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(57) Abstract: The present invention relates to an imaging device (100) for observing the development of a living cell or a set of living
cells such as embryos (80), comprising a lighting system (110), means for relative displacement and an imaging system (120) equipped
with a wide-field camera (121) which is adapted to allow the identification, the imaging and the observation of one or more living
cells or sets of living cells (80) to be observed. The invention also relates to a method for observing the development of embryos by
means of such a device (100).

(57) Abrégé : La présente invention se rapporte a un dispositif d'imagerie (100) pour l'observation du développement d'une cellule ou
d'un ensemble de cellules vivantes tel que des embryons (80) comprenant un systeéme d'éclairage (110), des moyens de déplacement
relatif et un systeme d'imagerie (120) équipé d'une caméra grand champ (121) adaptée pour permettre de repérer, imager et observer
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une ou plusieurs cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes (80) a observer. L'invention porte également sur un procédé
d'observation du développement d'embryons par un tel dispositif (100).
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Description

DISPOSITIF D’OBSERVATION D’UNE CELLULE OU D’UN
ENSEMBLE DE CELLULES VIVANTES

[0001] Domaine technique

[0002] La présente invention se rapporte a un dispositif d’imagerie pour I'observation d'une
cellule ou d’un ensemble de cellules vivantes dans le cadre de I'étude de la reproduction
et en particulier pour la Fécondation In Vitro (FIV).

[0003] Plus précisément, l'invention concerne un dispositif d'imagerie pour I'observation
d’'une cellule ou d’'un ensemble de cellules vivantes, une boite de Petri associée ainsi

qu’un procédé et un produit programme d’'ordinateur adaptés a cette observation.
[0004] Etat de la technique

[0005] Les dispositifs d’'imagerie actuels pour I'observation d’'une cellule ou d’'un ensemble
de cellules vivantes tel que des embryons sont en majorité des microscopes équipés
d’'objectifs de grossissement différents, d’un systéme d’observation direct monoculaire
ou binoculaire et généralement d'un systéme d’observation déporté pour permettre la

visualisation de la cellule ou de I'ensemble de cellules vivantes sur un écran vidéo.

[0006] La cellule ou 'ensemble de cellules vivantes sont placés sur un support puis sont
observés a l'aide de différents objectifs permettant d’agrandir ou de réduire la taille des
images obtenues et ainsi de visualiser de la cellule ou 'ensemble de cellules vivantes

selon différents grossissements et donc dans le détail ou de maniere globale.

[0007] Ces dispositifs ne sont pas tres précis dans la manipulation, ni faciles d’utilisation. I
faut commencer par regarder la cellule ou 'ensemble de cellules vivantes avec un faible
grossissement pour le localiser et le centrer dans le champ du microscope en le
déplacant manuellement puis changer d'objectif en utilisant des grossissements de plus
en plus important pour regarder la cellule ou 'ensemble de cellules vivantes dans le
détail.

[0008] Dans I'exemple particulier de I'observation du développement d’embryons et de la
réalisation d’'une Fécondation /n Vitro (FIV), les embryons destinés a étre implantés sont
sélectionnés en fonction de leur qualité cellulaire, a savoir : leur nombre de cellules, leur
régularité (tailles des cellules différentes ou non), et de leur fragmentation. Les

embryons sélectionnés sont, en priorité, ceux dont la chronologie de la division cellulaire
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est respectée, avec des cellules bien régulieres et sans fragmentation. Ces paramétres

sont censés étre un indicateur des meilleures chances de grossesse.

[0009] Cette observation se fait en général hors des enceintes de culture embryonnaire
adaptées pour reconstituer un environnement idéal, en température et en concentration
de gaz, pour le bon développement des embryons. Le document US 2015/0278625 A1
décrit un tel mode d’observation hors incubateur. Or, il a été démontré qu’une
observation hors des enceintes et surtout le changement brutal d’environnement pour

les embryons joue un rble potentiellement délétere sur le développement de ceux-ci.

[0010] Des dispositifs d’imagerie d’embryons ont donc été développés dans le cadre des
techniques de Fécondations In Vitro (FIV) afin de permettre une observation in vitro du
développement des embryons, aprés fécondation, dans ce type d’environnement idéal a
leur développement.

[0011] Cette observation peut se poursuivre sur 2 a 5 jours en fonction des centres de FIV
et permet de mieux sélectionner les embryons qui seront transférés dans les voies

génitales de la patiente et donc d’améliorer les taux de succes de la FIV.

[0012] Deux catégories de dispositifs d’observation existent soit le dispositif d’'observation
est directement intégré dans un systéme adapté pour reconstituer I'environnement idéal
pour le bon développement des embryons, avec des chambres de culture individuelles
comprises recevant des boites spécifiques a chaque dispositif ; soit le dispositif
d’'observation est individuel et a mettre dans des enceintes préexistantes avec des
boites également spécifiques pour I'observation.

[0013] Toutes ces spécificités rendent les dispositifs actuels ainsi que leur utilisation tres
colteux limitant ainsi leur accés aux structures médicales au budget restreint ou
nécessitant une augmentation des frais et/ou des colts de prise en charge pour les
bénéficiaires d’'une FIV.

[0014] Dans tous les cas, que ce soit dans le cas de cellules vivantes ou ensembles de
cellules vivantes, ou dans le cas particulier des embryons, la qualité optique des images,
I'identification précise des cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes et le suivi
temporel et régulier de leur développement sont des parameétres essentiels a I'utilisation
de ces procédés. Or, d'une part, les systémes actuels ne permettent pas une localisation
précise des cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes, ceux-ci étant confinés
dans les espaces réduits limitant le champ d’observation dans les 3 axes x, y et z. Dans
le cas d'un embryon, ses mouvements naturels peuvent le faire sortir du champ de la

zone observable sans possibilité d'une relocalisation ou le faire apparaitre en bordure de



WO 2021/009465 3 PCT/FR2020/051277

champ, Ia ou les aberrations optiques sont les plus importantes ; d’autre part,
I'observation sous une seule incidence n’'a pas permis jusqu’a maintenant de pouvoir

créer des algorithmes susceptibles de réaliser une aide a l'interprétation.

[0015] Un autre paramétre important est le temps d’observation des cellules vivantes ou
ensembles de cellules vivantes, lesquels constituant des échantillons, qui impacte
I'efficacité des analyses effectuées sur ceux-ci. Les dispositifs actuels disposent en
général de moyens de déplacement mécaniques selon 3 axes communément appelés x,
y (définissant un plan horizontal ou sont contenus les échantillons a observer) et z
(direction perpendiculaire au plan précédent), dans la direction de la profondeur des
échantillons) afin de positionner de maniére optimale les échantillons. Ces moyens de
déplacement mécaniques réalisent des déplacements pouvant étre colteux en temps.
Une solution dans I'état de la technique pour réduire le temps de déplacement en
profondeur est d'utiliser une lentille liquide, dont la distance focale peut étre variée
électroniquement, comme dans les demandes de brevet relatives au domaine dentaire
US2014/0002626 A1, traitant d’'une caméra intra-buccale autofocus, et EP 2 161 607 A1,

traitant d’'une caméra dentaire.

[0016] Il existe donc un réel besoin d’'un dispositif d'imagerie palliant les défauts,
inconvénients et obstacles de I'art antérieur, en particulier d'un dispositif et d’'un procédé
permettant d’améliorer la qualité optique et I'efficacité temporelle de I'observation de
cellules vivantes ou d’ensembles de cellules vivantes, tout en réduisant les colts de
fabrication et d’utilisation du dispositif. Dans le cas particulier de la FIV, on recherche
une meilleure accessibilité de celle-ci, par une réduction de colit, aux personnes

concernées.
[0017] Description de l'invention

[0018] Pour résoudre un ou plusieurs des inconvénients cités précédemment, le demandeur

propose en particulier

un dispositif d’imagerie pour I'observation du développement de cellules vivantes ou
d’ensembles de cellules vivantes (80) dans le cadre de I'étude de la reproduction et en
particulier pour la Fécondation In Vitro (FIV), caractérisé en ce qu’il comprend :

- un systéme d'imagerie comprenant une caméra grand champ adaptée a l'identification
I'observation d’'une ou plusieurs cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes a
observer, les cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes étant déposés dans
une boite de Petri contenant un logement spécifique pour chaque cellule vivante ou

ensemble de cellules vivantes ;
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- un support apte a recevoir la boite de Petri et positionné entre le systéme d’éclairage et
le systeme d’imagerie ;

- un systéme d’'éclairage comprenant trois sources lumineuses, adaptées pour éclairer
un objet qui est une cellule vivante ou un ensemble de cellules vivantes a observer, dont
une source centrale, une premiére source latérale placée d’'un premiere cété de la
source centrale, et une deuxiéme source latérale placée d’'un deuxieme c6té de la

source centrale,

le systéme d’'éclairage étant configuré pour mettre en ceuvre chacun des types
d’éclairage particuliers suivants :

- un éclairage de type « repérage » dans lequel ladite source lumineuse (111) est
configurée pour permettre permettant de repérer la ou les cellules vivantes ou
ensembles de cellules vivantes a observer par le systéme d’'imagerie, ledit éclairage de
type «repérage » étant réalisé en mettant en ceuvre la source centrale, la premiere
source latérale et la deuxiéme source latérale, les rayons lumineux issus des sources
lumineuses étant focalisés sur I'objet selon un céne ayant une ouverture angulaire
comprise entre 26° et 34° ;

- un éclairage de type « contours » dans lequel ladite source lumineuse (111) est
configurée pour permettre permettant de compter la ou les cellules présentes dans la
cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes observé par le systéme d’'imagerie,
ledit éclairage de type « contours » étant réalisé en mettant en ceuvre la premiére
source latérale et la deuxiéme source latérale, les rayons issus de la premiére source
latérale et de la deuxiéme source latérale étant séparés en deux faisceaux collimatés
symétriques par rapport a I'axe perpendiculaire au plan formé par le support de la boite
de Petri ou la boite de Petri elle-méme, un premier faisceau issu de la premiére source
latérale éclairant I'objet selon un angle d’incidence par rapport a I'axe perpendiculaire
comprise entre 10° et 14°, un deuxiéme faisceau issl de la deuxiéme source latérale
éclairant I'objet selon un angle d'incidence par rapport a I'axe perpendiculaire comprise
entre 10° et 14° ;

- un éclairage de type « relief » dans lequel ladite source lumineuse (111) est configurée
pour permettre permettant de visualiser la texture et la granularité de la ou des cellules
présentes dans la cellule vivante ou 'ensemble de cellules vivantes observé par le
systeme d'imagerie, ledit éclairage de type « relief » étant réalisé en mettant en ceuvre
la premiére source latérale, un unique faisceau lumineux collimaté issu de la premiere
source latérale se propageant selon un axe incliné d’'un angle par rapport a 'axe

perpendiculaire compris entre 8° et 16°;
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- des moyens de déplacement relatif de la boite de Petri par rapport a 'ensemble formé
par le systeme d’'éclairage et ladite caméra grand champ de sorte a pouvoir observer
des cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes situés dans les différents
logements de la boite de Petri,

ladite caméra grand champ présentant un champ de vue couvrant au moins la surface
totale d’'un des logements de la boite de Petri, et ledit dispositif d'imagerie étant adapté
pour imager, sans déplacement relatif de ladite boite de Petri avec les moyens de
déplacement par rapport a I'ensemble formé par le systéme d’éclairage et ladite caméra
grand champ, une cellule vivante ou un ensemble de cellules vivantes dans une position
quelconque dans son logement dans la boite de Petri et ladite caméra grand champ
présentant une résolution adaptée a I'observation des détails d’'une cellule vivante ou
d’'un ensemble de cellules vivantes, lesdits détails ayant une taille micrométrique

[0019] Le systeme d'éclairage spécifique du dispositif selon 'invention permet de rendre le
dispositif compact , multifonction, et ne nécessitant aucun démontage de piece pour
passer d'un type d’éclairage a l'autre. Les manipulations sont réduites au strict
nécessaire, la simplicité d'utilisation, dans la durée, directement dans l'incubateur , sans

risque de perturbations pour I'embryon, offre des conditions idéales d’observation.

[0020] L'éclairage de type « contours » permet de compter facilement le nombre de cellules,

en une seule vue, y compris quand les cellules sont empilées.

[0021] Léclairage de type « relief » donne des informations sur la texture de I'enveloppe
des cellules. Cet éclairage est présent en deux directions opposées (haut/bas) donnant
des informations complémentaires pouvant étre utiles a la compréhension de la

géométrie de I'embryon, formant ainsi la troisiéme combinaison.

[0022] Le champ de vue de la caméra grand champ, couvrant au moins la surface totale
d’'un des logements de la boite de Petri, permet ainsi d'imager directement, sans utiliser
de moyen de déplacement, une cellule vivante ou un ensemble de cellules vivantes

positionné dans une position quelconque dans son logement dans la boite de Petri.

[0023] Par « caméra grand champ » au sens de l'invention, on entend notamment une
caméra présentant un champ de vision supérieure a 1 mmz2, avec une résolution pixel

inférieure a 1pm.

[0024] De préférence, les cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes a observer

sont un ou plusieurs embryons.

[0025] De préférence, dans le dispositif d’'imagerie selon l'invention, le systeme d'éclairage
peut étre choisi parmi au moins I'un des types d'éclairage particuliers suivant :
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- un éclairage de type « repérage » dans lequel ladite source lumineuse est configurée
pour permettre de repérer la ou les cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes a
observer par le systeme d'imagerie ;

- un éclairage de type « contours » dans lequel ladite source lumineuse est configurée
pour permettre de compter la ou les cellules présentes dans la cellule vivante ou
'ensemble de cellules vivantes observé par le systeme d'imagerie ;

- un éclairage de type « texture » dans lequel ladite source lumineuse est configurer
pour permettre de visualiser la texture et la granularité de la ou des cellules présentes
dans la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes observé par le systeme

d’'imagerie.

[0026] Dans un mode de réalisation du dispositif d'imagerie selon I'invention, ladite source
lumineuse du systéme d’éclairage peut étre disposée dans un plan paralléle au plan
horizontal défini par le support apte a recevoir la boite de Petri, et un dispositif de mise
en forme des faisceaux émis par ladite au moins une source lumineuse peut étre

disposé entre ladite source lumineuse et la boite de Petri.

[0027] Selon une variante, les moyens de déplacement peuvent étre aptes a déplacer la
boite de Petri dans laquelle sont déposées les cellules vivantes ou ensembles de
cellules vivantes a observer relativement par rapport a 'ensemble formé par le systeme
d’éclairage et la caméra grand champ du systéme d'imagerie.

[0028] Selon une autre variante, les moyens de déplacement peuvent étre aptes a déplacer
'ensemble formé par le systéme d’éclairage et la caméra grand champ du systeme
d’'imagerie relativement par rapport a la boite de Petri dans laquelle sont déposés les

cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes a observer.

[0029] Avantageusement, le systeme d'imagerie est adapté au comptage du nombre de

cellules présentes dans la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes observé.

[0030] Avantageusement encore, le systéme est adapté a la visualisation de la texture et la
granularité des cellules présentes dans la cellule vivante ou I'ensemble de cellules

vivantes observe.

[0031] Dans un mode de réalisation, le dispositif d'imagerie selon l'invention peut
comprendre en outre une lentille liquide, adaptée pour contrdler la distance de
focalisation de la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes dans la direction de

sa profondeur.

[0032] Un autre objet de la présente demande porte sur une boite de Petri pour
I'observation du développement de cellules vivantes ou I'ensemble de cellules vivantes
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par un dispositif d'imagerie selon l'invention, ladite boite de Petri comprenant :

- un récipient adapté pour recevoir une ou plusieurs cellules vivantes ou ensembles de
cellules vivantes a observer,

- un couvercle,

- un élément d'identification adapté a l'identification de la ou des cellules vivantes ou
ensembles de cellules vivantes observés

- des logements ou puits spécifiques destinés a la dépose d’'une cellule vivante ou d’'un
ensemble de cellules vivantes, lesdits logements ou puits étant réalisés sous forme de
cupules adaptés pour recevoir, en plus de la cellule vivante ou I'ensemble de cellules

vivantes dans la cupule, une goutte d’un milieu de culture.

[0033] Un autre objet de la présente demande porte sur un procédé d’'observation du
développement de cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes par un dispositif
d’'imagerie selon l'invention, comprenant les étapes suivants :

- une étape de préparation consistant a déposer successivement une cellule vivante ou
un ensemble de cellules vivantes dans une boite de Petri telle que définie
précédemment et pouvant étre choisie parmi au moins une boite de Petri disposée sur le
support du dispositif, puis une goutte d’'un milieu de culture dans ladite boite de Petri,
I'opération étant réitérée autant de fois que nécessaire en fonction du nombre de cellules
vivantes ou ensembles de cellules vivantes a observer souhaité ; puis a recouvrir le tout
avec un liquide, tel que de I'huile ou de 'eau;

- une étape d'identification de la boite de Petri consistant a détecter et visualiser, a l'aide
d’'un lecteur dédié, I'élément d’identification de la boite de Petri dans laquelle se trouve la
ou les cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes a observer ; et

- une étape d’'observation d’une premiére cellule vivante ou ensemble de cellules

vivantes a 'aide du systéme d’imagerie.

[0034] Avantageusement, une étape optionnelle, préalable a I'étape d'identification de la
boite de Petri, de positionnement approximatif de la boite de Petri par rapport a
'ensemble formé par le systéme d’éclairage et la caméra grand champ du systeme
d’'imagerie relativement a la boite de Petri a I'aide des moyens de déplacement est
réalisée, de sorte que la boite de Petri soit approximativement alignée avec I'ensemble
formé par le systéme d’éclairage et la caméra grand champ du systeme d'imagerie ;

[0035] Avantageusement, le procédé d'observation du développement de cellules vivantes
ou ensembles de cellules vivantes peut comprendre, aprés I'étape d’observation d’'une
premiére cellule vivante ou d'un premier ensemble de cellules vivantes , une étape de

déplacement relatif de la boite de Petri par rapport a 'ensemble formé par le systeme
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d'éclairage et la caméra grand champ du systéme d’imagerie permettant I'observation
d’une autre cellule vivante ou d’'un autre ensemble de cellules vivantes situé dans un
autre logement de la boite de Petri.

[0036] Dans le mode de réalisation ou le dispositif d'imagerie selon I'invention comprend en
outre une lentille liquide, I'étape d'observation d’une premiére cellule vivante ou d’un
premier ensemble de cellules vivantes dans le procédé d'observation du développement
de cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes peut étre effectuée dans un plan
d’'observation horizontal paralléle au support apte a recevoir la boite de Petri et
perpendiculaire a la direction de la profondeur de ladite premiére cellule vivante ou dudit
ensemble de cellules vivantes , ledit plan étant déterminé dans une étape

supplémentaire de détermination par une configuration de la lentille liquide.

[0037] Avantageusement, dans le méme mode de réalisation ou le dispositif d'imagerie
selon l'invention comprend en outre une lentille liquide, I'étape de détermination d’un
plan d’observation de ladite premiere cellule vivante ou dudit ensemble de cellules
vivantes est répétée pour différents plans perpendiculaires a la direction de la
profondeur de ladite premiere cellule vivante ou dudit ensemble de cellules vivantes par
différentes configurations de la lentille liquide, de sorte a observer une premiére cellule
vivante ou d'un premier ensemble de cellules vivantes dans les différents plans

d’observation déterminés.

[0038] L'observation en différents plans perpendiculaires a la direction de la profondeur de
ladite premiere cellule vivante ou dudit ensemble de cellules vivantes permise par la
présence d’une lentille liquide dans le dispositif d'imagerie selon l'invention permet ainsi
de s’affranchir d’'un déplacement dans la direction de la profondeur de ladite premiére
cellule vivante ou dudit ensemble de cellules vivantes, et ainsi un gain de temps dans la
procédure d’analyse et d’observation de la/des cellules vivantes ou ensembles de
cellules vivantes.

[0039] Un autre objet de la présente demande porte sur un produit programme d’ordinateur
téléchargeable depuis un réseau de communication et/ou enregistré sur un support
lisible par ordinateur et/ou exécutable par un processeur, caractérisé en ce qu'il
comprend des instructions de code de programme pour la mise en ceuvre du procédé
d’'observation du développement de cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes
selon l'invention.
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[0040] D’autres avantages et particularités de la présente invention résulteront de la
description qui va suivre, donnée a titre d'exemple non limitatif et faite en référence aux

figures annexées :

[0041] - Lafigure 1 représente un premier mode de réalisation d'un dispositif d'imagerie
selon l'invention ;
- La figure 2 représente un mode de réalisation d’'un éclairage de type « repérage » ;
- La figure 3 représente un mode de réalisation d’'un éclairage de type « contours » ;
- La figure 4 représente un mode de réalisation d’'un éclairage de type « texture » ;
- La figure 5 représente un deuxiéme mode de réalisation d'un dispositif d'imagerie selon
l'invention ;
- La figure 6 représente un dispositif d'imagerie selon un autre mode de réalisation de
I'invention disposé a l'intérieur d'un incubateur ;
- La figure 7a représente une vue de profil du dispositif d'imagerie disposé a l'intérieur
d’un incubateur de la figure 6 ;
- La figure 7b représente une vue du dessus du dispositif d'imagerie disposé a l'intérieur
d’un incubateur de la figure 6 ;
- La figure 8a représente plusieurs vues bidimensionnelles (dessus, cété, coupe
transversale) d'un exemple de boite de Petri pouvant étre utilisée dans l'invention ;
- La figure 8b représente une vue 3D de I'exemple de boite de Petri de la figure 8a ;
- La figure 9a représente une vue de profil d'un mode de réalisation d’'une boite de Petri,
selon l'invention, posée sur un support ;
- La figure 9b représente une vue de dessus de la boite de Petri de la figure 9a posée
sur un support ;
- La figure 10 représente un réservoir a embryon présent sur le fond d’'une boite de Petri
selon un mode de réalisation de l'invention ;
- Les figures 11a a 11c représentent un autre mode de réalisation d’'une boite de Petri
selon l'invention, respectivement la figure 11a représente une vue de profil, la figure 11b
une vue du dessus et la figure 11c une coupe du profil de la boite de Petri ;
- La figure 12 représente le synoptique d’'un procédé d’observation du développement
d’une cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes selon un premier mode de
réalisation de l'invention ;
- La figure 13 représente une image plein champ obtenue par le premier mode de
réalisation du procédé d’observation selon l'invention avec la caméra grand champ du
systeme d'imagerie du dispositif d'imagerie selon l'invention ;
- La figure 14 représente le synoptique d’'un procédé d’observation du développement

d’une cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes selon un deuxiéme mode de
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réalisation de l'invention ;

- La figure 15 représente le synoptique d’'un procédé d’observation du développement
d’'une cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes selon un troisieme mode de
réalisation de l'invention;

- La figure 16 montrent deux images d’'un embryon obtenu avec un dispositif d'imagerie
et selon le premier mode de réalisation du procédé d'observation selon l'invention, avec
deux types d’éclairage différents, respectivement un éclairage de type « contours » a
fauche et un éclairage de type « texture » a droite ;

- La figure 17a représente une succession de coupes transversales d'un embryon dans
sa profondeur obtenu avec un dispositif selon l'invention et selon le troisieme mode de
réalisation du procédé d’observation selon l'invention, en utilisant un éclairage de type
« contours » ;

- La figure 17b représente une succession de coupes transversales d’'un embryon dans
sa profondeur obtenu avec un dispositif selon l'invention et selon le troisieme mode de
réalisation du procédé d’observation selon l'invention, en utilisant un éclairage de type

« texture ».

[0042] Les figures 16 a 17b sont commentées plus en détail au niveau des exemples qui
suivent, qui illustrent I'invention sans en limiter la portée. Les autres figures, décrivant
différents modes de réalisation du dispositif, de la boite de Petri et du procédé
d’observation selon l'invention et utilisés ou mis en ceuvre dans les exemples, sont

détaillées ci-apres.
[0043] DISPOSITIF D'IMAGERIE SELON L'INVENTION

[0044] On réalise un dispositif d'imagerie 100 selon un premier mode de réalisation de
l'invention tel qu'illustré sur la figure 1, a partir des éléments suivants :
- systéme d'éclairage 110 : éclairage de type LED (diodes électroluminescentes)
- systéme d'imagerie 120 comprenant une caméra grand champ 121 équipée d’'un
capteur d’image présentant une résolution de l'ordre de 5 pixels par 1 micrometre
observé
- un support 1 : une vitre

- des moyens de déplacement relatif de type platines motorisées.

[0045] Ces éléments sont indiqués a titre d’exemple, et le dispositif selon l'invention peut
étre réalisé avec des éléments présentant des paramétres différents.

[0046] Le dispositif d'imagerie 100 réalisé est destiné a observer une cellule vivante ou un
ensemble de cellules vivantes 80 contenu dans une boite de Petri 10 posée sur le
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support 1. Par le terme « observer », il est entendu le fait de détecter et de distinguer les

détails d’'une structure.

[0047] Dans le mode de réalisation présenté a la figure 1, le dispositif 100 est réalisé en
configuration « microscope inversé », c’est-a-dire que la cellule ou 'ensemble de cellules
vivantes observé 80 est éclairé par le dessus et que le systeme d'imagerie 120 se trouve
en dessous et observe la lumiére transmise par la cellule vivante ou 'ensemble de
cellules vivantes 80 qui est un objet translucide. Pour la suite de la description, c’est
cette configuration qui est retenue, cependant le dispositif 100 peut aussi bien étre
réalisé en configuration « normale » (la cellule ou I'ensemble de cellules vivantes 80
éclairé par le dessous et observé vu de dessus comme avec un microscope de base),

qu’en configuration « inversée ».

[0048] La prise d'image par la caméra grand champ 121 se fait en transmission a travers la
cellule ou 'ensemble de cellules vivantes 80 soit par la technique dite de diascopie.
C’est-a-dire que I'éclairage se trouve d’'un cété de I'objet a imager et la caméra de l'autre
c6té de I'objet.

[0049] [37] Ainsi la boite de Petri 10 dans laquelle se trouve la ou les cellules vivantes ou
ensembles de cellules vivantes 80 a observer doit étre transparente a la lumiere utilisée
pour éclairer la ou les cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes 80. La boite
de Petri 10 est posée sur le support 1, comme dans le mode réalisation présenté a la
figure 1. Ce support 1 doit aussi étre transparent a la lumiere utilisée pour éclairer la
cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80, comme une vitre en verre pour les
microscopes classiques dont la lumiére est une ampoule émettant dans le visible. Dans
le dispositif présenté ici, ce support 1 est une vitre mais peut étre encore un tiroir

coulissant sur lequel peut étre déposé une ou plusieurs boites de Petri 10.

[0050] Avantageusement, ce support 1 peut comprendre des plots ou rebord permettant de
pré-positionner la ou les boites de Petri 10 sur des positions prédéfinies. Dans ce cas,
aucun réglage latéral préliminaire, c’est-a-dire, dans un plan paralléle au plan défini par
le support 1, n’est utile pour observer une cellule vivante ou un ensemble de cellules
vivantes 80 grace au large champ de vue de la caméra grand champ 121 qui, couvrant
au moins l'intégralité d'un logement 61, appelé encore puits ou cupule, d’une boite de
Petri 10 permet de repérer directement une cellule vivante ou un ensemble de cellules

vivantes 80 quelle que soit la position de celle-ci ou de celui-ci dans son logement 61.
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[0051] Avantageusement, le systeme d'éclairage 110 et la caméra grand champ 121 sont
solidaires et montés sur une structure en forme de « U » de sorte que le systéme

d’éclairage 110 se trouve en face de la caméra grand champ 121 comme sur la Figure 1.

[0052] Avantageusement, le systéme d’éclairage 110 est choisi parmi au moins I'un des
types d’éclairage particuliers suivants :
- I'éclairage de type « repérage » dans lequel la au moins une source lumineuse 111 est
configurée pour permettre de repérer la ou les cellules vivantes ou ensembles de
cellules vivantes 80 a observer par le systeme d'imagerie 120 ;
- 'éclairage de type « contours » dans lequel la au moins une source lumineuse 111 est
configurée pour permettre de compter la ou les cellules présentes dans la cellule vivante
ou I'ensemble de cellules vivantes 80 observé par le systeme d'imagerie 120 ; et
- 'éclairage de type « relief » dans lequel la au moins une source lumineuse 111 est
configurée pour permettre de visualiser la texture et la granularité de la ou des cellules
présentes dans la cellule vivante ou 'ensemble de cellules vivantes 80 observé par le
systeme d'imagerie 120.

[0053] L'éclairage de type « repérage », est de préférence utilisé pour la détection et la
visualisation, par le systéme d’imagerie 120, pour I'imagerie et 'analyse d'un élément
d’identification 50 présent sur la boite de Petri 10 et permettant l'identification de la ou
des cellules vivantes ou I'ensemble ou les ensembles de cellules vivantes 80 a observer.
Ainsi le choix de la au moins une source lumineuse 111 et de la caméra grand champ
121 doit étre configuré. Par exemple, la sensibilité de la caméra grand champ 121 doit

étre optimisée en fonction de la longueur d’onde émise par la source lumineuse 111.

[0054] Cet éclairage de type « repérage » peut aussi étre utilisé pour aider a la détection de
la cellule vivante ou 'ensemble de cellules vivantes 80 par la caméra grand champ 121
et systeme d'imagerie 120.

[0055] La figure 2 représente un mode de réalisation d’'un éclairage de type « repérage ».
Dans cette figure 2, I'objet a identifier ou détecter a I'aide de la caméra grand champ 121
et du systeme d’'imagerie 120, qui peut étre I'élément d’identification 50 de la boite de
Petri ou comme dans la figure 2 la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80,
est éclairé par un éclairage de type homogéne ou diffus. Les rayons lumineux 112 issus
de la source lumineuse 110 sont concentrés ou focalisés sur I'objet a repérer ou
détecter, dans un céne ayant une ouverture angulaire a_GC de I'ordre de 30°. L'objet
observé (élément d’identification 50 ou cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes

80) est donc éclairé selon des angles d’incidence variant entre -15° et +15° par rapport a
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I'axe perpendiculaire P au plan formé par le support 1 de la boite de Petri 10 ou la boite
de Petri 10 elle-méme.

[0056] Le cbne d’ouverture angulaire a_GC est de l'ordre de 30° +4°. Les angles
d’incidence varient entre -15° +2° et + 15° + 2°,

[0057] La figure 3 représente un mode de réalisation d’'un éclairage de type « contours ».
Dans cette figure 3, la cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 a observer par
la caméra grand champ 121 peut étre éclairée selon deux axes de préférence
symétriques par rapport a I'axe perpendiculaire P au plan formé par le support 1 de la
boite de Petri 10 ou la boite de Petri 10 elle-méme. Ainsi, les rayons issus de la au
moins une source lumineuse 111 sont séparés en deux faisceaux collimatés 113 et 114.
Le premier faisceau 113 éclaire 'embryon 80 selon un angle d'incidence B_PC1 par
rapport a I'axe perpendiculaire P et le second faisceau 114 éclaire 'embryon 80 selon un
angle d'incidence B_PC2. Comme énoncé précédemment, les angles _PC1 et 3_PC2
sont de préférence égaux et opposés (i.e. B_PC1 = -B_PC2), c’est-a-dire que les
faisceaux 113 et 114 sont de préférence symétriques par rapport a I'axe perpendiculaire
P. Typiquement, les angles B_PC1 et B_PC2 sont de l'ordre de +/- 12° £ 2°. L’angle total
entre les deux directions formées par les faisceaux 113 et 114 est donc typiquement de
'ordre de 24° + 4°. La haute résolution de la caméa grand champ 121 (permettant
d’observer les détails d’'une cellule vivante ou d’'un ensemble de cellules vivantes 80,
lesdits détails ayant une taille micrométrique) coopére avec cet éclairage de type

« contours ».

[0058] Léclairage de type « texture » est de préférence utilisé pour optimiser la
visualisation, par le systéme d’'imagerie 120, de la texture et la granularité des cellules
présentes dans la cellule vivante ou 'ensemble de cellules vivantes 80 observé de sorte
a permettre d’apprécier son relief et sa profondeur.

[0059] La figure 4 représente un mode de réalisation d’'un éclairage de type « texture ».
Dans cette figure 4, la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 a observer
par la caméra grand champ 121 et dont la texture et la granularité des cellules vont étre
visualisées, peut étre éclairé par un seul faisceau lumineux 115. Ce faisceau 115 est
collimaté et se propage selon un axe incliné d'un angle y_PC par rapport a I'axe
perpendiculaire P. La valeur absolue de cet angle y_PC varie typiquement entre 8° et
16°. Aucune direction d’incidence n’est privilégiéepar rapport a I'axe perpendiculaire P

ou la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80.



WO 2021/009465 14 PCT/FR2020/051277

[0060] Pour faciliter la réalisation de ces différents éclairages, le systéme d’éclairage 110
peut étre composé d’au moins une ou plusieurs sources lumineuses 111, de type DEL
(ou LED en anglais). Chacune de ces sources lumineuses 111 peut étre commandée
individuellement. Il est a noter que les LED ont pour avantage d’étre trés peu
volumineuses de sorte qu'il est possible de dupliquer I'éclairage par un ensemble de
LEDs de sorte qu'une LED éclaire une cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes
80.

[0061] Dans le cas particulier ou I'ensemble de cellules vivantes a observer est un embryon,
la longueur d’'onde de la au moins une source lumineuse 111 utilisée (LED ou autre)
peut se situer, de préférence, dans le domaine du rouge (aux alentours de 630 nm), qui
est le domaine le moins nocif pour I'embryon 80. De plus, il est préférable que la source
lumineuse 111 soit commandée en mode pulsé de sorte a limiter la durée cumulée
d’'exposition de 'embryon 80 a la lumiére a quelques dizaines de secondes par jour, cela

pour ne pas I'endommager.

[0062] La figure 5 illustre un mode de réalisation de l'invention ou le systéme d’éclairage
110 comprend plusieurs sources lumineuses 111a, 111b, 111c, trois dans cet exemple,
a savoir une source centrale 111b, une premiére source latérale 111a placée d’un
premiére c6té de la source centrale 111b, et une deuxiéme source latérale 111c placée
d’'un deuxiéme cbté de la source centrale 111b. Le plan A de la figure 5 correspond au
plan orthogonal P des figures 2 a 4. Le plan A traverse la source centrale 111b.

[0063] Pour collimater la lumiére émise par la source lumineuse 111 et émettre un éclairage
homogene ou encore émettre un éclairage diffus, le systéme d’'éclairage 110 pourra
comprendre en outre un systéme optique de mise en forme 140 du faisceau lumineux
émis par la source lumineuse 111, tel qu’une lentille ou une matrice de lentilles, des

filtres, etc.

[0064] Pour ajuster la zone a éclairer, ce systéme optique de mise en forme 140 pourra
également comprendre un masque, tel qu'une plaque avec un trou, pouvant étre déplacé
de sorte a laisser passer la lumiére de la source lumineuse 111 pour que celle-ci éclaire
la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 a observer. Cela peut notamment
est étre le cas si la au moins une source lumineuse 111 est étendue ou si le systéme
d’éclairage 110 comprend plusieurs sources lumineuses 111 pilotables séparément ou
non. De plus l'utilisation d’'un tel masque permet aussi de filirer les lumiéres parasites qui
pourraient perturber 'observation de la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes
80.
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[0065] Ainsi, dans le cadre de la figure 5, pour réaliser un éclairage de type « texture » et
éclairer la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 a observer sur le cété, la
source lumineuse 111b située a la verticale de 'embryon 80 pourrait étre éteinte et 'une
des deux sources lumineuses 111a ou 111c situées sur les c6tés de la source
lumineuse centrale 111b pourrait étre allumée projetant ainsi une lumiere oblique sur la

cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80.

[0066] Le systeme d'imagerie 120 est situé, dans le cas des figures 1 et 5, en dessous de la
boite de Petri 10 et donc de la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 a
observer (principe du microscope inversé). Il comprend la caméra grand champ 121
adaptée pour permettre d’identifier une cellule vivante ou un ensemble de cellules
vivantes 80 a observer, la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 étant

déposés dans une boite de Petri 10 adaptée.

[0067] Pour cela, la caméra grand champ 121 peut étre réglée de telle sorte que celle-ci
puisse imager un élément d'identification 50 présent sur la boite de Petri 10 permettant
ainsi l'identification de la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 a
observer. Pour cela, le systéme d’'imagerie 120 peut comprendre en outre une unité de
traitement qui analyse I'image capturée par la caméra grand champ 121 pour détecter la
position de I'élément d'identification 50 et la position de la ou des cellules vivantes ou
ensemble de cellules vivantes 80 a observer a 'aide des caractéristiques de la boite de
Petri 10.

[0068] Dans le cas ou la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 est un ou
plusieurs embryons, cette unité de traitement permet aussi d’analyser I'image capturée
par la caméra grand champ 121 lorsque celle-ci est positionnée, a I'aide des moyens de
déplacement 160, de sorte a imager I'élément d’identification 50 de la boite de Petri 10,
de sorte a retrouver dans une base de données préalablement remplie les informations
relatives au contenu de la boite de Petri 10, c’est-a-dire a I'embryon ou aux embryons
80, telles que le couple de patients auquel appartiennent les embryons 80, le nombre
d’embryons 80 présents dans la boite, la date de préparation et de mise en place des

embryons 80, etc.

[0069] Grace a sa haute résolution, la caméra grand champ 121 est adaptée pour imager
une cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 éclairé et pour permettre
d’'observer son développement. La caméra grand champ 121 est typiquement équipée
d’'un capteur d'image d’'une résolution de I'ordre de 5 pixels par 1 um observé et dotée
de quantité de pixels permettant de couvrir toute la surface du puit observé, surface
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additionnée d’'une surface assurant une marge de sécurité en prévision des incertitudes

de positionnement.

[0070] De plus, de sorte a pouvoir séparer les différentes couches de cellules présentes
dans la cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80, la caméra grand champ 121
doit avoir une profondeur de champ relativement faible, de I'ordre de 100 pm.

[0071] Pour voir les différentes couches de cellules et donc observer la cellule vivante ou
'ensemble de cellules vivantes 80 dans sa profondeur, le dispositif d'imagerie 100 peut
comprendre en outre une lentille liquide, adaptée pour contrdler la distance de
focalisation de la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 dans la direction
de sa profondeur, c’est-a-dire selon un axe Z perpendiculaire au plan défini par la boite
de Petri 10 ou défini par le support 1. Par exemple, une lentille liquide 170 configurée
par actionnement par électromouillage, ou utilisant une membrane a polymére
électroactif, ou configurée par un actionneur piézoélectrique peut étre utilisée. Dans le
cas d’'une lentille liquide 170 configurée par actionnement par électromouillage, une
tension est utilisée pour modifier la forme de l'interface séparant deux liquides
différentes, et modifie ainsi la focale de la lentille liquide 170. Dans le cas d'une lentille
liquide 170 utilisant une membrane a polymére électroactif, la focale de la lentille liquide
170 est aussi modifiée par application d'une tension électrique entre une électrode et un
substrat, modifiant ainsi la courbure de la lentille liquide 170. Dans le cas d'une lentille
liquide 170 configurée par un actionneur piézoélectrique, celui-ci a pour effet de gonfler
une membrane remplie de liquide. Le plan correspondant a la couche de cellules que
I'on souhaite observé est ainsi configuré par configuration de la lentille liquide. Ainsi,
I'avantage est de pouvoir s’affranchir d’'un moyen de déplacement le long de I'axe z, dont

I'actionnement est colteux en temps.

[0072] Grace a l'unité de traitement, le systéme d’'imagerie 120 peut permettre de compter
le nombre de cellules présentes dans la cellule vivante ou I'ensemble de cellules
vivantes 80 observé. Pour cela, l'unité de traitement du systéme d’'imagerie 120 peut
analyser les images capturées par la caméra grand champ 121 et, par des traitements
d’'image tels que la détection de contours, permet de compter le nombre de cellules

présentes dans la cellule vivante ou 'ensemble de cellules vivantes 80 observé.

[0073] Le comptage et notamment les traitements d’'image sont optimum lorsque la cellule
vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 observé est éclairé a I'aide de I'éclairage
de type « contours ».
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[0074] Le systeme d'imagerie 120 peut permettre également de visualiser la texture et la
granularité des cellules présentes dans I'embryon 80 observé. Pour cela, I'unité de
traitement du systéme d’'imagerie 120 analyse les images capturées par la caméra grand
champ 121 et les traite avec des traitements d’'image optimisant le rendu visuel de la
texture et du grain des cellules présentes dans la cellule vivante ou 'ensemble de

cellules vivantes 80 observé.

[0075] Comme illustré sur la figure 5, le systéme d’imagerie 120, et notamment la caméra
grand champ 121, peuvent avantageusement étre déportés a l'aide d’'un systéme
optique de renvoi 150, de sorte a rendre le dispositif 100 plus compact. Ce systéme
optique de renvoi 150 peut étre constitué par exemple d’'une lentille 151 et d’'un miroir de
renvoi 152 positionné a 45° par rapport a I'axe opique A du dispositif d'imagerie 100, en
pointillés sur la figure 5.

[0076] Dans le cas ou la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 est un
embryon ou plusieurs embryons, comme l'illustre la figure 6, les dimensions du dispositif
d’'imagerie 100 sont de préférence compatibles avec les incubateurs 200 présents dans
les centres de FIV pour que celui-ci puisse étre disposé a l'intérieur de tels incubateurs
200. Ainsi, la hauteur et la profondeur du dispositif 100 peuvent étre de I'ordre de 30 cm
et la largeur du dispositif 100 peut étre de I'ordre de 30 cm a 55 cm environ.

[0077] Le dispositif d'imagerie 100 de la figure 6 comporte un tiroir coulissant sur lequel
peut étre déposé une ou plusieurs boites de Petri 10 comme précédemment indiqué.

[0078] Les figures 7a et 7b représentent respectivement une vue de profil et une vue du
dessus du dispositif d'imagerie 100 de la figure 6 présent dans un incubateur 200. Dans
le cas présent, le support 1 faisant toute la largeur du dispositif d’imagerie 100, c’est
I'ensemble formé par au moins le systéme d’éclairage 110 et la caméra grand champ
121 fixés sur une structure en forme de « U allongé » qui est déplacé par les moyens de
déplacement relatif 160 dans un plan (X, Y) paralléle a celui défini par le support 1 de
sorte a pouvoir visualiser soit un autre embryon 80 d’'une méme bofite de Petri 10, soit un

embryon 80 dans une autre boite de Petri 10.
[0079] BOITE DE PETRI SELON L’ INVENTION

[0080] Dans un deuxiéme temps une boite de Petri 10 adaptée pour I'observation du
développement de cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes 80 par un

dispositif d’imagerie 100 tel que défini précédemment va étre détaillée ci-dessous.

[01] Selon un premier mode de réalisation, une telle boite de Petri 10 peut comprendre :

* un récipient 20 adapté pour recevoir un ou plusieurs embryons 80 a observer ; et
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e un couvercle 30.
La figure 8a présente des vues bidimensionnelles de dessus et de profil ainsi qu’une coupe
AA d’'un exemple de boite de Petri pouvant étre utilisée dans le cadre de l'invention. Ony
observe un exemple de récipient 20 ainsi qu'un exemple de couvercle 30 correspondant.
La figure 8b présente une représentation en relief du récipient 20 et du couvercle 30 de la
figure 8a.

[0081] Une vue schématique de ce premier mode de réalisation de la boite de Petri 10 est
illustrée a la figure 9a.

[0082] De sorte a pouvoir voir les cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes 80 au
travers de la boite de Petri 10, celle-ci peut étre fabriquée dans un matériau transparent
a la lumiére émise par le systeme d'éclairage 110 comme évoqué précédemment. Cette
lumiere est en général dans le domaine du visible (soit approximativement entre 400 nm
et 800 nm). Ainsi le matériau utilisé peut étre du verre ou un matériau plastique par

exemple.

[0083] En référence a la figure 9b, le fond du récipient 20 comprend un élément
d’identification 50 adapté pour permettre l'identification de la ou des cellules vivantes ou
'ensemble / les ensembles de cellules vivantes 80 observés.

[0084] Selon le mode de réalisation présenté dans la figure 9b, la boite de Petri 10 est de

forme rectangulaire.

[0085] L'élément d'identification 50 peut par exemple étre un code-barres ou bien un code
2D, de type data-matrix comme représenté sur la figure 9b. Cet élément d'identification
50 permet notamment de connaitre les informations relatives au contenu de la boite de
Petri 10, c’est-a-dire aux cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes 80 qu’elle
contient. Dans le cas ou la ou les cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes 80
sont un ou plusieurs embryons, les information relatives au contenu de la boite de Petri
10 peuvent étre par exemple le couple de patients auquel appartiennent les embryons
80, le nombre d’embryons 80 présents dans la boite, la date de préparation et de mise
en place des embryons 80, etc. au travers d’une base de données préalablement

renseignée.

[0086] Selon ce mode de réalisation, les cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes
80 sont répartis de maniére linéaire sur une ou plusieurs rangées comme c'est le cas

pour la boite de Petri 10 rectangulaire illustrée sur la figure 9b.

[0087] Selon un mode de réalisation particulier de la boite de Petri 10 illustré a la figure 10,

le fond du récipient 20 peut comprendre avantageusement au moins un réservoir a
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embryon 60 comprenant en son centre une cupule 61, ou encore logement, ou puits,
adaptée pour recevoir une cellule vivante ou un ensemble de cellules vivantes 80, le
réservoir 60 étant également adapté pour recevoir, en plus de la cellule vivante ou
'ensemble de cellules vivantes 80 dans la cupule 61, une goutte d’'un milieu de culture
62 (typiquement de l'ordre de 6 pl). Le diamétre de la cupule peut étre typiquement de
I'ordre de 1 mm et sa capacité de I'ordre de 0,75 pl. La zone ou se trouve le milieu de
culture 62 est délimitée par une surélévation du fond du récipient 20 ou bosse 64.

[0088] L'ensemble formé par au moins la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes
80, la goutte de milieu de culture 62 peut étre ensuite recouvert d’un liquide 63 tel que
de I'huile ou de I'eau. Pour cela, les bords du récipient 20 doivent étre suffisamment

hauts, typiqguement de l'ordre de 5a 10 mm.

[0089] Selon un autre mode de réalisation, illustré dans les figures 11a a 11c et similaire a
celui présenté dans les figures 9a et 9b, la boite de Petri 10 peut étre solidaire d’'une
plaque transparente 11 comprenant un ergo de préhension 12 permettant une
manipulation aisée de la boite Petri 10. Cela évite le risque de salir le fond du récipient
20 ou le couvercle 30 ce qui perturberait I'observation de 'embryon 80 et la qualité des
images prises par le dispositif 100. Avantageusement, I'ergo de préhension 12
comprend une zone de marquage 13 sur laquelle il est possible d’apposer I'élément
d’identification 50 plutdét que dans sur le fond du récipient 20.

[0090] Enfin, les bords du récipient 20 sont suffisamment hauts de sorte a pouvoir déposer
une quantité de liquide 63, de type huile, ou de I'eau, pour recouvrir I'ensemble formé
par la goutte de milieu de culture 62 et la cellule vivante ou 'ensemble de cellules
vivantes 80, typiquement de l'ordre de 5a 10 mm.

[0091] Selon le mode de réalisation, I'élément d’identification 50 peut étre réalisé
directement dans la matiére, par usinage du fond du récipient 20 sur sa face interne ou
externe, ou par apposition d’'une étiquette et/ou de reperes autocollants sur le fond

extérieur du récipient 20.
[0092] PROCEDE D'OBSERVATION SELON L'INVENTION

[0093] Dans un troisiéme temps un procédé d'observation du développement de cellules
vivantes ou ensembles de cellules vivantes 80 par un dispositif d'imagerie 100 tel que
défini précédemment va étre détaillée ci-dessous.

[02] Selon un premier mode de réalisation général du procédé illustré a la figure 12, celui-ci

peut comprendre trois étapes principales :



WO 2021/009465 20 PCT/FR2020/051277

- une étape de préparation S300 ;
- une étape d'identification S302 ; et
- une étape d'observation S304.

[0094] L'étape de préparation S300 consiste a déposer successivement une cellule vivante
ou un ensemble de cellules vivantes 80 puis une goutte d’'un milieu de culture 62 (ou
inversement une goutte d'un milieu de culture 62 puis une cellule vivante ou un
ensemble de cellules vivantes 80) puis a recommencer 'opération en fonction du
nombre de cellules vivantes ou d’ensembles de cellules vivantes 80 a observer souhaité
et enfin recouvrir le tout avec un liquide 63, de type huile, ou de I'eau, dans une boite de
Petri 10 telle que définie précédemment et pouvant étre choisie parmi au moins une

boite de Petri disposée sur le support du dispositif.

[0095] La cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes 80 peut étre déposé dans la
cupule 61 puis recouvert par une goutte d’un milieu de culture 62 dans le réservoir a

cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 60.

[0096] Avantageusement, et notamment dans le cas ou la cellule vivante ou ensemble de
cellules vivantes 80 est un embryon ou plusieurs embryons, suite a cette opération de
préparation ou de dépose des embryons 80, une base de données peut étre remplie par
le préparateur avec les caractéristiques de la boite Petri 10 et surtout les données liées
aux embryons 80 déposés dans la boite de Petri 10 telles que : le couple de patients
auquel appartiennent les embryons 80, le nombre d’'embryons 80 présents dans la bofite,
la date de préparation et de mise en place des embryons 80, etc.

[0097] Létape d'identification S302 de la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes
80 a observer consiste a imager et analyser, a I'aide du systéme d’imagerie 120,
I'élément d'identification 50 de la boite de Petri 10 dans laquelle se trouve la cellule

vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 & observer.

[0098] Avantageusement, une étape optionnelle S301, dite étape de positionnement
approximatif S301 peut étre réalisée préalablement a I'étape, dite étape d'identification
S302, ladite étape optionnelle S301consistant a déplacer relativement I'un par rapport a
I'autre I'ensemble formé par le systeme d’'éclairage 110 et la caméra grand champ 121
du systéme d’imagerie 120 et la boite de Petri 10 a I'aide des moyens de déplacement
160, de sorte que la boite de Petri 10 choisie soit approximativement alignée avec
I'ensemble formé par le systéme d’éclairage (110) et la caméra grand champ (121) du
systeme d'imagerie (120).
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[0099] Ainsi, dans le cas ou plusieurs boites de Petri 10 sont disposées sur le support, il
suffit de positionner le systéme d'imagerie 120, lors d’une étape optionnelle S301, au —
dessus d’une boite de Petri choisie 10 pour que celle-ci soit directement identifiée,
notamment par l'identification de I'élément d’identification 50 avec la caméra grand
champ 121, en déplacant 'ensemble formé par le systéme d’éclairage 110 et la caméra

grand champ 121 systéme d’'imagerie 120.

[0100] Puis l'unité de traitement du premier systéme d’'imagerie 120 peut analyser I'image
prise par la caméra grand champ 121 et permet d’analyser I'élément d’'identification 50
pour remonter aux caractéristiques de la boite de Petri 10 observée via une base de

données préalablement remplie.

[0101] L'étape d'observation S304 consiste a imager une premiére cellule vivante ou
ensemble de cellules vivantes 80 a l'aide du systéme d’'imagerie 120.

[0102] Dans une configuration ou le support 1 comprend des plots ou rebords, ou encore
encoches permettant de pré-positionner une boite de Petri 10 sur des positions
prédéfinies, celle-ci y est ainsi pré-positionnée. Aucun réglage latéral préliminaire, c’est-
a-dire, dans un plan paralléle au plan défini par le support 1, n’est utile pour positionner
le systéme d’'imagerie 120 et la caméra grand champ 121 relativement a la boite de Petri
10 car le large champ de vue de la caméra grand champ 121 couvre au moins
l'intégralité d'un logement 61, ou puits, de la boite de Petri 10. Ceci permet, des la mise
en fonctionnement du systéme d’'imagerie 120, aprés avoir défini le plan d'observation
de la cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 par configuration de la caméra
grand champ 121, de repérer directement une cellule vivante ou un ensemble de cellules
vivantes 80 positionnée dans I'un des logements 61 de la boite de Petri 10 en place,
quelle que soit la position de la cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 dans
son logement 61. Ainsi, le systeme d’éclairage 110 éclaire la premiere cellule vivante ou
ensemble de cellules vivantes 80 et la caméra grand champ 121 image celui-ci. La figure
13 montre une image plein d’'un embryon obtenue par le procédé d'observation
précédemment décrit, 'image étant notamment obtenue aprés I'étape S304. On peut y
observer 'embryon positionné du c6té gauche de son logement 61 dans la boite de Petri
10 et distinguer les cellules qui le constituent.

[0103] Avantageusement, lors de cette étape d'observation S304, il sera possible de
compter le nombre de cellules présentes dans la cellule vivante ou ensemble de cellules
vivantes 80 observé ou d’observer la texture et le grain de ces cellules vivantes ou
ensembles de cellules vivantes grace au systéme d’imagerie 120 et éventuellement
aussi grace a un éclairage adapté.



WO 2021/009465 22 PCT/FR2020/051277

[03] Dans le cas particulier ou la cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 est un

embryon, pour pouvoir en observer I'évolution du développement dans son ensemble les

images prises par la caméra grand champ 131 pourront étre enregistrées en prenant soin
d’identifier 'embryon 80 et la date et I'heure de la prise de vue.

[0104] Selon un deuxiéme mode de réalisation général du procédé d’'observation selon
linvention, et illustré a la figure 14, il est possible d’observer une autre cellule vivante ou
ensemble de cellules vivantes 80 située dans un autre logement 61 de la boite de
Petri10. Une étape supplémentaire S310 peut ainsi étre effectuée par rapport au premier
mode de réalisation du procédé d’'observation dont un synoptique a été illustré a la figure
12. La boite de Petri 10 et de I'ensemble formé par au moins le systeme d'éclairage 110
et la caméra petit champ 131 peuvent étre déplacés relativement I'un par rapport a
l'autre avec les moyens de déplacement 160. Le déplacement est réalisé selon un plan
parallele au plan horizontal défini par la boite de Petri 10 ou a celui défini par le support
1 sur lequel est posée la boite de Petri 10. Le déplacement est effectué de sorte a ce
que I'ensemble formé par au moins le systéme d’éclairage 110 et la caméra grand
champ 121 soit positionné au niveau du logement 61 de la nouvelle cellule vivante ou
ensemble de cellules vivantes 80 a observer. La figure 14 présente le synoptique de ce
mode de réalisation d’observation d’une autre cellule vivante ou ensemble de cellules

vivantes 80 située dans un autre logement 61 de la boite de Petri.

[0105] Il est a noter que pour gagner du temps lors de I'observation de plusieurs cellules
vivantes ou ensembles de cellules vivantes 80, I'unité de traitement du systeme
d’'imagerie 120 peut conserver en mémoire les positions précédentes des cellules
vivantes ou ensembles de cellules vivantes 80 observés pour pouvoir commander aux
moyens de déplacement d’aller directement a ces positions. Ainsi, le time-lapse entre
deux prises d'image d’'une méme cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 est
diminué et I'évolution temporelle de la cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes

80 est observée plus efficacement.

[0106] Dans le cas ou le dispositif d'imagerie 100 comprend en outre une lentille liquide
170, le plan d’observation de la cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 peut
étre déterminé par une configuration de la lentille liquide 170.

[0107] Selon un troisieme mode de réalisation du procédé d’observation selon l'invention,
on peut observer une cellule vivante ou un ensemble de cellules vivantes 80 dans sa
profondeur. On utilise pour ce faire un dispositif d'imagerie 100 comprenant une lentille
liquide 170. L'utilisation de celle-ci permet de s’affranchir d’'un moyen de déplacement

mécanique le long de I'axe z défini perpendiculairement au plan horizontal défini par le



WO 2021/009465 23 PCT/FR2020/051277

support 1, et donc de réduire le temps de configuration du dispositif d'imagerie pour
'observation de cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes 80. Typiquement la
plage de profondeur d’une cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 explorée
est de I'ordre de quelques dizaines de micrométres (par exemple de 10 um a 100 pm,
typiquement de 20 um). Un plan d’observation est déterminé par une configuration de la
lentille liquide 170 dans une étape S312. Par configuration de la lentille liquide 170, il
doit étre compris le réglage d'un paramétre de contréle tel qu’une tension électrique
permettant de définir la focale de la lentille liquide 170. Par exemple, pour mettre en
ceuvre le mode de réalisation du procédé d’observation précédemment décrit, le modéle
de lentille liquide C-u-25H0-075 de la marque Varioptic, peut étre utilisé.

[0108] Ainsi, I'étape supplémentaire S312 de détermination d’'un plan d’observation par

configuration de la lentille liquide 170 peut étre répétée plusieurs fois pour observer une
cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 en plusieurs plans perpendiculaires
a la direction de la profondeur déterminés par différentes configurations de la lentille

liquide 170. La figure 15 présente le synoptique de ce mode de réalisation d’observation

d’'une cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80 dans sa profondeur.

[0109] PRODUIT PROGRAMME D’'ORDINATEUR SELON L'INVENTION

[0110] Linvention porte également un produit programme d’ordinateur téléchargeable

depuis un réseau de communication et/ou enregistré sur un support lisible par ordinateur
et/ou exécutable par un processeur. Ce programme d’ordinateur comprend des
instructions de code de programme pour la mise en ceuvre du procédé d’observation du
développement d’une cellule vivante ou d’un ensemble de cellules vivantes 80 tel que

précédemment défini.

[0111] Pour optimiser 'observation des cellules vivantes ou d’ensembles de cellules

vivantes 80 et notamment réduire au maximum I'écart entre chaque prise de vue par la
caméra grand champ 121, le programme ordinateur pourra optimiser le déplacement de
'ensemble formé par au moins le systéme d’éclairage 110 et la caméra grand champ
121 grace a la connaissance de positions précédemment enregistrées des cellules

vivantes ou d’ensembles de cellules vivantes 80.

[0112] Avantageusement, ce programme d’'ordinateur pourra également permettre de

visionner les images prises d’'une cellule vivante ou d’'un ensemble de cellules vivantes
80 soit sous forme d’'une vidéo retracant son évolution au fil du temps, soit image par

image.

[0113] EXEMPLES
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[0114] EXEMPLE 1 : Observation d’'un embryon avec un dispositif d'imagerie selon
l'invention et par un procédé d'observation selon l'invention avec différents types
d'éclairages

[0115] La figure 16 montre deux images d’'un embryon 80 obtenues avec un dispositif
d’'imagerie 100 selon l'invention et selon le premier mode de réalisation du procédé
d’'observation selon l'invention, en utilisant respectivement un éclairage de type
« contours » et un éclairage de type « texture ». On y distingue respectivement, dans
I'image en éclairage de type « contours », les bords des cellules constituant I'embryon
80 ainsi que les bords de celui-ci, et dans I'image en éclairage de type « texture », le
relief et la texture de ces éléments.

[0116] EXEMPLE 2 : Observation d’'un embryon dans sa profondeur avec un dispositif
d’imagerie selon l'invention et selon le troisieme mode de réalisation du procédé
d’'observation selon l'invention

[0117] Les figures 18a et 18b montrent différentes coupes transversales d'un embryon a
différentes profondeurs, obtenues avec un dispositif d'imagerie comprenant un modéle
de lentille liquide de la marque Varioptic, (C-u-25H0-07), présentant une distance focale
de 7,5mm pour une tension d'application de 40V. La figure 17a présente une série de
coupes avec un éclairage de type « contours », ou les plans de coupe sont espacés
d’environ 30 microns par application de plages de tensions déterminées de la lentille
liquide. La figure 17b présente une série de coupes avec un éclairage de type relief, ou
les plans de coupe sont espacés de 30um. On peut observer dans ces séries d'images
les mémes propriétés que dans la figure 16, et ainsi que la netteté de chaque coupe
transversale.

[0118] Linvention telle que précédemment décrite présente de multiples avantages.

[0119] Le dispositif d'imagerie n’est plus équipé d’un jeu d’'objectifs de grossissements
différents a manipuler manuellement comme sur les microscopes actuels mais il est
équipé d’'une unique caméra permettant 'observation directe, sans réglage préliminaire
ni déplacements d’'une premiére cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes 80
placés dans une position quelconque dans un logement 61 d’'une boite de Petri 10,
'observation étant une observation en haute résolution de la cellule ou 'ensemble de
cellules vivantes 80.

[0120] Les contraintes vis-a-vis de la dépose des cellules vivantes ou ensembles de cellules
vivantes 80 qui peuvent se déplacer au sein de leur logement 61 dans la boite de Petri
10 sont donc relachées par le fait que la caméra grand champ 121 couvre au moins la
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totalité de la surface d’'un logement 61. Ceci permet de ne pas avoir a déplacer le
dispositif d’imagerie 100 pour observer la ou les cellules vivantes ou ensembles de
cellules vivantes 80 dans leur logement 61.

[0121] Les différents types d'éclairage que peut comprendre le dispositif d'imagerie
permettent de configurer en conséquence les traitements d'image associés aux
différentes phases du processus d'observation telles que l'identification de la boite de
Petri 10 et donc des cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes 80, leur
détection par le systéme d'imagerie 120, ou encore le comptage du nombre de cellules

présentes dans la cellule vivante ou 'ensemble de cellules vivantes 80 observé.

[0122] Le dispositif d’imagerie 100 et le procédé d'observation de cellules vivantes ou
d’ensembles de cellules vivantes présentés ici permettent d’améliorer la qualité optique
et d'image, ainsi que l'efficacité matérielle, c’est-a-dire I'utilisation d’'un matériel simplifié
par rapport aux dispositifs connus dans I'art antérieur, et temporelle, grace a la limitation
des moyens de déplacement et a la suppression des déplacements en profondeur, des
processus d’'étude de la reproduction, notamment de la Fécondation /n Vitro, tout en
réduisant les colits de fabrication et d’utilisation du dispositif.
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Revendications

[Revendication 1] iDispositif d’'imagerie (100) pour I'observation du
développement de cellules vivantes ou d’ensembles de cellules vivantes (80) dans le
cadre de I'étude de la reproduction et en particulier pour la Fécondation In Vitro
(FIV), caractérisé en ce qu'il comprend :

- un systéme d’'imagerie (120) comprenant une caméra grand champ (121) adaptée
a I'observation d’une ou plusieurs cellules vivantes ou ensembles de cellules
vivantes (80) a observer, les cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes (80)
étant déposés dans une boite de Petri (10) contenant un logement spécifique (61)
pour chaque cellule vivante ou ensemble de cellules vivantes (80) ;

- un support (1) apte a recevoir la boite de Petri (10) et positionné entre le systéme
d’éclairage (110) et le systeme d'imagerie (120) ;

- un systéme d’éclairage (110) comprenant trois sources lumineuses (111a, 111b,
111c), adaptées pour éclairer un objet qui est une cellule vivante ou un ensemble de
cellules vivantes (80) a observer, dont une source centrale (111b), une premiére source
latérale (111a) placée d’un premiere cbté de la source centrale (111b), et une deuxieme
source latérale (111c) placée d’'un deuxiéme c6té de la source centrale (111b),

le systéme d’'éclairage (110) étant configuré pour mettre en ceuvre chacun des types
d’éclairage particuliers suivants :

- un éclairage de type « repérage » permettant de repérer la ou les cellules vivantes
ou ensembles de cellules vivantes (80) a observer par le systéme d’imagerie (120),
ledit éclairage de type « repérage » étant réalisé en mettant en ceuvre la source
centrale (111b), la premiére source latérale (111a) et la deuxieéme source latérale
(111c), les rayons lumineux (112) issus des sources lumineuses (111a, 111b, 111¢)
étant focalisés sur I'objet selon un céne (a_GC ) ayant une ouverture angulaire
comprise entre 26°et 34° ;

- un éclairage de type « contours » permettant de compter la ou les cellules
présentes dans la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes (80) observé par
le systéme d’'imagerie (120), ledit éclairage de type « contours » étant réalisé en
mettant en ceuvre la premiere source latérale (111a) et la deuxieme source latérale
(111c), les rayons issus de la premiére source latérale (111a) et de la deuxiéme
source latérale (111c) étant séparés en deux faisceaux collimatés (113, 114)
symétriques par rapport a I'axe perpendiculaire (P) au plan formé par le support (1)
de la boite de Petri (10) ou la boite de Petri elle-méme, un premier faisceau (113)
issu de la premiere source latérale (111a) éclairant I'objet selon un angle d'incidence
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par rapport a I'axe perpendiculaire (P) comprise entre 10°et 14°, un deuxieme
faisceau (114) issu de la deuxiéme source latérale (111c) éclairant I'objet selon un
angle d’incidence par rapport a I'axe perpendiculaire (P) comprise entre 10°et 14°;

- un éclairage de type « relief » permettant de visualiser la texture et la granularité de
la ou des cellules présentes dans la cellule vivante ou I'ensemble de cellules
vivantes (80) observé par le systéeme d’imagerie (120), ledit éclairage de

type « relief » étant réalisé en mettant en ceuvre la premiére source latérale (111a),
un unique faisceau lumineux (115) collimaté issu de la premiere source latérale
(111a) se propageant selon un axe incliné d’un angle par rapport a 'axe
perpendiculaire (P) compris entre 8° et 16°;

- des moyens de déplacement relatif (160) de la boite de Petri (10) par rapport a
I'ensemble formé par le systéme d’éclairage (110) et ladite caméra grand champ
(121) de sorte a pouvoir observer des cellules vivantes ou ensembles de cellules
vivantes (80) situés dans les différents logements de la boite de Petri (10),

ladite caméra grand champ (121) présentant un champ de vue couvrant au moins la
surface totale d’un des logements de la boite de Petri (10), et ledit dispositif
d’'imagerie (100) étant adapté pour imager, sans déplacement relatif de ladite boite
de Petri avec les moyens de déplacement (160) par rapport a 'ensemble formé par
le systéme d’'éclairage (110) et ladite caméra grand champ (121), une cellule vivante
ou un ensemble de cellules vivantes dans une position quelconque dans son
logement dans la boite de Petri (10) et ladite caméra grand champ (121) présentant
une résolution adaptée a I'observation des détails d’'une cellule vivante ou d'un

ensemble de cellules vivantes (80), lesdits détails ayant une taille micrométrique.

[Revendication 2] Dispositif d'imagerie (100) selon la revendication 1 dans lequel le ou

les ensembles de cellules vivantes sont un ou plusieurs embryons.

[Revendication 3] Dispositif d'imagerie (100) selon 'une quelconque des revendications
1 a2, dans lequel ladite source lumineuse (111) est disposée dans un plan paralléle
au plan horizontal défini par le support (1) apte a recevoir la boite de Petri (10), et un
dispositif de mise en forme des faisceaux émis par ladite source lumineuse (111) est
disposé entre ladite source lumineuse (111) et la boite de Petri (10).

[Revendication 4] Dispositif d'imagerie (100) selon 'une quelconque des revendications
1 a2, dans lequel les moyens de déplacement (160) sont aptes a déplacer
'ensemble formé par le systéme d'éclairage (110) et la caméra grand champ (121)
du systéme d’imagerie (120) relativement par rapport a la boite de Petri (10) dans
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laquelle sont déposés les cellules vivantes ou ensembles de cellules vivantes (80) a

observer.

[Revendication 5] Dispositif d'imagerie (100) selon 'une quelconque des revendications
1 a 4 comprenant en outre une lentille liquide (170), adaptée pour contréler la
distance de focalisation de la cellule vivante ou I'ensemble de cellules vivantes dans
la direction de sa profondeur.

[Revendication 6] Procédé d’observation du développement de cellules vivantes ou
ensembles de cellules vivantes par un dispositif d'imagerie (100) tel que défini dans
I'une des revendications 1 a 5 comprenant les étapes suivantes :

- une étape de préparation (S300) consistant a déposer successivement une cellule
vivante ou un ensemble de cellules vivantes dans une boite de Petri (10) telle que
définie dans la revendication 7 et pouvant étre choisie parmi au moins une boite de
Petri disposées sur le support (1) du dispositif d’imagerie (100), puis une goutte d'un
milieu de culture (62) dans ladite boite de Petri (10), 'opération étant réitérée autant
de fois que nécessaire en fonction du nombre de cellules vivantes ou ensembles de
cellules vivantes a observer souhaité ; puis a recouvrir le tout avec un liquide (63), tel
que de I'huile ou de I'eau;

- une étape d'identification (S302) de la boite de Petri (10) consistant a détecter et
visualiser, a I'aide d’un lecteur dédié, un élément d’identification (50) de la boite de
Petri (10) dans laquelle se trouve la ou les cellules vivantes ou ensembles de cellules
vivantes (80) a observer ; et

- une étape d’'observation (S304) d'une premiere cellule vivante ou ensemble de
cellules vivantes (80) a I'aide du systéme d’imagerie (120).

[Revendication 7] Procédé d’observation du développement de cellules vivantes ou
ensembles de cellules vivantes selon la revendication 9 comprenant en outre,
préalablement a I'étape d’identification (§302), une étape optionnelle de
positionnement approximatif (S301) de la boite de Petri (10) choisie par rapport a
'ensemble formé par le systéme d'éclairage (110) et la caméra grand champ (121)
du systeme d’imagerie (120) relativement a une boite de Petri 10 choisie a l'aide des
moyens de déplacement, de sorte que la boite de Petri (10) soit approximativement
alignée avec I'ensemble formé par le systeme d’'éclairage (110) et la caméra grand
champ (121) du systéme d’'imagerie (120).

[Revendication 8] Procédé d’observation du développement de cellules vivantes ou
ensembles de cellules vivantes selon la revendication 9 ou 10, comprenant, apres

I'étape d’'observation d’une premiére cellule vivante ou d’'un premier ensemble de
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cellules vivantes, une étape de déplacement relatif (S310) de la boite de Petri (10)
par rapport a 'ensemble formé par le systeme d’éclairage (110) et la caméra grand
champ (121) du systeme d’imagerie (120) permettant I'observation d’une autre
cellule vivante ou d’'un autre ensemble de cellules vivantes situé dans un autre
logement (61) de la boite de Petri (10).

[Revendication 9] Procédé d’observation du développement de cellules vivantes ou
ensembles de cellules vivantes selon I'une quelconque des revendications 9 a 11,
dans le cas ou le dispositif d'imagerie (100) comprend en outre une lentille liquide
(170), dans lequel I'étape d’observation d'une premiere cellule vivante ou d’un
premier ensemble de cellules vivantes (80) est effectuée dans un plan d’observation
horizontal paralléle au support (1) apte a recevoir la boite de Petri (10) et
perpendiculaire a la direction de la profondeur de ladite premiére cellule vivante ou
dudit ensemble de cellules vivantes , ledit plan étant déterminé dans une étape
supplémentaire de détermination (S312) par une configuration de la lentille liquide.

[Revendication 10] Procédé d’'observation du développement de cellules vivantes
ou ensembles de cellules vivantes selon la revendication 12, dans lequel I'étape de
détermination d’'un plan d’observation (S312) de ladite premiére cellule vivante ou
dudit ensemble de cellules vivantes (80) est répétée pour différents plans
perpendiculaires a la direction de la profondeur de ladite premiére cellule vivante ou
dudit ensemble de cellules vivantes (80) par différentes configurations de la lentille
liquide, de sorte a observer une premiere cellule vivante ou un premier ensemble de

cellules vivantes (80) dans les différents plans d’observation déterminés.
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