sondages

Un des objectifs de ce projet était de tester la possibilité de contrbler le débit de la
pompe d’alimentation par sondages (perturbations contrélées). Pour tester cette
possibilité, un modele dynamique fiable et robuste est nécessaire afin de paramétrer le
controleur (celui-ci doit impérativement comprendre les bilans des gaz). Ces tests
n'ont pas é&té réalisés, le modéle étant trop fragile. Toutefois des tests en bioréacteurs
ont été faits afin de voir la réaction du systéme a des impulsions de nuiriments. Ce
type de controleur a déja été questionné pour les cultures de cellules mammiféres, car
la combinaison optimale des nutriments essentiels a la croissance de celles-ci est
difficilement déterminable. Le cocktail développé a llinstitut de recherche en
biotechnologie répond trés bien aux besoins nutritifs des cellules d’insectes et leur
fournit des lipides afin de les protéger contre les divers stress auxquels elles risquent
d’étre soumises. Toutefois, 'osmolalité de ce cocktail est trés importante. |l se pourrait
que ceci puisse limiter 'application du controle par sondages a ce procédé. |l serait
intéressant dans des travaux futurs de tester les impulsions de difféerents cocktails
nutritifs afin de voir leur impact sur la culture et son osmolalité et ainsi pouvoir

déterminer avec plus de certitude si ce systéme posséde un niveau de saturation.

Aucune conclusion quant a la possibilité de saturation du métabolisme cellulaire n'est
possible a ce stade. Dans le cas de cultures bactériennes, le contrble par sondages
s’applique trés facilement, parce que la respiration et la consommation de glucose sont

directement reliées. D’aprés les résultats expérimentaux obtenus, on ne peut pas lier,
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de la méme maniére gue chez les bactéries, la respiration cellulaire a la consommation
de glucose. Cette constatation nuit grandement a P'application éventuelle d’'un tel

systéme pour une culture de celiules évoluées.
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Tableau Al.1 : Composition du milieu de culture IPL-41

Composants

Concentration
{mg/100mL)

NaH2P0O4.H20

116

KCl1

35

CaCl2

120 |

.90

MeSO4 730 e

Beta-Alanine

L-ArginineHCL |

L-Asparagine

30
80

L-cystine

10

188 |

- 130

L-Glutamid acid

20

150,
100

L-Histidine

Hydroxy-L-proline

L-Isoleucine

L-Leucine

L-Lysine-HCI

L-Methionine

L-Proline

_L-Phenylalanine

DL—Serine

L-Threonine

L—Trypt o'ph'al}' e

L-Valine

Glucose

Maltose

Maltic acid

Alpha-Ketoglutaric acid

Succinic acid

Fumaric acid

Thiamine-HCl
Riboflavin

_Ca-pantothenate
Pyridoxine-HCl -

_p-Aminobenzoic acid
Folic acid

Niacin

Isoinositol

Biotin _

Cyanocobalanun —
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Choline chloride 2.0
ZnCl2 0.004
MnCl2.4H20 0.002
CuCl2.2H20 ...0.02

(NH4)Mo7024.4H20 0.004
CoCl12.6H20 0.005
FeSO4.7H20 0.055
Osmolalité (mOsm /kg) 360-375
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Annexe 2 : Cocktail alimenteé

Tableau A2.1 : composition des addififs

Composants Quantité (mL)}
AA8.2 ~ 135
Yeastolate 100X 56.25
Glucose (500g/1L) 15
Solution de Tyrosine= 7.5
Lipide en émulsion® 22
Vitamines et éléments trace 8.75
Total 244.5

134

a. Pour une solution de 50 mL, dissoudre 1.39g of L-Tyrosine Disodium Sait (2

mol/mol H,0) dans de 'eau stérile.

b. 10% de lipide 1000X (Sigma) en émulsion avec du Pluronique F-68 10%.
Tableau AZ2.2: composition de AA8.2
Substance Formule chimique Poids molaire Concentration (g/1)
(g/mol)
Asp C4H7NO4 133.1 1.646
Glu NA-CS 169.1 6.696
Ser C3H7NO3 105.1 8.504
Gly C2HSNO2 75.07 0.711
Gln C5H10N203 146.1 26.298
His C6HON302 155.2 1.552
Thr C4HINO3 119.1 3.573
Arg C6H14N402 174.2 7.839
Pro C5HONO2 115.1 4.604
Cys C3H7NO2S 121.2 5.636
Val C5H11NO2 117.1 4.099
Met C5H11NO2S 149.2 2.238
lle C6H13NO3 131.17 2.521
Leu C6H13NO2 131.17 3.279
Lys Cco 182.6 4.211
Phe COHI1INO2 165.2 1.552
Trp C9HI11NO2 204.2 0.715




Tableau A2.2 : Solution de vitamines et éléments trace

substances Concentration
fmg/mL]
5A ThiamineHCl/2H20 82
- Riboflavin 80
D-Ca Pantothenate 8
PyridoxineHCl 400
para-aminobenzoic acid 320
Nicotinic Acid 160
I-Inositol 400
Biotin 160
Choline Chloride 20000
Vitamine B12 240
5B Folic Acid 87
6 | Molybdic acid ammonium salt 40
| Cobalt chloride hexahydrate 50
Cupric chloride 160
Manganese chioride 20
Zinc chloride 40
7 FeSO4.7H20 550
ot Aspartic acid 356

Prendre un volume égal de chacune des quatre catégories (5A,5B,6,7).
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Annexe 4 : Taux de consommation et de production
des Sf-9 et des High-Five™

Tableau A4.1 : Taux spécifique de consommation et de production et taux de croissance
des Sf-9 et High-Five™

| S£-9 | High-Hive™
Taux spécifique de consommation et de production
mmol Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 Moy. host PYC
/e%cell
/h
Qatuc -0.0259 -0.0419 -0.0174 -0.0431 -0.0321 | -0.0723 -0.0565
Quac N.D. 0.0220 0.0064 0.0080 0.0121 0.0129 0.0062
Qamm N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.0793 0.1002
Asp -0.0070 -0.0113 N.D. N.D. -0.0091 0.0024 0.0134
Glu -0.0091 -0.0167 N.D. N.D -0.0129 -0.0041 -0.0094
Ser 0.0004 -0.0058 N.D. N.D -0.0027 -0.0027 -0.0046
Asn -0.0019 -0.0035 N.D. N.D -0.0027 -0.0726 -0.1680
Gly 0.0001 : -0.0024 N.D. N.D -0.0012 -0.0042 -0.0089
Gln -0.0074 -0.0073 N.D. N.D -0.0073 -0.0360 -0.0740
His -0.0011 -0.0008 N.D. N.D ~-0.0009 -0.0013 -0.0025
NH3 -0.0051 -0.0036 N.D. N.D -0.0043 N.D. N.D.
Thr -0.0008 -0.0020 N.D. N.D -0.0014 -0.0030 -0.0053
Arg -0.0031 . -0.0028 N.D. N.D -0.0029 -0.0056 -0.0089
Ala 0.0263 0.0348 N.D. N.D 0.0306 0.0721 0.1747
Pro -0.0024 -0.0029 N.D. N.D -0.0027 -0.0056 -0.0056
Tyr -0.0001 -0.0007 N.D. N.D -0.0004 -0.0021 -0.0036
Cys -0.0015 -0.0016 N.D. N.D -0.0016 -0.0023 -0.0065
Val -0.0021 -0.0026 N.D. N.D -0.0024 -0.0038 -0.0075
Met -0.0006 -0.0008 N.D. N.D -0.0007 -0.0024 -0.0056
lie -0.0025 -0.0021 N.D. N.D. -0.0023 -0.0030 -0.0057
Leu -0.0036 -0.0038 N.D. N.D. -0.0037 -0.0058 -0.0058
Lys -0.0032 -0.0023 N.D. N.D. -0.0027 -0.0056 -0.0056
Phe -0.0017 -0.0004 N.D. N.D. -0.0011 -0.0032 -0.0032
Taux de croissance
u (b l 0.0172 0.0192 0.0239 | 0.0241 I 0.0211 [ 0.0373 0.0292
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Annexe 5 : Validation de la structure de la matrice A

Le changement d’état qui a été proposé dans 'équation 5.3 :
Z =4, +¢E, (éq 5.1)
ou :
Z=A[-DE, +F,-0,]+[-D&, +F, - 0,] (€9 5.2)

Le systéme partitionné en 5.2 (dans le chapitre 5) :

dg,
72 acp(gaﬁéb)—Déa+F:z—Qa
& (€9 5.3)
—r=K9@&,.8,) D8 +F, -0,
En dérivant 'expression en 5.1, et en introduisant equation 5.3 on obtient :
7= A, +E, (éq 5.4)

Z=A[K0E,.5,)- D&, +F,-0,]+K,0E,.8,)-DE +F, -0, (6q5.5)
Z = AK 9E,.8,)+ K,0E,.8,) + A[-DE, + F, -0,]+[-DE, + F, - 0,] (¢q 5.6)
Z=[4K, + K, ]0§,.8,) + A[-DE, +F, - O,]+[-D&, + F, - Q,] (€q5.7)
Pour que le changement de base soit valable, il faut que :
A[K, +K,]0(E,.8,) =0 (éq 5.8)
Dou:

AK, +K, =0 (69 5.9)
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Annexe 6 Parameétres a définir pour le controle par
sondages

Afin de pouvoir obtenir une réponse valable du systéme aux séances périodiques de
pulse, il faut définir un certain nombre de paramétres afin d'encadrer convenablement

cette stratégie de sondage.

4 { ,;.f’ee%?f_ [Foe

?;Jz.«[w Teontral

Igrsfac
0, Y it 2N 3

Figure A6.1 : paramétres a définir pour Ualgorithme le contréle par sondage

A6.1 Temps de réponse maximal du systéme

Le temps maximal de réponse du systéme est évalué comme étant la somme des
différents temps suivants :
= Le temps de réponse de la sonde a oxygene (T,)

» La constante de iemps maximale de la dynamigque de loxygéne dissous.

1
Tmax — i
¢ klamin

= |3 constante de temps maximale de la dynamique du glucose (au taux de

consommation critiqgue). Ce parameétre dépend de la densité cellulaire, le pire

des cas survient lorsque la densité cellulaire est basse (Tg““”‘ ).
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A6.1.1 Temps de sondage

La durée du temps de pulsation doit &tre au minimum celle du temps de réponse

maximal du systéme.

=T (€q6.1)

pulse max

A6.1.2 Temps de contrdle

Entre deux séances de pulsations, une action sur le contrleur de débit est prise
comme il est mentionné dans le tableau 6.1. Durant cette période, le controleur de
Foxygéne dissous est actif ainsi que celui du débit de la pompe. Cette période de
temps doit étre suffisamment longue pour que le taux d'oxygéne dissous retourne a

son point d’opération. On fixe ce temps a quatre fois la période de sondage.

= AT

pulse

(€q6.2)

control

A6.1.3 Réaction de la concentration d’oxygene dissous

Aprés qu'un pulse ait été fait, il faut déterminer ce que l'on considéere comme étant une
réaction claire de la concentration en oxygéne dissous. Toute réaction excédant une
variation de 8% de variation dans ia lecture de la sonde 3 oxygéne est considérée

comme une réaction a la pulsation de F'alimentation.

0. =8% (69 6.3)

reac

A6.1.4 Niveau de tolérance sur la réaction de la concentration en
oxygéne dissous

Afin de ne pas considérer les bruits de mesure et de ne pas considérer une variation du
taux d’oxygéne dissous dans la culture qui ne serait pas attribuable & une pulsation

dans le débit de la pompe d’alimentation, nous devons définir une limite en deca de
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laquelle on ne considérera pas la réaction de la sonde. Cette valeur vaut dix pourcent

de la valeur de Ia réaction claire.

0, =0.1%0 (€q 6.4)

reac

A6.1.5 Amplitude de pulsation dans le débit d’alimentation

La pulsation faite dans l'alimentation doit étre choisit en tenant compte de l'état du
systéme au moment du sondage. La réponse dans la demande en oxygéne est relie
au débit de I'alimentation, mais elle dépend aussi de la population cellulaire. La durée
de pulsation est fixe, mais 'amplitude du débit varie dans le temps avec I'évolution du
systtme. Afin d’évaluer ce paramétre, on utilise les bilans de matiéres de la

concentration en glucose et en oxygéene dissous. Voir le développement en annexe 7.

A6.2 Lois de commande de l'oxygéne dissolvent
A6.2.1 PID par linéarisation du bilan de matiére

Bilan de matiere :

dve ,
= = g, (D> On )C = CW = kg, XV (éq 6.5)

Négligeons les quantités d’oxygéne dissous perdu par I'enirée et la sortie de liquide :

vdcC . CdK

= = kla, (O Cp{C™ = C)V = kg, XV (69 6.6)

Posons, comme étant le taux de consommation spécifique en oxygéne dissous des

cellules :
9o, = ko, (€ 6.7)

De plus, par la loi de Henry, il nous est possible de relié la concentration en oxygéene

dissous a la pression partielle de ce gaz dans le liquide :



o ﬁﬂ(gﬂﬁm%’ﬁﬁéﬁimm{ﬁﬁ)umﬁ‘ﬁam

Posons les variables de déviations suivantes :

. -~
Ql()i = QI()I + QI()I
Qbull = Qbull + Qbull
PoZ = P()z + Po2

Linéarisons le bilan de matiére en variables de déviation ;

db,  of | - 3 AN
% = f Q tof f Qbull f PO:
dt aQw, " Qbul/ * ad aPOz *
dP,  oka . N N I T
d(t)‘ - an[ ) PO )Q’(H aQqu (])O B 2 )Qb il - d - kla])()2

Loi de commande en transmormée de Laplace pour Qo

okla (P! = F,)

L, 80, Ha
101 __].. 5+ 1
kla

Loi de commande en transmormée de Laplace pour Q.

okla (B —F,)
PO: _ 00, kla

Qbull _]__ s+1
kla

Modélisation de la sonde a oxygéne dissous par un premier ordre avec retard :

T, dDO(1)

+DO() =P, (t 1)

en transformée de Laplace :
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(6q 6.8)

(€9 6.9)

(69 6.10)

(€9 6.11)

(€9 6.12)

(€q 6.13)

(6q 6.14)

(éq 6.15)
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%O_ZTQS“ (6q 6.16)
O, p
Lois de commande pour e contrble de 'oxygéne dissous :
okla (B —F, 02)
Do _ %0,  HMa e (69 6.17)
QIOI “*]‘“S +1 Tps +1 .
kla
okla (B = F))
DO 00, kla e” (&0 6.18)
Qbu/l _l_ s + 1 TpS + ] '
kia
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Annexe 7 Reéaction de la DO a un pulse en glucose

A7.1 Bilan sur l'oxygéne dissous

Bilan de matiére :

dvc ,
— = K, (s G )C™ = C)V =y, XV (€q7.1)

Négligeons les quantités d’oxygéne dissous perdu par 'entrée et i3 sortie de liquide :

VdC N CdK

Za - Kay, (O, 0p)(C = CYV ~ ko, XV (€q 7.2)

Posons g, - comme étant le taux de consommation spécifique en oxygene dissous des
cellules :

9o, = ks, (€9 7.3)
Et considérons que le taux de consommation du glucose est proportionnel au taux de

consommation d’oxygéne dissous :

4o, = Yo, 45, (6q 7.4)

S
De plus, par la loi d'Henry, il nous est possible de relié la concentration en oxygéne

dissous a la pression partielle de ce gaz dans le liquide :

P, = HC (69 7.5)

2

P
d;)z = klao2 (oo )(Poz o 7% ) -7, 0,9, HX (¢q 7.6)

§

Posons les variables de déviation suivantes :

})()z = P*()Z + PO:» qS] = q*Sl + qSl (éq 77)
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Equation différentielle en transformée de Laplace :

HX
~ 0, 11.
ﬁ’_l_ = _..___T{ klao z (69 7.8)
9s 1
ka,,

A7.2 Bilan sur la concentration en glucose

Bilan de matiére :

davs _
—dt—’z— S VX —u, VX + FSY” (¢97.9)
Négligeons les variations de volume:
vds, S ;
—;Zt—‘+—§<—=— VX — VX + FS” (89 7.10)

Posons gs,, comme étant le taux de consommation total spécifique en glucose des

cellules :
g5, = Kl T 1, (&g 7.11)
ds, FS{” .
g eq7.12
o s (€q7.12)
Chain rule :

dgs _dqy dS, _ dS, z(fi_‘f_sx_]]fi_@_ (69 7.13)

&
dt dS, dt dt das, ) dt

qu - dqg‘ FSm
! D= g X +—— ég7.14
(dS] ] a | Ty (6q7.14)
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Posons les variables de déviation suivantes :

F=F +F
s N (g 7.15)
qs, =4 5 T 45
Equation différentielie en transformée de Laplace :
Sy
95 _ VX (éq 7.16)

F da. "
x5 | s
ds,



