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L’observation mous montre que partout les lois
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réqularité des lois de la nature est la base méme de
la science et domine, comme les autres sciences, la
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Résumé

La forme émerge a toutes les échelles et dans tous les systemes physiques, vivants ou
non, comme le résultat de l'interaction suivant certaines regles des différents éléments
constituant le systeme. L’enjeu de I’étude de la morphogenese est donc d’établir quels
éléments et quelles interactions sont responsables de 1’émergence des traits frappants
de la forme dont on souhaite expliquer la naissance. En biologie du développement, le
contexte bio-moléculaire et I'importance du gene font souvent perdre de vue que comme
dans tout systeme, la forme géométrique émerge suite a des interactions inscrites dans
Iespace et dans le temps, interactions dont les genes et les protéines pour lesquelles ils
codent sont certainement acteurs. Dans ce manuscrit, nous traiterons de la morphogenese
de deux systemes différents. Le premier se situe dans la lignée des expériences de crois-
sance osmotique réalisée au XIXeme siecle par le Dr. Stéphane Leduc. Il consiste en la
formation spontanée de tubes de silice poussant symétriquement autour d’une fracture se
situant en leur milieu lors de 'injection d’une solution dans une seconde, un précipité se
formant a l'interface. Le reste du manuscrit est dédié a ’étude de la morphogenese pulmo-
naire chez les mammiferes. Nous construirons d’abord le cadre théorique d’un modele de
croissance tres général basé sur les observations de la biologie moléculaire et la géométrie
de T'organe. Par la suite nous verrons comment de simples considérations de géométrie
et de diffusion permettent d’expliquer le patterning des genes impliqués, et comment ces
mémes considérations rendent compte de I'émergence des traits frappants de la morpho-
logie du poumon embryonnaire : 'arborescence, 1'évitement des bronches entre elles, et
I’établissement d’une distance caractéristique entre 1’épithélium distal et le mésenchyme
distal. Nous introduirons aussi les outils théoriques permettant de comprendre en profon-
deur les mécanismes impliqués. Enfin nous présenterons une expérience physique simple
basée sur les conclusions du modele, et révélant des similitudes frappantes avec la crois-

sance pulmonaire.







Abstract

Shapes emerge at all scales and in all physical systems, living or not, as the result of
interactions between the elements of the system according to a certain set of rules. The
crucial issue of morphogenesis study is to identify which elements and which rules are
responsible for the emergence of the shape’s striking features that one seeks to explain. In
developmental biology, the molecular context and the central role of genes often mask that,
as in any material system, geometrical shapes emerge following interactions well defined
in time and space, interactions in which genes and proteins are definitely crucial actors.
In this manuscript, we will study the morphogenesis of two distinct systems. The first
one refers to XIXth century’s osmosis experiments by Dr. Stéphane Leduc. It consists
in the spontaneous formation of silica tubes growing evenly on both sides of a central
fracture, and occurs when injecting a solution in another, a precipitate forming at the
interface. The rest of the manuscript deals with lung morphogenesis in mammals. We
will first build the theoretical framework of a very general growth model based upon the
observations of molecular biology as well as the geometry of the organ. Then, we will
see how elementary considerations of geometry and diffusion account for the patterning
of involved genes, and also for the emergence of the striking features of embryonic lung
morphology : the arborescence, the fact that bronchi never penetrate another, and the
apparition of a characteristic distance between distal epithelium and mesothelium. We
will also introduce theoretical tools that allow a deeper understanding of the underlying
mechanisms. Last, we will present a simple experiment of viscous fingering based on our

model’s conclusions and presenting striking similarities with lung growth.
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Avant-propos

S’il est question dans ce travail de problemes en apparence différents, le theme central
est 'apparition spontanée de formes dans une situation physique et géométrique donnée,
I’étude de la morphogenese. Bien que le sujet de ma these n’ait pas été parfaitement défini
au départ, puisque qu’elle faisait suite a des expériences tres exploratoires de croissance
chimique effectuées en stage I'année précédente, la morphogenese est restée au centre de
nos préoccupations. Cependant, j’ai été amené a étudier des objets assez différents, sans
I’avoir nécessairement planifié, et ce en tres grande partie grace a Stéphane. Le corps du
manuscrit traite donc logiquement des mécanismes de morphogenese dans deux systemes
tres différents.

La premiere étude, dont ’ambition initiale et un peu naive était de reproduire cer-
taines caractéristiques de la croissance pulmonaire, est finalement une étude expérimentale
portant sur la formation spontanée de tubes de silice poussant par leur milieu dans des
expériences dites de ”jardins chimiques”, passées a la postérité suite aux travaux pionniers
de Stéphane Leduc au début du vingtieme siecle.

La seconde étude, plus théorique, est le fruit d’'une semi-réorientation dans la chrono-
logie de ma these et fait suite a notre rencontre avec Pierre Blanc. Elle constitue la plus
grosse partie du manuscrit, et traite du développement embryonnaire du poumon chez
les mammiferes, a travers la construction d’'un modele assez simple, basé a la fois sur la
géométrie et la diffusion, et sur les observations de la biologie moléculaire.

Pour réunir ces travaux avec une certaine cohérence, le manuscrit commence par une
introduction tres générale sur la morphogenese, son histoire et ses enjeux, notamment
en biologie du développement. Pour les mémes raisons, certains sujets "satellites” ont été
traités intégralement en annexe. J’espere que ces choix permettront au lecteur d’apercevoir

le fil conducteur que j’ai essayé de ne pas perdre de vue pendant ces trois dernieres années.
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Chapitre 1

Introduction

Sommaire
1.1 Lamorphogenése . . ... .. ..ot tuuenoeeeoens 17
1.1.1 Laforme . ... .. .. . . .. 17
1.1.2 IL’étude de la morphogenese . . . . . .. .. .. .. ... ... 19
1.2 La question du vivant en morphogenése . . . . . .. ... ... 29
1.2.1 La notion de forme dans le vivant . . . ... .. ... ..... 29
1.2.2  La morphogenese vivante, support d’un conflit idéologique . . . 30
1.3 Plandelathése .. ..... ... ... ..., 34

1.1 La morphogenese

1.1.1 La forme

La forme semble étre le support de la premiere analyse que nous effectuons pour
appréhender un nouvel objet, animé ou inanimé, ou un autre individu. Prosaiquement,
la forme d’un objet est le contour de la portion d’espace occupée par cet objet, sans
considération supplémentaire lié a sa couleur, sa composition matérielle ou son contenu,
sa position ou son orientation dans ’espace. Cette définition de la forme souleve aussi la
question de la taille. Au sens de la géométrie, 1’échelle n’est pas incluse dans la forme,
c’est-a-dire qu'un cube de trois centimetres de coté et un cube de trois metres de coté
sont (trivialement) de méme forme. Ainsi, deux objets dans I'espace ont la méme forme
seulement si on peut passer de I'un a I’autre par des rotations, translations et changements
d’échelle. Cependant, si au sens mathématique le concept forme ne désigne qu’un contour
immuable défini géométriquement par des lignes ou des surfaces, on étend, au moins
au sens usuel, la forme a des objets mouvant (un animal dans différentes postures, par

exemple). Ainsi, on dit de deux éléphants ou de deux lapins qu’ils ont la méme forme, ce
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Chapitre 1 : Introduction

qui confere a la forme un caractere plus général, plus lié a I'idée de 1'objet auquel elle se
rattache qu’a son essence géométrique.

Il semble que la notion de forme soit présente depuis toujours dans I’histoire humaine.
Il est en tous cas certain que presque aussi loin que I'on remonte les traces qu’on a de
I’homme, la forme est présente, ne serait-ce qu’en tant que manifestation de la trace en
question : peintures, écrits. La pensée liée au concept de forme remonte elle aussi au moins
aux philosophies antiques : étant associée aux mathématiques et a la géométrie, la forme
est omniprésente chez les présocratiques. Chez Pythagore par exemple, comme l’écrit un
de ses éleves [1], le 1 correspond au point, le 2 a la ligne, le 3 au triangle (au plan), et
le 4 a la pyramide (volume), vision qui n’est pas sans rappeler le concept plus tardif de
dimensions. Plus tard et de maniere un petit peu analogue, dans la philosophie de Platon,
la théorie des formes joue un role absolument central. Sa volonté de décomposer les quatre
éléments supposés étre les constituants ultimes de la matiere en formes géométriques [2],
appelés par la suite les solides de Platon (Fig. 1.1), témoigne tres bien de la fascination qu’a
toujours exercé la pureté de la géométrie sur ’esprit humain, comme si la matiere était
nécessairement sous-tendue par une abstraction, éventuellement mathématique, comme
la géométrie et les formes. Par exemple, le concept de cercle, dont tous les points sont
équidistants d’un centre, transcende toute tentative de représentation : chacun sait ce

qu’est un cercle, méme s’il n’en a jamais vu de parfait.

Vo BB

Fig. 1.1 - Les cing solides de Platon. De gauche a droite : un
tétraedre, un hexaédre, un octaédre, un dodécaedre et un isocaedre.

Il peut alors sembler que le role central du concept de forme dans la philosophie et les
mathématiques est la manifestation du role central que jouent les formes dans notre per-
ception des objets du monde. Si on considere la forme comme support de ’appréhension,
il est certain que la perception humaine joue un role important dans I’analyse des formes.
La gestalt ou psychologie de la forme se fonde en partie sur notre maniere d’appréhender
un ensemble de "points” [3]. Les implications dépassent de loin le seul concept de forme

et sortent de notre propos, mais en ce qui concerne la seule perception, il est intéressant
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1.1 La morphogenése

de voir qu’il semble émerger une somme de regles de perceptions permettant de nous
révéler une forme. La loi de proximité : on associe les points proches comme formant
un tout; la loi de similitude : la recherche de ressemblances qualitatives locales; la loi
de fermeture : la forme émerge plus volontiers lorsqu’on arrive a trouver un contour, la
loi de continuité : on cherche a ”prolonger” entre des points tres proches; et la loi de
destin commun lorsqu’il y a du mouvement : on associe volontiers des points ayant une
trajectoire similaire. Cet ensemble constitue la loi de la bonne forme : on tend a d’abord a
chercher dans un ensemble informe de parties quelque chose de formé, simple, symétrique,
stable. Ainsi dans le cadre de la perception humaine, la forme ne semble pas étre quelque
chose d’objectif. Pourtant, la fascination intellectuelle que les formes exercent trouve sa
source dans le caractere universel, et parfaitement objectif, de la géométrie.

Ce caractere universel de la géométrie et des formes réside sans doute en grande partie
dans leur émergence spontanée et parfois tres réguliere (dans espace mais aussi dans
le temps). En effet, 'univers et la nature sont le siege de I'apparition spontanée de di-
verses formes. On peut méme considérer d’un point de vue strictement géométrique que
tout mouvement de parties selon des directions ou a une vitesse différente est créateur
de formes, "morphogene”. Le fait remarquable que la nature reproduise des formes sem-
blables, c’est a dire, par exemple, que les toutes planetes soient sphériques, constitue en
soi un probleme fascinant et pose la question sous-jacente du mécanisme de 'apparition de
la forme, de la morphogenese. L’idée de I'apparition systématique d’'une forme (la sphere
pour les planetes) suppose déja 'idée que certaines formes géométriques sont, au sens des
lois de la physique, des attracteurs mathématiques. Mais si ’on va plus loin, il est plus
remarquable encore de retrouver certaines formes dans des configurations physiques tres
différentes, a des échelles de taille tres différentes, et sur des durées tres différentes. Pour
poursuivre 'image de la sphere, par exemple, on peut comparer a la forme d’une planete
celle d’'un melon ou d’une bulle de savon : dans les trois cas, nait spontanément une forme
qualitativement équivalente, alors que les mécanismes sous-jacents sont fondamentale-
ment différents (Fig. 1.2). La question est donc plus généralement de savoir comment une
forme complexe mais réguliere peut émerger de regles simples d’interactions et de crois-
sance, et comment d’un systeme a l'autre des regles physiquement différentes peuvent étre

formulées de maniere analogue par les mathématiques.

1.1.2 L’étude de la morphogenese

Ces questions anciennes que souleve l'observation de la nature a bien str piqué la
curiosité de beaucoup de penseurs et de scientifiques, et '’étude de la morphogenese

est devenue, surtout a partir du vingtieme siecle, un terrain de recherche important en
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Fig. 1.2 — Une planéete, un melon et une bulle de savon. L’émergence
de formes semblables a des échelles tres différentes dans des systemes
tres différents souléve la question de l'universalité des mécanismes de
morphogenese.

sciences physiques et en sciences de la vie. Néanmoins plusieurs problemes bien plus
anciens sont précurseurs des questions de morphogenese au sens ou on l’entend main-
tenant. Plus précisément, il s’agit de comprendre comment un systéeme physique tend
spontanément vers une forme, en d’autres termes comment la forme finale peut étre le
résultat mathématique d’un probleme physique de minimisation d’énergie. On peut par
exemple citer le probleme de la chainette, qui remonte a Galilée. La chainette est le nom
donné a la courbe que prend invariablement une chaine ou une corde suspendue entre

deux points (Fig. 1.3).

Fig. 1.8 — A gauche : chapelets sur une porte d’église vénitienne. A
droite : pont a Venise. Photographies de S. Douady.

Galilée suppose au dix-septieme qu’il s’agit d’une parabole [4], mais Leibnitz et Ber-
nouilli démontrent quasi-simultanément a la fin du siecle qu’il s’agit en fait d’'un cosinus
hyperbolique. La chainette est omniprésente en architecture, ot on utilise la chainette
inversée pour construire des arches, des ponts, etc... La forme, et donc la fonction
mathématique la décrivant, découle mathématiquement de la minimisation de 1’énergie

potentielle.
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On peut aussi citer le cas de la loi de Laplace, savant francais qui au début du dix-
neuvieme siecle qui a introduit la notion de tension de surface [5]. Complétée par Gauss
vingt ans plus tard, cette loi permet de donner une condition géométrique d’équilibre pour
une interface liquide-solide, ou liquide-gaz, etc. Une illustration classique est la forme d’un
film de savon : si on trempe une boucle en fil de fer, de forme quelconque, dans de 'eau
savonneuse, le film de savon va spontanément occuper la surface minimale reliant tous
les points du fil de fer (Fig. 1.4), afin de minimiser son énergie libre, proportionnelle a la
surface. Ces deux exemples illustrent tres bien le concept de forme en tant que résultat
d’'un équilibre physique entre plusieurs forces, concept sous-jacent a 1’étude des formes

dans la physique moderne.

Fig. 1.4 — Le film de savon relie tous les points du contour en occupant
la surface minimale possible.

Les propriétés de symétries et de régularité existant dans les formes vivantes ont
aussi passionné les penseurs. Ernst Haeckel, biologiste et philosophe allemand, passé a
la postérité pour sa fameuse phrase <l’ontogénese récapitule la phylogénese >, a pro-
duit des centaines de pages de dessins et gravures (que 1'on retrouve en partie dans son
livre Kunstformen der Natur [6]). Celles-ci font écho aux questions fondamentales que
posent ’émergence de symétries et de formes régulieres dans le monde vivant aux pen-
seurs de 1’évolution. Beaucoup de planches sont notamment consacrées aux radiolaires et
aux diatomées (Fig. 1.5). Dans I'histoire de la morphogenése et sur ces questions d’appa-
rition spontanée de symétries dans le vivant, D’Arcy Wentworth Thompson fait figure de
précurseur. Avant I'avenement de la physique non-linéaire, il comparait qualitativement
une grande variété de formes observée dans le vivant a des formes naissant spontanément
dans les fluides, et imaginait des mécanismes communs de formation. Par exemple les
"arches” que forment une goutte d’encre lachée dans de I’eau sont étonnamment ressem-
blantes a la formes de certaines méduses . Dans son livre ”On Growth and Forms”, publié

en 1917, il introduit aussi une idée qui a beaucoup marqué les esprits et continue de faire
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couler de I'encre [7] : sa fameuse théorie des transformations, dans laquelle il montre qu’on
peut passer de la forme d’un animal a celle d'un autre d’une espece plus ou moins voisine
par des transformations géométriques du plan (Fig. 1.6). Cette constatation, bien que
relayée plus tard par la paléontologie, était presque de l'ordre de la discussion dans son

livre, comme si elle appelait a 1’établissement d’un cadre théorique encore a déterminer.

Fig. 1.5 — Une planche d’Haeckel dédiée aux radiolaires, extraite de
son livre Kunstformen der Natur.

Le plus souvent, la démarche physique moderne de 1’étude de la morphogenese consiste
a trouver les ingrédients physiques minimaux permettant de rendre compte, au moins
qualitativement, de 'apparition d’une forme. En pratique, il s’agit de comprendre, par la
théorie ou l'expérience, quels parametres du probleme sont déterminants pour engendrer

la forme, quelles forces sont responsables du mouvement qui la créé. L’évolution du forma-
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D'Arcy Wentworth Thompson

Diodon

Scorpaena

Orthagoriscus

Fig. 1.6 — D’Arcy Thompson. En haut a droite : analogie entre une
goutte d’encore qui tombe dans [’eau et une méduse. En bas : exemples
donnés par D’Arcy Thompson pour sa théorie des transformations.
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lisme mathématique a modifié la maniere d’appréhender la morphogenese, par exemple
I’étude des brisures spontanées de symétries, ou la configuration géométrique obtenue
a spontanément perdu une ou plusieurs des symétries des causes dont elle résulte. La
figure 1.7 donne un exemple physique de brisure spontanée de symétrie, celui d'un res-
saut hydraulique ayant perdu sa forme circulaire pour prendre la forme d’un pentagone.
Plus généralement, ce domaine des sciences physiques et mathématiques, le domaine du
non-linéaire, ou le mouvement n’est pas linéairement lié aux forces, a subi un essor tres
important au vingtieme siecle et constitue un nouveau paradigme pour la compréhension

des problemes de morphogenese.

Fig. 1.7 — Ressaut hydraulique a symétrie cing [8].

Avant 'avenement du formalisme des systemes dynamiques, Alan Mathison Turing,
dans "The Chemical Basis of Morphogenesis” [9], propose un mécanisme archétype et
visionnaire de morphogenese : la réaction-diffusion, o plusieurs substances distribuées
spatialement diffusent et interagissent (par exemple l'une inhibant la production de
l'autre). Les équations de réaction-diffusion ont été utilisées par la suite dans beaucoup
de problemes tres différents, de la formation des rayures de zebres (ou les réactifs sont le
pigment et l'inhibiteur) & la modélisation des empreintes digitales ou des motifs sur les
coquillages. Le travail de Tiiring constitue en quelque sorte la premiere tentative aboutie
de formalisation de la morphogenese.

Dans les années 70/80, alors que se développent les mathématiques non linéaires et le
chaos, les physiciens abordent 1’étude des instabilités hydrodynamiques du point de vue
de la formation de motifs. Celles-ci sont sources de formes observées depuis tres longtemps

(certaines depuis le dix-neuvieme sieécle) mais assez peu comprises jusque la. L’instabilité
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de Rayleigh-Taylor, qui apparait quand un fluide plus lourd est au dessus d'un fluide
plus léger [10], I'instabilité de convection de Rayleigh-Bénard [11] (Fig. 1.8), I'instabilité
de Kelvin-Helmoltz a l'interface entre deux fluides se déplacant a des vitesses différentes
[12], T'instabilité de Faraday apparaissant quand on fait vibrer un récipient peu profond
empli de liquide [13], ou l'instabilité de Saffman-Taylor qui a lieu quand un fluide en
pousse un autre plus visqueux [14], en sont quelques exemples. Ce sont notamment ce
type d’instabilités qui ont pu inspirer D’Arcy Thompson dans son approche physique de

la morphogenese biologique.

Fig. 1.8 — A gauche : tourbillons de Bénard-Von Karman. A droite
en haut : instabilité de Rayleigh-Bénard. A droite en bas : instabilité
de Kelvin Helmoltz.

Ainsi, 'apparition de formes aussi variées (Fig. 1.9) que celles des réseaux de rivieres
[15], des flocons de neige a qui Kepler consacrait déja un de ses ouvrages [16], des rayures
des zebres ou des taches de léopard [17], des décharges éléctriques [18], des dunes de sable
[19], des feuilles d’arbre [20], des coquillages [21], des organes arborescents commes les
poumons ou les reins [22], des formes des nuages [12], ont été étudiées, qu’elles relevent
du vivant ou de I'inorganique, qu’elles fassent quelques millimetres de taille ou plusieurs

kilometres.
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Fig.1.9 - De gauche a droite et de bas en haut : des zébres, un léopard,
dune étoile du désert de Namib, un nautile, une feuille d’érable, un
champ de barchanes, une décharge électrique a la surface de l’eau, un
moulage de poumon, une vue satellite de rivieres.

Cas des arborescences

Le cas des structures arborescentes est particulierement représentatif de la convergence
vers une forme complexe pour des systemes physiquement tres différents. On les retrouve
dans les conditions les plus variées, de la cristallisation aux colonies de bactéries...

Dans les années 50, Saffman et Taylor décrivent [14] ce qui s’avérera étre un archétype
des instabilités de croissance arborescentes [23], la digitation visqueuse, souvent appelée
instabilité de Saffman-Taylor. Lorque qu'un fluide peu visqueux (par exemple, de 1’air)
pousse un fluide plus visqueux (par exemple, de 1’eau, ou de I’huile), 'interface entre les
deux fluides se déstabilise, c’est a dire que des doigts d’air poussent dans I’eau. Le mo-
teur de la croissance des doigts réside dans le fait qu'une perturbation de l'interface est
spontanément favorisée car elle augmente le gradient local de pression qui est justement
la cause du déplacement du fluide. Il en résulte une structure arborisée. Il s’agit d’un
archétype au sens ou il est formellement équivalent a d’autres problemes de croissance

proportionnellement au gradient d’'un champ vérifiant I’équation de Laplace, ot la phy-
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sique n’est pourtant pas du tout la méme. On peut citer par exemple la cristallisation, la
solidification, ou la diffusion limitée par aggrégation, qui donnent aussi naissance a des

structures arborisées.

Fig. 1.10 — De gauche a droite : Motif de cristallisation de chlorure
de sodium dans une solution colloidale, d’aprés S. Leduc. Instabilité
de Saffman-Taylor (extrait de "perspectives in fluid dynamics”, CUP
2000). Simulation numérique de diffusion limitée par agrégation.

Mais les structures arborescences apparaissent aussi de maniere récurrente dans le
monde vivant. Chez les végétaux, les structures branchées sont omniprésentes, et 1’avan-
tage lié a l'arborescence parait clair : augmenter la surface susceptible de recevoir de
la lumiere. Les colonies de bactéries, dans certaines conditions expérimentales, poussent
spontanément en formant des structures arborescentes [24]. Chez les animaux, beaucoup
d’organes présentent une structure arborescente, acquise pendant le développement par
des branchements successifs d’un épithélium. On peut entre autres citer le poumon, le
rein ou les glandes salivaires, qui grace a cette structure ont ’avantage de présenter une
surface tres importante dans un volume réduit, la surface d’'un poumon adulte étant par
exemple de 'ordre de 100m? et contenue dans un volume de quelques litres. Encore une
fois émerge la question du mécanisme permettant d’engendrer des structures présentant
d’importantes similitudes qualitatives dans des situations tres différentes : dans quelle
mesure s’agit-il de problemes formellement analogues aux cas physiques de croissance ar-
borescente mentionnés plus haut ? Dans le cas de la croissance de bactérie par exemple, il
est apparu que la description en terme de champ laplacien de concentration en nutriments
était tres adaptée dans le cas ou les nutriments étaient en défaut, cas expérimental qui

permet de fait I'apparition d’une colonie arborescente.
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Fig. 1.11 — Un arbre, une colonie de bactérie poussant dans une boite
de Pétri, un rein et un moulage de poumon humain. Les régnes ani-
mal et végétal sont le siege de [’apparition de formes arborescentes,

comme dans le non-vivant, soulevant la question de la similitude des
mécanismes.
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1.2 La question du vivant en morphogenese

En biologie du développement, le mot de morphogenese désigne généralement la for-
mation de I'embryon pendant le développement. En réalité, il s’agit bien d’un cas de
morphogenese au sens large, c’est a dire qu’une forme se développe apres avoir brisé
la symétrie originelle de la cellule oeuf. Comme dans le non-vivant, les formes vivantes
sont paradoxalement a la fois d'une grande diversité et pourtant redondantes, au sens ol
des motifs géométriques se retrouvent dans des regnes différents et dans des situations

différentes, a des échelles différentes.

1.2.1 La notion de forme dans le vivant

La notion de forme dans le vivant semble soulever, d’'un point de vue scientifique,
une question supplémentaire. Comme pour les formes inorganiques, se pose la premiere
question du mécanisme de morphogenese susceptible d’avoir engendré la forme. Mais
depuis la théorie de I’évolution des especes introduite par Charles Darwin [25], il est
difficile de parler de développement et de morphogenese sans inscrire la réflexion dans
un cadre évolutif. La seconde question releve donc de l'intérét évolutif d’une forme au
sens de la sélection naturelle. L’évolution des phénotypes et donc des formes pour une
espece donnée suppose dans le cadre de la sélection naturelle une plus grande efficacité
dans le contexte environnemental donné ou la forme évolue. Si on prend par exemple
le cas de la main, il s’agira de permettre d’attraper un objet (doigts articulés, pouce
opposable) ; ou pour le poumon, de présenter une grande surface de contact dans un
petit volume (arborescence). Ainsi, de nombreux travaux de modélisation associés a de la
morphométrie cherchent a caractériser le caractere optimal de certaines formes du point
de vue de I’évolution [26].

Cependant, il semble concevable que l'apparition locale d’une forme puisse étre le
résultat collatéral d’un autre mécanisme. Par exemple, la forme d’une main humaine
permet a ’homme de se saisir d’objets en pliant les doigts. Mais la forme des lignes de la
main, qui résulte des plis de la peau, n’est que la conséquence évolutivement neutre, mais
pourtant systématique, d'un autre caractere qui lui, est utile : pouvoir plier la main. Ainsi,
de la méme facon, il semble que les lobes des feuilles d’arbre ne soient que la conséquence
collatérale du fait qu’elles commencent a grandir pliées dans le bourgeon pour résister au
froid de I’hiver, ce qui est tres contraignant géométriquement [20] (Fig. 1.12).

La question du mécanisme de morphogenese souleve ainsi un probleme : dans quelle
mesure la forme finale est-elle directement encodée dans le génome? En biologie du

développement, une idée assez admise est que toute forme,a fortiori si elle est considérée
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Fig. 1.12 — Le repliement numérique d’une feuille d’érable montre que
sa forme "adulte” a hérité de la contrainte géométrique de la crois-
sance dans le bourgeon : tout le contour de la feuille pliée est réuni
sur un bord.

comme utile d’un point de vue évolutif, est encodée dans le génome, et que les cascades
biochimiques provoquent ici une croissance différentielle, ici de ’apoptose ou "mort cel-
lulaire programmeée” ici telle différenciation, qui meneront a la forme finale. Tout résulte
alors du seul programme génétique. La question de ’encodage d’une telle quantité d’in-
formation, permettant le développement programmé dans le temps et dans I'espace de
structures aussi complexes que celles qui constituent un étre vivant, apparalt comme

problématique et reste en suspens.

1.2.2 La morphogenese vivante, support d’un conflit idéologique

Pourtant, longtemps avant I’avenement de la génétique et de la biologie moléculaire, la
biologie était en grande partie tournée vers la description des formes des étre vivants, et la
classification de ces étres était établie suivant leur similitudes morphologiques. L’analyse
trop détaillée des lents effets transformistes de I’évolution sur la forme peut mener a oublier
I’apparition de la forme elle méme en tant que manifestation physique émergente. Un para-
digme fondamentalement différent de celui de ’actuelle biologie du développement serait
alors de considérer la matiere vivante sans distinction a priori, et 'apparition d’une forme
(vivante) comme le résultat d’une situation physique donnée, exactement comme dans le
cas de I'inanimé. Une situation physique et géométrique pouvant spontanément générer

des formes aussi complexes et cependant régulieres que les arborescences de rivieres ou
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les figures de cristallisation, pourquoi alors en irait-il différemment dans le cas du vivant ?
L’idée de génération spontanée est vieille de plusieurs siecles et a été introduite par des
penseurs et scientifiques tels que Pierre Louis Moreau de Maupertuis, puis Stéphane Leduc
et D’Arcy Wentworth Thompson dans le cadre de la morphogenese.! Chez Maupertuis,
la naissance de nouvelles formes et de nouvelles especes morphologiquement différentes
pouvait étre le fruit de ”générations spontanées”, terme d’ailleurs introduit par lui mais
qui sous tendait ’apparition de la vie a partir de quelque chose d’inerte, comme un vieux
chiffon sale laissé longtemps a I'abandon. L’idée de Leduc ou de D’Arcy Thompson était
plutot que les formes dans le vivant peuvent apparaitre grace aux mémes principes uni-
versels (de fait, les lois de la physique) que les formes dans le non-vivant, et n’a fait que
persister marginalement depuis. Ainsi, Stéphane Leduc écrivait dans les années 1900 :
<La vie est un phénomene dont le mécanisme ne peut étre que purement physique; elle
est produite par les mémes forces, régie par les meémes lois qui agissent sur le monde non
vivant. ». A moins d’attribuer aux étre vivants des lois qui leur sont propres, a 'instar du
"fluide vital” qui dinstinguerait I’animé de I'inanimé, la remarque semble triviale. Pour-
tant, les recherches de Stéphane Leduc, qui synthétisait par osmose et réactions chimiques
des formes présentant des grandes similitudes avec certaines formes vivantes, lui ont valu
la disgrace de la communauté scientifique de 1’époque. Il en va de méme pour D’Arcy
Thompson, qui jouit d’une certaine notoriété dans la communauté de la physique de la
morphogenese mais qui reste relativement méconnu en biologie du développement. Cepen-
dant, il semble que la physique de la morphogenése vivante connaisse ces dernieres années
un essor relatif, a travers des travaux sur la mécanique et la géométrie du développement
embryonnaire, notamment ceux de Lev Beloussov [28] ou de Vincent Fleury [29].

Ainsi, 'idée que des caracteres morphologiques observables dans le monde vivant
peuvent apparaitre grace a une auto-organisation spontanée découlant de quelques regles
d’interaction est controversée. Pourtant si ’on remonte a ’origine de la vie et a la fameuse
"premiere cellule”, il parait logique qu’elle est le produit émergent d’interactions physico-
chimiques de ses composants, tout comme les molécules sont le produit émergent des lois
d’interaction entre les atomes, etc. Toute propriété d’interaction peut d’ailleurs étre vue

comme support inéluctable d’émergence (dans le cadre de ces régles d’interaction). Les

1. Anecdotiquement, rappelons que Maupertuis, premier physicien a avoir énoncé le principe de
moindre action, avait pressenti de maniere étonnante 1’évolution comme fruit d’erreurs hasardeuses.
Il écrit en 1754 dans son "Essai sur la formation des corps organisés” [27], & propos de la diversité
des especes : <Ne pouroit-on pas expliquer par la comment de deux seuls individus, la multiplication
des espéces les plus dissemblables auroit pu s’ensuivre ? Elles n’auroient di leur premiere origine qu’a
quelques productions fortuites dans lesquelles les parties élémentaires n’auroient pas retenu ’ordre quelles
tenoient dans les animaux peres et meres : chaque degré d’erreur auroit fait une nouvelle espece ; et a force
d’écarts répétés seroit venue la diversité infinie des animaux que nous voyons aujourd’hui, qui s’accroitra
peut-étre encore avec le temps >.
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expériences de Miller-Urey ont ainsi montré que des conditions physico-chimiques assez
proches de celles supposées régner sur Terre apres la formation de la crotte terrestre
permettaient la formation de composés organiques, dont des acides aminés, a partir de
composés inorganiques [30]. Ainsi lorsqu’on parle de 1’abiogenese, c’est a dire la supposée
naissance spontanée de la premiere cellule dite ”vivante”, on place implicitement une
frontiere completement arbitraire entre un stade d’auto-organisation qu’on ne considere
pas encore comme vivant et un stade d’auto-organisation ou la vie est supposée avoir
émergé. La question idéologique du placement délibéré de cette frontiere reste en suspens.
Une idée peut alors étre que ’élément nécessaire pour étre qualifié de vivant est ’ADN,
et que le gene, segment local de ’ADN codant pour une protéine, est I’entité élémentaire,
et auto-reproductice, de la vie. C’est, grossierement, la théorie du gene égoiste de Richard
Dawkins [31]. Cette vision "moderne” par rapport aux idées évoquées plus haut est tres
fortement teintée de la science de la deuxieme moitié du vingtieme siecle, et des progres
et découvertes récents de la biologie moléculaire. Un paradigme différent serait de voir le
vivant comme un systéme auto-organisé comme un autre, et un moyen (non moins arbi-
traire!) de définition du vivant serait le degré d’auto-organisation, par exemple I’énergie
nécessaire a maintenir cette auto-organisation, pour une certaine quantité de matiere [32].

Les avancées spectaculaires de la biologie moléculaire et de la génétique semblent avoir
rendu plus obsoletes encore les théories de Stéphane Leduc ou de D’Arcy Thompson, en
établissant le role crucial de 'expression des genes dans le développement. L’existence de
mutants n’exprimant pas certains genes a tel ou tel stade du développement et présentant
des anomalies morphologiques semblent démontrer que toute modification phénotypique
a une cause génétique. Pourtant le passage du génotype au phénotype est souvent assez
mystérieux, au sens ou les cascades physico-chimiques impliquées sont souvent trop com-
plexes pour étre comprises de A a Z. Et pour avoir une conséquence sur la forme, il est
nécessaire que quelque part entre le gene et la modification géométrique se trouvent les
propriétés physiques et géométriques du matériau composant 1’organe ou 1’étre vivant.
Non seulement ¢a, mais des travaux récents travaux [33] sur le développement embryon-
naire de la drosophile ont montré ’action mécanique en amont sur ’expression méme de
genes dits "architectes”, c’est a dire jouant un role clef tres tot dans le développement ;
et dont le niveau d’expression est lié a la déformation locale de I’embryon, montrant ainsi
qu’il existait une action réciproque, et non pas a sens unique, entre I’expression des genes
et la géométrie. Enfin, I’auto-organisation existe sans genes dans le cas de morphogenese
non-vivante, il parait donc raisonnable de chercher des mécanismes d’auto-organisation
dans le vivant aussi. Ainsi, Georges Rainey, cité par d’Arcy Thompson, écrivait : <It is

illogical to suppose that in the case of vital organisms, a distinct force exists to produce
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results perfectly within the reach of physical agencies ». L’idée d’auto-organisation n’est
cependant pas du tout étrangere a la génétique, comme le montrent de nombreux travaux
sur les cascades d’inductions ou réseaux de genes. Dans ces modeles, ’expression d’un gene
et donc la concentration de son produit est dépendante des autres genes et de leur produit.
Formellement, cela correspond a un systeme dynamique pouvant posséder spontanément,
comme un systeme physique, des états d’équilibre stables ou instables, d’éventuelles multi-
stabilités, etc. Mais pour nous renseigner sur la morphogenese, il semble manquer a ce
type de modélisation la géométrie du probleme, c¢’est-a-dire un contexte spatial dans lequel
s’'inscrivent les interactions conduisant a la croissance.

Le débat sur la morphogenese se situe aussi sur un terrain idéologique, au dela méme
du débat (déja idéologique) qui peut naitre de positions de principe sur le role de la
mécanique, de la géométrie et de la génétique pendant le dévéloppement. En effet, la
compréhension des mécanismes de développement touche a quelque chose de plus pro-
fond et plus sensible déja évoqué, c’est a dire la spécificité du vivant et son origine,
question dont les connotations métaphysiques et religieuses n’ont rien d’anodin. C’est
ainsi qu’outre les généticiens et les physiciens ou mathématiciens, se sont invités dans le
débat les néo-créationnistes, dont certains ont trouvé dans I'idée de génération spontanée
une pierre tout a fait a leur gott dans I'édifice du ”dessein intelligent”, théorie pseudo-
scientifique religieuse dont ’ambition est de se promouvoir comme alternative a la théorie
de I’évolution.

Une série d’articles dans le journal Le Monde témoigne de facon tres significative du
caractere idéologique et tres actuel de ce débat finalement ancien sur la morphogenéese
vivante. A l'occasion de la sortie du film Awatar, Thomas Heams, généticien a 1’Agro
ParisTech met en garde, dans un article publié dans le Monde du 16 janvier 2010 [34],
contre la vision a la limite du non darwinisme qui suppose l'existence d’étres tres sem-
blables a nous sur une autre planete, vision qui mettrait "un coup dans ’aile” a la théorie
de la sélection naturelle par I’environnement de mutations hasardeuses. Il explique que
<poussée a ’extréme, dévoyée, cette position peut conduire a toutes les dérives comme I'In-
telligent Design »>. Une réponse est publiée [35] quelques jours plus tard par Jean Staune,
”chercheur” indépendant souvent considéré, bien qu’il s’en défende, comme défenseur de
I'intelligent design. Il fait état de travaux récents, notamment ceux de Vincent Fleury,
montrant qu’une telle convergence dans les formes peut s’expliquer par le fait que les lois
de la nature font émerger des chemins plus favorables que d’autres et rend 1’évolution po-
tentiellement plus reproductible si les conditions physico-chimiques sont semblables. Les
généticiens reprennent alors la parole quelques jours apres, par le biais de Jean-Baptiste

André et Nicolas Baumard [36], et remettent en cause les deux articles précédents, ac-
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cusant Heams de n’avoir pas compris la théorie de I’évolution et Staune et Fleury d’étre
anti-darwiniens. Ils défendent que la théorie darwinienne de sélection naturelle est tout a
fait & méme de rendre compte de convergences évolutives. Leur argument réside simple-
ment dans le fait que les mutations avantageuses le sont dans le cadre des lois de la phy-
sique (ce qui implique par exemple que les éléphants n’ont pas d’ailes, puisqu’ils seraient
trop lourds pour pouvoir voler) et qu’il est donc raisonnable d’observer une convergence
dans des conditions physico-chimiques similaires, puisque les mémes caracteres y seraient
avantageux dans le cadre des lois de la physique. Enfin, Vincent Fleury, cité a deux re-
prises dans les articles précédents, écrit a son tour pour défendre son point de vue [37] :
sa théorie physique de la morphogenéese suppose que la matiere vivante étant soumise aux
lois de la physique, 'espace des formes susceptibles d’étre créées est déja tres restreint a
priori, la sélection naturelle ne criblant que les formes permises par les lois de la physique.

Pour finir, si la communauté de la biologie du développement accepte 1'idée que la
physique joue un role dans la forme d'un étre vivant, c’est surtout un role situé en aval du
développement, au sens ou la sélection naturelle conservera les morphologies avantageuses
dans le cadre des lois de la nature. Mais I'idée que les lois de la nature puissent restreindre
les formes possible en amont du développement, et méme qu’elles soient (trivialement)
morphogenes, a 'instar de toutes regles d’interaction, reste encore assez peu développée et
semble mériter discussion. Et cette derniere idée est finalement assez proche des théories
de Stéphane Leduc ou D’Arcy Thompson. Le débat est donc nourri par les avancées de
la physique non-linéaire, la théorie de 'évolution, la biologie moléculaire, la physique
de la morphogenese, mais le fond du probleme conserve un charge idéologique forte liée
a la spécificité du vivant, comme en témoignait déja le rejet des travaux de Leduc par

I’Académie des Sciences.

1.3 Plan de la these

C’est dans cette ligne que se situe ce travail de these, c¢’est a dire dans la recherche de
mécanismes d’auto-organisation rendant compte de I’émergence de formes, dans le vivant

et dans le non-vivant.

Dans une premiere partie nous détaillerons les résultats obtenus dans le cadre d’une
expérience physico-chimique de morphogenese ou une solution est injectée dans une
deuxieme, un précipité solide se formant a l'interface. De fagon anecdotique, ’expérience
initiale était une tentative naive de reproduire certaines caractéristiques de la croissance
pulmonaire. Comme nous verrons par la suite, une étude en profondeur était nécessaire

pour construire une telle expérience. Elle permet néanmoins 1’observation de I’apparition
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de formes non-triviales, en particulier lorsque le précipité prend la forme d’un tube crois-
sant également de part et d’autre d’une fracture centrale autour de laquelle le précipité

se dépose continuellement.

Dans une seconde partie nous nous attacherons a caractériser les traits frappants de
la forme du poumon embryonnaire, et nous essaierons de construire un modele simple,
basé sur ce que l'on sait de la régulation génétique impliquée dans l'organogenese et
sur la géométrie de la croissance, et pouvant rendre compte de ’émergence de ces traits
frappants.

Nous commencerons donc en essayant de rappeler les bases du développement pulmo-
naire, tout en essayant d’en tirer les éléments clefs pour construire un modele simple basé
sur la diffusion d’un facteur de croissance dans la matrice extra-cellulaire.

Dans un second temps, nous tenterons de confronter ce que prédit le modele aux
données de la littérature sur le pattern d’expression de certains genes, notamment en
comparant modele et expérience dans la méme géométrie.

Ensuite, nous intégrerons la croissance au modele par le biais de simulations
numériques a 1’échelle de I'organe entier, nous verrons comment émergent alors de fagon
tres robuste les traits frappants dont on voulait comprendre 'origine, et enfin comment
les propriétés statistiques de la géométrie sont modifiées quand la réponse en croissance
de I’épithélium a la réception du facteur de croissance est modifiée.

Nous nous attacherons alors a comprendre les résultats obtenus par des mesures ef-
fectuées sur les simulations et dans le cadre d’un calcul décrivant localement le compor-
tement dynamique dune bronche.

Enfin, nous présenterons les résultats préliminaires d’une nouvelle expérience de mor-
phogenese physique basée cette fois sur le scénario construit tout au long des chapitres

précédents, et présentant des similitudes frappantes avec la croissance pulmonaire.
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Jardins chimiques et croissance de

tubes de silice
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2.1 Introduction

Dans cette partie, sont présentés les résultats d’expériences de morphogenese physico-
chimique, dans la lignée de celles effectuées par le médecin Stéphane Leduc il y a plus
de cent ans. De la méme facon, il s’agit de regarder quelles formes particulieres peuvent
apparaitre par ”génération spontanée”, terme cher a Leduc, lors de la croissance d’un sel

métallique dans un bain de silicate de sodium, appelé aussi parfois ”eau de pierre”.

37



Chapitre 2 : Jardins chimiques et croissance de tubes de silice

2.1.1 Stéphane Leduc, ’osmose et la vie : un conflit précurseur

Au tout début du vingtieme siecle, Stéphane Leduc, professeur de ’école de médecine
de Nantes, affirmait dans ”La Biologie Synthétique” [18] : <La vie est un phénomene
dont le mécanisme ne peut eétre que purement physique; elle est produite par les mémes
forces, régie par les mémes lois qui agissent sur le monde non vivant.>. Sa foi inébranlable
dans ce qu’il appelle le "physicisme” et son aversion pour le "mysticisme” qui selon lui,
a cette époque, "régne encore sur la biologie”, rendent son approche tres originale et
novatrice : pere fondateur de la biologie synthétique, il cherche dans l'inorganique des
principes d’organisation et de morphogenese susceptibles de rendre compte de formes
vivantes. Il est inspiré en partie par des chimistes ”"morphogénistes” précurseurs de la
fin du dix-neuvieme siecle, qui cherchaient des principes d’organisation spontanée dans
les réactions chimiques. Moritz Traube, un chimiste allemand, découvrait vers 1866 les
propriétés osmotiques de certains précipités et réalisait les premieres ”cellules artificielles”.
D. Monnier et C. Vogt écrivaient en 1882 [38] qu’il est possible avec le concours de deux
sels de produire artificiellement <des éléments organiques présentant tous les caracteres
de forme appartenant aux éléments organiques, tels que cellules simples et a canaux
poriques, tubes a parois, a cloisons, a contenu hétérogene granulé, etc...». L’ascendant
scientifique, voire idéologique remonte donc a la seconde moitié du dix-neuvieme, et si
Leduc est présenté aujourd’hui comme un doux réveur, il était vers 1910 le chef de file de
ce qui aurait pu devenir une discipline nouvelle, dont il a toujours cherché a mettre en
avant la légitimité théorique, plaidant pour un changement de paradigme en biologie. Pour
Stéphane Leduc, <l’absence d’une théorie générale de la vie nuit beaucoup aux progres de
la biologie ». C’est pourquoi il cherchait dans I'osmose, la diffusion, et plus généralement
dans les propriétés de la matiere, des principes d’organisations universels susceptibles de
générer les formes du vivant.

Ses talents d’expérimentateur hors du commun I'ont conduit a faire pousser (et photo-
graphier) des croissances osmotiques treés diverses, par exemple en mettant en présence des
sels métalliques et des bases avec lesquelles elles réagissaient. Si 'on prend par exemple
du sulfate de fer (en sel) et qu’on le plonge dans une solution de silicate de sodium, un
précipité se forme a l'interface qui laisse rentrer I’eau de la solution de silicie, qui cherche
a dissoudre le sel restant sous la membrane. Sous la pression du fluide la membrane casse
et libere du sel, qui précipite a nouveau, etc... La plupart des réalisations osmotiques
obtenues par Leduc constituent encore un mystere a I’heure actuelle, au sens ou ses livres
ne donnent qu’assez peu de détails expérimentaux, mais il est probable qu’il préparait
ses solutions avec des gradients locaux de concentration en différents réactifs pour arriver

produire des formes aussi variées et extérieurement semblables a toutes sortes de formes
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Fig. 2.1 — Champignons osmotiques, chlorure de sodium en solution
colloidale, et fleurs osmotiques. Toutes les images sont tirées de ”La
Biologie Synthétique” ou ”Théorie Physico-chimique de la Vie”.
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Fig. 2.2 - Reconstitutions de formes marines variées par cristallisa-
tion et osmose.

40



2.1 Introduction

¥
A A R RO LTl 8

Fig. 2.3 — Mitose artificielle.
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vivantes. Ses photographies livrent effectivement des images impressionnantes de cham-
pignons ou fleurs osmotiques, squelettes et exo-squelettes de coquillages et de diatomées,
reproduction artificielles de mitoses (voir les figures 2.1, 2.2 et 2.3). Leduc pose alors la
question : <Est-il possible de penser et d’admettre que les conditions si simples de la
croissance osmotique ne se soient pas trouvées réalisées bien des fois dans le passé de la
terre 7 >

En affirmant alors que <la biologie est une partie de la physico-chimie des liquides>,
et que la fameuse ”substance vitale” n’est autre que le liquide vaguement gélatineux com-
posant la matiere vivante, soumis aux mémes principes physico-chimiques que toute autre
matiere, il s’attire les foudres des académiciens de 1’époque fraichement acquis au darwi-
nisme. La génération spontanée est pour Leduc 'essence d'une théorie transformiste de
I’évolution. Mais de maniere implicite, le terme méme de génération spontanée est alors
lourd de signification pour la communauté scientifique. En effet, la génération spontanée
a été la base d’un conflit scientifique entre plusieurs savants du dix-neuvieme, notamment
entre Pasteur et Pouchet, auteur d'un ”Traité de génération spontanée”. Les expériences
et la victoire académique de Pasteur ayant fait tomber la théorie en désuétude. Toutefois,
elle désignait plus précisément ’apparition d’organismes vivant a partir de matiere inor-
ganique et d’air. Pour Leduc, il s’agit plutot de génération spontanée de formes. Mais son
idée maitresse est bien qu’il n’y a "rien de plus” dans le vivant que dans le non-vivant, et
c’est ce qu’il cherche a montrer par ses expériences mimant la vie.

Au dela de l'idéologie, on lui oppose avec raison, notamment le philosophe Henri
Bergson en 1907, qu’il est vain de reproduire la morphogénie tant qu’on est incapable
de reproduire le fonctionnement physiologique. C’est d’ailleurs en 1907 que l'académie
des sciences refuse les recherches de Leduc. Il dénoncera alors ce qu’il percoit comme une
rémanence du vitalisme, évoquant <les tendances mystiques d'un grand nombre de savants
détenteurs de 'autorité, tendances qui se manifestent par I'invocation, pour expliquer les
phénomenes de la vie, d'une force inconnue, (...), (et) par les incursions dans le domaine
du spiritisme et du surnaturels.

Au cours du vingtieme siecle les recherches de Stéphane Leduc tombent en désuétude,
et ne sont guere plus évoquées que dans le cadre d’expériences simples, jolies et amusantes
pour les enfants permettant de faire pousser les fameux jardins de silice aux couleurs
surprenantes. Mais en regardant de plus pres en arriere, il apparait que 1'idée chere a
D’Arcy Thompson que les formes dans le vivant sont le fruit de principes physiques et
géométriques est déja bien présente dans les travaux de Leduc. Comme nous 'a déja
évoqué dans l'introduction, ce "débat” est toujours d’actualité (ce qui tient sans aucun

doute a la charge idéologique que porte intrinsequement ce probleme de morphogenese
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vivante), et ni Stéphane Leduc ni D’Arcy Thompson ne sont réhabilités dans le cadre de

la biologie moderne.

2.1.2 Morphogenese 3D

Du point de vue physique, les expériences de Leduc sont aussi passionnantes car
elles sont révélatrices de mécanismes propres a générer des formes ayant des propriétés
géométriques tridimensionnelles bien définie, a l'instar d’instabilités hydrodynamiques
classiques qui ont été source de nombreux travaux depuis une cinquantaine d’année. Ce-
pendant, s’il est parfois possible de décrire la sélection de motifs pour certaines insta-
bilités hydrodynamiques bi-dimensionnelles, comme l'instabilité de Saffman-Taylor, c’est
souvent grace au fait qu’il s’agit justement de problemes bi-dimensionnels. En effet, la
digitation visqueuse, maintenant tres bien décrite, survient lorsqu’un fluide confiné entre
deux plaques est poussé par un autre fluide moins visqueux.

Mais la génération d’instabilités tri-dimensionnelles a principalement été décrite qua-
litativement, et les expériences sont relativement rares. Néanmoins il y a quelques excep-
tions, comme la dissolution du ciment de portland [39], et les simulations de diffusion
limitée par agrégation (DLA) a trois dimensions (Fig. 2.4).

En ce qui concerne les jardins chimiques, nom donné plus tard aux ”paysages os-
motiques” a la Leduc pour rendre hommage a leur admirable diversité de formes et de
couleurs, la littérature, par ailleurs assez peu abondante, décrit principalement la réaction
chimique en elle méme et la pompe osmotique permettant la croissance. Il n’existe pas
a proprement parler de travaux cherchant a interpréter plus généralement les différentes
formes et régimes de croissance, méme si R-E. Eastes et Clovis Darrigan ont fait un tres
beau travail & ce sujet [40], en réalisant et photographiant beaucoup d’expériences ”a
la Leduc” (Fig. 2.5). Dans ce chapitre nous détaillerons particulierement un régime de
croissance n’ayant jamais été décrit auparavant obtenu lorsqu’un précipité se forme a
I'interface entre deux solutions, I'une étant injectée dans l'autre au fur et a mesure de

I’expérience.
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Fig. 2.4 — Figure de DLA a 3 dimensions, tirée du site web de Mark
Stock.
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Fig. 2.5 — Jardins chimiques dans une solution de silicate de sodium.
En bleu : croissance de sulfate de cuivre. En blanc : Croissance de
chlorure de calcium. En orange : croissance de sulfate de fer III. Pho-

tos : S. Querbes (©)
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2.2 Expérience

2.2.1 Motivations

Il s’agit d’étudier un cas particulier de morphogenese, lié a la croissance d’un précipité
solide tri-dimensionel a 'interface entre deux réactifs. Comme pour les jardins chimiques
on s’attend a la croissance par ruptures successives de l'interface. Il existe dans la
littérature des études théoriques [41, 42] et expérimentales [43] (Fig. 2.6) de la croissance
d’une interface entre deux liquides lorsque celle-ci subit une transition de phase. Ces
études se restreignent souvent pour des raisons de simplicité a des cas bi-dimensionnels,
néanmoins de tels systémes de réaction/précipitation pourraient, en trois dimensions,
améliorer notre compréhension de structures naturelles auto-organisées créées par crois-

sance interfaciale [44].

Fig. 2.6 — Croissance d’une interface entre des solutions de surfactant
cationique et de sel organique [/3].

La physico-chimie des jardins chimiques est maintenant bien comprise [45, 46], et les
précipités qui leur sont associés ont aussi servi de support a ’étude de morphogenese
réactive, notamment dans les travaux de S. Thouvenel-Romans et. al [47, 48, 49]. Ces
études se sont concentrées sur I'apparition de tubes de silice poussant lors de I'injection
tres lente d’une solution dans lautre (Fig. 2.7), sur leur diametre et 'origine de leur
sélection, et sur le guidage par des bulles de ces tubes. Notre approche sera d’observer

I’évolution d’un précipité a l'interface entre une solution de persulfate de fer et une solution
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de silicate de sodium dans une expérience d’injection. Du point vue de la morphogenese,
cette expérience est concue pour mettre en lumiere d’éventuels régimes de génération

spontanée de formes propre a une croissance tri-dimensionnelle réactive.

N o) P Q

Fig. 2.7 — Résultat de ["injection d’une solution de sulfate de cuivre
dans une solution de silicate de sodium []7].

De facon plus anecdotique, I'idée a 'origine de cette expérience était, a la maniere de
Stéphane Leduc, de mimer un phénomene biologique, en I'occurrence le développement
pulmonaire, par l'utilisation de ”génération spontanée physico-chimique”. Plus parti-
culierement, si l'on considere le développement d’un poumon embryonnaire ”a l'ordre
zéro de sa complexité”, il s’agit de I'injection d’un liquide (le liquide amniotique emplis-
sant la trachée en train de pousser de I’embryon) dans un autre ”liquide” (le mésenchyme
pulmonaire, tissu cellulaire dans lequel pousse l'organe), le tout a trois dimensions. Le
précipité interfacial de I'expérience correspondrait dans le développement pulmonaire a
la différentiation de cellules épithéliales en cellules musculaires sur les parois bronchiques,
tandis que le bout des bronches en train de pousser est encore peu différencié. L’idée était
donc de voir si la reproduction physico-chimique extrémement naive de ces conditions de
croissance était susceptible de permettre ’apparition d’'une structure branchée qualitati-
vement similaire au poumon. Plus fondamentalement, il s’agissait de voir si la structure
arborescente du poumon pouvait prendre ses racines dans un mécanisme de morphogenese

épi-génétique lié a une instabilité spontanée.

2.2.2 Description de ’expérience

L’expérience a proprement parler consiste donc en l'injection controlée d’une solution

de persulfate de fer Feq(SO,); initialement sous forme cristalline. Le persulfate de fer
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est dilué dans de I’eau bouillie au préalable et dans du sucre de canne liquide (Canadou
commercial) dans un ratio tel que la masse volumique de la solution obtenue soit égale
a la masse volumique du bain. Le bain est une solution aqueuse commerciale de silicate
de sodium (d=1.33) diluée deux fois. Les deux solutions sont bien mélangées avant les
expériences jusqu’a l'obtention de solutions homogene. L’injection de I'une dans I'autre est
effectuée vers le bas, a débit constant (Q;,; = 2mL/min a 8mL/min) al’aide d’'un pousse
seringue programmable. Le diametre de I'aiguille de la seringue est 0.9 mm (le diametre
de la seringue n’ayant de toutes facons plus d’influence sur le régime de croissance apres
le premier précipité). La pointe de I'aiguille est immergée quelques millimetres sous la

surface du bain au moment précis ou l'injection commence, et il n’y a donc pas d’impact

/////

mm—
|

{k_. @ Pﬁwﬁw

Fig. 2.8 — Schéma du dispositif expérimental. A t=0, 'aiguille est
immergée dans le bain de silicate de sodium et linjection commence.

Les parametres de I'expérience sont donc d’une part la concentration de la solution de
persulfate de fer injectée (notée c), et d’autre part le débit d’injection (notée ;). Le bain
de silicate de sodium est contenu dans un récipient rectangulaire (selon les expériences, 5 a
10cm de large, 1 a 4em de profondeur, 10cm de hauteur). Le précipité est de couleur jaune
est le bain de silicate de sodium est transparent. Toutes les expériences sont effectuées a
température ambiante (20 a 22 degrés). Les expériences sont filmées depuis une distance
suffisante (environ 30c¢m) pour minimiser les effets de parallaxe, que I'on souhaite éviter

pour effectuer des mesures (voir plus loin).
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L’ordre de grandeur des concentrations utilisées est typique des expériences de jardins
chimiques, mais les débits d’injections sont de loin plus rapides que ceux qu’on peut
trouver dans la littérature pour ce type d’expériences, ce qui permet en 1’occurrence une
croissance beaucoup plus rapide que ne le permet la croissance osmotique, et comme on
le verra, un nouveau régime de croissance. Par ailleurs, les effets de poussée d’Archimede
sont négligeables, puisque les deux liquides sont spécifiquement préparés pour avoir autant

que possible la méme densité.

2.3 Résultats

2.3.1 Régimes de croissance

Tout d’abord, il faut noter I'existence d’un seuil en dessous duquel il n'y a pas de
précipité net entre les deux interfaces. C’est pourquoi toutes les expériences seront ef-
fectuées pour une concentration supérieure a ce seuil, d’environ 30g/L.

Des que 'injection commence, un précipité se forme a l'interface entre les deux solu-
tions, empéchant de ce fait tout mélange ou diffusion. Dans la gamme de concentrations
choisie, les expériences permettent de distinguer principalement deux régimes de crois-
sance. D’abord, pour des concentrations peu supérieures a la concentration seuil, on ob-
serve un régime de croissance par rupture successives, régime pour lequel chaque rupture
de la membrane donne lieu a un nouveau "blob”. Ce régime a été décrit qualitativement
dans la littérature existante sous le terme "budding”, et est assez similaire au régime de
croissance des jardins osmotiques. Il faut noter qu’on peut observer de la croissance par
blobs dans toutes les expériences, si tant est que la concentration soit supérieure au seuil
mentionné plus haut. Les deux masses volumiques étant égales, I’ensemble des blobs forme
une boule a peu pres isotrope qui gonfle tant qu’on continue l'injection. Ceci constitue
d’ailleurs un bon moyen a posteriori de vérifier que les masses volumiques sont égales (au
poids du précipité pres).

Pour des valeurs plus élevées de la concentration, et & débit assez élevé (5-6 mL/min),
on peut observer un second régime de croissance qui n’est, en revanche, pas décrit
dans la littérature. Lors de certaines ruptures de la membrane, au lieu de se refermer
immédiatement sous 'action du précipité, la membrane pousse localement en doigts tu-
bulaires qui s’allongent & une vitesse de quelques cm/s (Figs. 2.9 et 2.10). Il est alors tres
surprenant de constater que la zone de croissance des tubes ainsi formés semble se situer
non pas a la pointe du tube, mais a la mi-longueur de celui-ci, et restant a mi-longueur

au fur et a mesure qu’il s’allonge de part et d’autre de cette fracture initiale. La zone de
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Chapitre 2 : Jardins chimiques et croissance de tubes de silice

Fig. 2.9 — Morphologies de précipités apres une vingtaine de secondes.
c¢=0659/L, Qinj = 8mL/min. On voit bien au bout de l'aiguille d’in-
jection la zone de blobs globalement sphérique de laquelle partent les
tubes.
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2.3 Résultats

Fig. 2.10 — Morphologies de précipités apres quelques secondes. ¢ =
659/L, Qin; = 8mL/min. On voit clairement les zones ot le précipité
est moins dense au milieu des tubes en croissance. Les traits longi-
tudinaux le long des tubes, visibles surtout sur les tubes de droite de
la photographie du haut, sont le reflet des néons utilisés pour éclairer

I"eTpérience.
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Chapitre 2 : Jardins chimiques et croissance de tubes de silice

croissance est alors facilement identifiable, n’étant pas encore vraiment précipitée, par sa
couleur moins jaune et plus transparente, donc plus sombre sur fond noir, que le reste du
tube (voir figures 2.9 et 2.10). Cette croissance de part et d’autre du milieu est d’autant
plus intéressante que le réactif qui permet au tube de continuer a pousser est apporté
par l'injection, donc a la base du tube. Cette particularité le différencie fondamentale-
ment des croissances tubulaires connues pour lesquelles la croissance se fait a la pointe,
ou par ruptures successives (et donc de fagon semblable au "budding”). C’est ce régime
de croissance tubulaire sur lequel nous allons nous pencher plus particulierement. Comme
dit plus haut, les expériences dans lesquelles on peut voir pousser des tubes présentent
aussi de la croissance par blobs, I'un n’excluant pas l'autre. Un histogramme du nombres
moyen de tubes formé par expérience d’une minute en fonction de la concentration est

représenté figure 2.11.

-
o

per experiment
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Fig. 2.11 - Nombre moyen de tubes formés par minute en fonction
de la concentration de la solution injectée.

2.3.2 Description du régime de digitation

Pour mieux comprendre le régime de croissance par tubes, la premiere chose est de
vérifier si la zone de croissance se maintient effectivement a la mi-longueur du tube. Pour
de nombreux tubes et concentrations, nous avons donc mesuré la position de la zone de
croissance, ou plus précisément la longueur au dessus (en amont) et en deca (en aval) de la
zone de croissance. Il apparait d’'une part que ces longueurs augmentent linéairement avec
le temps, montrant d’abord que le taux d’élongation des tubes (leur vitesse de croissance)
est constante. D’autre part, on constate que les deux longueurs restent en tres bonne
approximation égales pendant la croissance, confirmant ainsi que la zone de croissance
se situe au milieu du tube. Méme les fluctuations autour du taux d’élongation constant
semblent symétriques durant la croissance. Des mesures typiques sont présentées figures
2.12.
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Length above and
underneath the fracture (cm)

Fig. 2.12 — Fvolution des longueurs au dessus et en dessous de la
fracture au cours de la croissance d’un tube tube. Encart : Fluctuations
autour de la régression linéaire. ¢ = 55g/L, Qin; = 6mL/min.
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Chapitre 2 : Jardins chimiques et croissance de tubes de silice

Alors que le taux d’élongation des tubes est constant, la section d’un tube peut dimi-
nuer pendant la croissance. La figure 2.13 montre la section d’'un tube diminuer tandis
que sa vitesse de croissance reste constante. Comme le débit d’injection total est maintenu
constant, la seule explication possible est que le débit relatif au tube considéré, lui, dimi-
nue (la membrane continuant a pousser a d’autres endroits). Une telle diminution n’est en
aucun cas le fait de 'expérimentateur, et survient spontanément, par exemple lorsqu’un

autre tube commence a pousser ailleurs, réduisant ainsi le débit dans le premier.
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Fig. 2.13 — Longueur et section au niveau de la fracture d’un tube en
croissance. ¢ = 65g/L, Qin; = 8mL/min. La section diminue drama-
tiquement alors que le tube continue a pousser a vitesse constante.

La conservation de la masse lie trivialement la section du tube au débit ) dans le tube.
En ajoutant qu'un tube pousse avec une vitesse u (par ailleurs égal a la vitesse moyenne
de I’écoulement de Poiseuille dans le tube) de part et d’autre de la zone de fracture de

section Sy, I'accroissement de volume pendant dt s’écrit :

Q(t)dt = gqu(t)dt (2.1)

Une brusque diminution de la section peut donc étre la conséquence d’une diminution

du débit dans le tube, qui change la section d’équilibre résultante. La section relaxe alors
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2.3 Résultats

vers une nouvelle valeur adaptée au nouveau débit. Comme la section reste symétrique de
part et d’autre de la fracture, chaque "nouvelle” section s’éloigne de la zone de croissance
a la vitesse u/2. La propagation de la diminution de section est mesurée figure 2.14 | qui
donne la section d'un tube a différentes distances de la zone de croissance en fonction du

temps.

0,03

2
cm’)

(

o
o
N

0,01

Tube Section

Time (s)

Fig. 2.14 — Evolution de la section du tube a différentes distances | de
la zone de fracture (croixz : 1 =0, losanges : | = ut/2, cercles : | = ut,
triangles : | = 3ut/2. Le rétrécissement de la section a d’abord lieu au
niweau de la fracture et se propage a la vitesse u/2.

Chaque courbe est fittée par une exponentielle pour guider 'oeil, bien qu’il ne soit
pas évident qu’il s’agisse effectivement d’une relaxation exponentielle. La diminution de
section se propage a la vitesse 0.72cm/s, effectivement tres proche de la moitié du taux
d’élongation u/2 = 0.68cm/s. La vitesse de propagation est obtenue en mesurant le temps
auquel la section a été divisée par deux, pour différents points le long du tube. Cette
mesure montre que la section du tube a une certaine distance [ de la zone de fracture est

égale a la section du tube au niveau de la zone de fracture 2[/u secondes plus tot :

S(1,t) = S(0,21/u) = S;(21/u) (2.2)

Une question fondamentale que souleve ce régime de croissance tubulaire a vitesse
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Chapitre 2 : Jardins chimiques et croissance de tubes de silice

constante est 'origine de la vitesse de croissance u des tubes sélectionnée. Nous avons en
effet vu que ce taux d’élongation reste constant méme lorsque le flux de réactif entrant
dans le tube, Q(t), diminue. Il semble donc raisonnable de penser que ce taux d’élongation
n’est pas d’origine hydrodynamique, contrairement a ce qu’on aurait pu attendre pour
une instabilité de croissance entre deux liquides. La prochaine partie sera donc dédiée a

la détermination de 'origine du taux d’élongation.

2.3.3 Origine du taux d’élongation

Pour s’assurer que le taux d’élongation n’est effectivement pas d’origine hydrodyna-
mique, il est intéressant de mesurer la vitesse moyenne des tubes en fonction du débit
total d’injection imposé dans 'expérience. Les résultats sont présentés figure 2.15, pour
des valeurs distinctes de la concentration d'une part (losanges et triangles), et pour toutes
les valeurs de la concentration d’autre part (ronds). Chaque point est une moyenne sur
plusieurs tubes du taux d’élongation. Comme on peut le voir, il ne semble pas du tout lié

au débit d’injection, ce qui confirme qu’il faut chercher ailleurs son origine.

w
T
<4
|

Mean elongation
rates (cm/s)
N

—
T
1

3 4 5 6 7 8 9
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Fig. 2.15 — Taux d’élongation moyen en fonction de Qinj, pour
c = bbg/L (losanges), c = 85g/L (triangles), et pour toutes les concen-
trations (cercles).

De méme, on peut chercher si le taux d’élongation d'un tube est une conséquence de
sa section initiale. Les mesures montrent (Fig. 2.16) que ce n’est pas le cas.

Finalement, le taux d’élongation ne dépendant ni du débit entrant dans le tube Q(¢),
ni du débit total injecté ();nj, ni de sa propre section initiale, le seul parametre pertinent
restant est la concentration en persulfate de fer de la solution injectée. La figure 2.17
représente le taux d’élongation moyen (moyenne sur six a douze tubes par point), pour

différentes valeurs de la concentration c. Malgré des fluctuations relativement importantes
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Fig. 2.16 — Taux d’élongation moyen en fonction du rayon initial du
tube. Chaque couleur correspond a une concentration. Dans tous les
cas, on n’obtient qu’un nuage de points.

qui ne rendent pas évidente la détermination d’une loi pour u(c), le taux d’élongation
semble augmenter en assez bonne approximation linéairement avec la concentration c.

I1 faut noter que le ratio eau/canadou de la solution injectée, établie pour avoir une
masse volumique constante lorsqu’on fait varier la concentration, dépend légerement de
la concentration en sel métallique. Le canadou étant plus visqueux que 'eau, la viscosité
de la solution injectée diminue lorsque la concentration en sel augmente (puisqu’on met
alors plus d’eau et moins de canadou). On peut légitimement se demander si cette chute
de viscosité n’explique pas 'augmentation de vitesse. En réalité elle ne peut en aucun cas
Iexpliquer : comme le montrent des mesures de viscosité pour différentes valeurs de la
concentration, la variation de viscosité est beaucoup trop faible pour rendre compte d’un
tel accroissement de la vitesse. En ajoutant ce résultat a ceux précédemment obtenus,
il est maintenant clair que toute la dynamique de croissance et donc le moteur de cette
instabilité tubulaire sont gouvernés par la cinétique de précipitation a 'interface entre les
deux liquides.

Avant de discuter de ce résultat, une autre question peut étre soulevée : 'origine de
la section initiale d’un tube, c’est a dire la taille de la fracture qui lui a donné naissance.
Diverses mesures montrent que cette section n’est liée ni a la concentration ni au débit

d’injection. Avec un taux d’injection constant, la pression a l'intérieur de la structure
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Fig. 2.17 - Tauz d’élongation moyen en fonction de la concentration
de la solution injectée.

définie par le précipité augmente considérablement avant d’étre relachée. Il parait alors
raisonnable de penser que la section initiale est la conséquence de la surpression au moment
de la fracture, et de la géométrie et de la résistance mécanique locales du bourgeon, sujettes

a des variations importantes d'un bourgeon a l'autre.

2.4 Discussion

Des expériences supplémentaires montrent que ces résultats sont robustes, au sens ot la
formation de tubes qualitativement similaires peut survenir lors d’expériences équivalentes
effectuées avec d’autre sels métalliques (Fig. 2.18), et ne dépendent pas de quel fluide est
injecté dans 'autre.

Nous allons maintenant discuter du mécanisme fondamental permettant la formation

de ces tubes.

2.4.1 Formation des tubes

Le nouveau mécanisme impliqué, c¢’est a dire la croissance de part et d’autre d’une

fracture, et le fait que le taux d’élongation dépend de la concentration et pas de I'hy-
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2.4 Discussion

Fig. 2.18 — A gauche : tube obtenu dans une expérience ot [’on injecte
le silicate dans la solution saline (expérience inverse). A droite : tubes
obtenus lors de l’injection de sulfate de manganése dans du silicate
de sodium. Dans le second cas, les masses volumiques ne sont pas
équilibrées par le canadou.

drodynamique sous-jacente montrent le role crucial joué par la transition de phase a
I'interface. Pour rendre compte de la croissance par tubes et des résultats obtenus, notre
interprétation est la suivante : des l'instant ou la membrane est fracturée, une ”calotte”
de précipité est arraché a la structure en train de pousser, et le sel métallique en solu-
tion relaché induit un dépot de silice de chaque coté de la fracture, dépot facilité par la
présence d'un précipité plus ancien. La silice se déposant également et continuellement de
chaque coté, le tube s’allonge également de part et d’autre de la fracture. Un schéma est
proposé figure 2.19.

Pour des concentrations trop faibles, le précipité est trop mou et il n'y a pas de
fracture suffisamment bien définie spatialement sur laquelle la silice peut se déposer pour
permettre a un tube de pousser, et la structure gonfle tout entiere. Si la concentration est
trop élevée, le précipité ferme tres rapidement la fracture et seuls des blobs peuvent étre
formés. La formation de tubes nécessite aussi un débit suffisant, sans lequel le précipité
solidifie trop rapidement pres de la fracture pour permettre la croissance de tubes. C’est
pourquoi c’est seulement sur une gamme assez restreinte de concentration (Fig. 2.11)
que 'on observe les tubes. Ce mécanisme de croissance rend aussi tres bien compte de

la relation de proportionnalité entre le taux d’élongation et la concentration : le dépot
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Chapitre 2 : Jardins chimiques et croissance de tubes de silice

Fig. 2.19 — Schéma du mécanisme de croissance : la silice se dépose
continument de part et d’autre de la fracture, la ou il y a déja eu

précipitation. La croissance se fait donc également de part et d’autre
de la fracture.
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2.4 Discussion

de silice, et donc le taux d’élongation, est proportionnel au taux de réaction. Comme le
silicate de sodium est en exces, ce taux de réaction est proportionnel a la concentration

du réactif limitant, c’est a dire a la concentration du persulfate de fer injecté.

2.4.2 Conséquences physiques

Cette influence de la cinétique de la réaction sur la dynamique de croissance souleve
aussi des questions d’ordre physique. Si 'on écrit a 'instant ¢ la loi de Poiseuille pour un

tube de demi-longueur L(t), on obtient :

L) -
Q) /O 5721, )l = 3= Ap(1), (2.3)

ou 7 est la viscosité de la solution de persulfate de fer, et S(I,t) la section du tube
a l'abcisse [ et l'instant ¢. La section au niveau de la fracture s’écrit par conséquent
S(L(t),t) = S¢(t). Si l'on ajoute a cela les résultats de l'equation 2.1 et de I'équation
2.14, et que L(t) = ut/2, on peut transformer I'intégrale spatiale en intégrale temporelle

et obtenir :

 A8nu?
oo

Ap(t) Se(t) /0 S;Q(T)dT (2.4)

L’équation 2.4 montre que la différence de pression augmente au moins linéairement
avec le temps lorsque la section est constante. Par ailleurs, elle peut augmenter beaucoup
plus rapidement si la section du tube décroit exponentiellement, comme observé dans cer-
taines expériences. Alors que le débit d’injection limité ne peut fournir qu'une surpression
limitée, on voit ici que c’est le taux d’élongation constant du au dépot de silice et au
taux de réaction qui impose la surpression. La cinétique chimique de croissance est donc
susceptible d’engendrer une importante différence de pression, c¢’est a dire une pression
faible a la zone de fracture. En d’autres termes, la croissance chimique agit d’'un point de
vue physique comme une pompe, en abaissant la pression au niveau du milieu du tube,

ce qui permet de pomper le fluide jusqu’a la zone de croissance.

2.4.3 En conclusion

Les résultats expérimentaux présentés dans ce chapitre ont montré que la transition de
phase due au précipité change en profondeur la dynamique de croissance et les patterns
susceptibles d’étre obtenus. Ce mécanisme de croissance tubulaire n’a jamais été décrit

dans la littérature. Le fait particulier que la croissance ait lieu symétriquement de part et
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d’autre de la fracture initiale rappelle la croissance des dorsales océaniques ou la lave soli-
difie de part et d’autre du rift (Fig. 2.20), comme le révele le paléomagnétisme [50]. Cette
analogie qualitative est a l'origine du titre de I'article présenté en annexe. Cependant, ici
la croissance n’est pas controlée par le flux interne (le flux de persulfate de fer, ou de lave
dans le cas des dorsales), mais par la solidification a 'interface. Il apparait donc qu'’il s’agit
d’une instabilité de croissance dirigée par le taux de réaction, qui peut méme agir comme

une pompe une fois la fracture initiée par la surpression d’origine hydrodynamique.

Fig. 2.20 - Croissance de part et d’autre du rift. L’ histoire de la lave
solidifiée est symétrique de part et d’autre de la fracture centrale.

Dans le cadre général de cette these, il est tres intéressant d’avoir pu mettre a jour
un nouveau mécanisme de morphogenese, d'une part en 'observant expérimentalement
et en faisant des mesures quantitatives de la croissance, d’autre part en proposant un
mécanisme rendant bien compte de toutes les propriétés observées.

Cependant, si I'on considere les ambitions qui précédaient ’expérience, c’est a dire la
reproduction méme tres qualitative d’une structure branchée a la maniere du poumon,
force est de constater, d’'une part que les tubes obtenus ont obstinément refusé toute bifur-
cation pouvant mener a une arborescence, d’autre part que les talents d’expérimentateur
de Leduc pour reproduire des formes analogues a celles du vivant ne sont pas donnés a tout
le monde! Il semble en tous cas clair que la reproduction ”artificielle” de la morphogenese
d’un arbre bronchique (il n’est pas bien stur pas question de physiologie ici) peut difficile-
ment aboutir si 'on réduit les conditions de la genese de l'organe aux attributs physiques
choisis ici. Plus particulierement, la réaction de précipité pour mimer la différentiation
cellulaire le long des bronches était sans doute tres optimiste. Il est aussi probable qu’il ne
s’agisse pas d'un élément déterminant pour la morphogenese, mais que la différenciation
survienne plutot apres que la forme a déja commencé a apparaitre. Dans les chapitres
suivants, nous nous attacherons a caractériser avec plus de précision les éléments décisifs

de la morphogenese pulmonaire.
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Chapitre 3

Morphogenese pulmonaire -

Introduction et idées pour un modele
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Dans le chapitre précédent, nous avons présenté les résultats d’expériences dans les-
quelles un précipité de silice croit a I'interface entre deux solutions qui réagissent. On a pu
voir de quelle maniere peut émerger spontanément d’une simple expérience de physico-
chimie (inorganique) une dynamique morphogene vraiment non-triviale (la formation de
tubes poussant par leur milieu), de maniere reproductible qui plus est. De la méme fagon,
nous essaierons dans ce chapitre de comprendre dans quelle mesure la géométrie et la
physique élémentaire de la croissance pulmonaire, associées aux observations de la bio-
logie moléculaire, peuvent expliquer la formation d'un organe branché tel que l'arbre

bronchique.
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3.1 Evolution et développement du poumon chez les

mammiferes

L’apparition d’un appareil respiratoire aérien parait étre une condition nécessaire a
un animal pour vivre hors de I'eau. Il semble effectivement que la plupart des animaux
terrestres possedent un organe respiratoire, de I’escargot au condor des Andes. Néanmoins
il existe quelques especes, y compris chez les vertébrés (par exemple, la grenouille Barbou-
rula kalimantanensis, découverte a Bornéo a la fin des années 1970) dont la respiration est
exclusivement cutanée. La forme que prend 'organe respiratoire aérien dépend beaucoup
des especes et de leur besoins métaboliques. Nous nous intéresserons plus particulierement

dans ce travail au poumon des mammiferes.

3.1.1 Evolution des appareils respiratoires aériens

La respiration aérobie désigne couramment les échanges gazeux liés a I'inspiration et
I’expiration initiés par la pompe buccale. Il s’agit en fait de fournir, d’'une maniere ou
d’une autre, du dioxygene de l'air aux cellules du corps, dioxygene qui leur permet de
dégrader le glucose et de produire de I’ATP (et du CO;), dont 'hydrolyse est susceptible
de fournir I’énergie nécessaire au métabolisme cellulaire.

Il semble que les premiers appareils respiratoires aériens soient apparus chez les pois-
sons il y a environ 400 millions d’années, au silurien inférieur [51], en complément de la
respiration branchiale déja présente, et ce des millions d’années avant ’apparition des
premiers tétrapodes vivant a l'air libre. L’origine de 'organe a proprement parler est
sujette a débat, notamment le fait de savoir dans quelle mesure les premiers appareils
respiratoires aériens dérivaient de la vessie natatoire des poissons primitifs (théorie qui
avait été proposé par Darwin). La vessie natatoire est une poche d’air, elle aussi reliée a
I'orifice buccal, qui permettait et permet encore a certains poissons d’ajuster leur masse
volumique moyenne en 'emplissant ou la vidant d’air pour ajuster leur profondeur de
flottaison (Fig. 3.1). Une hypotheése plus récente propose que la vessie natatoire comme
le poumon soient plutot dérivées d’une forme plus ancienne de branchies présentes chez
les poissons [52].

La phylogénie des appareils respiratoires aériens a aussi été largement discutée, no-
tamment grace a 1’étude des poumons des animaux vivant a notre époque et a l’ana-
lyse de leurs liens de parenté. Au sein des tétrapodes actuels, on distingue des poumons
tres différents. Notamment, chez les squamates (reptiles, 1ézards, ...) on trouve des pou-

mons mono-cavitaires ou multi-cavitaires septés (Fig. 3.2) qui ne présentent pas l’arbores-

64



3.1 Evolution et développement du poumon chez les mammiféres

Fig. 3.1 — Vessie natatoire de gardon.

cence propre aux poumons des mammiferes, mais qui disposent néanmoins d’une surface
d’échange supérieure a celle d'une simple poche. Les amphibiens, dont le métabolisme
est assez faible, présentent un poumon sacculaire assez proche de celui qu’on trouve chez
les dipneustes, les poissons pulmonés disposant a la fois de branchies et d’un organe
complémentaire permettant de respirer a la surface). Chez les oiseaux, I'appareil respi-
ratoire fonctionne de fagon tres différente. La circulation est unidirectionnelle (contraire-
ment aux autres tétrapodes) grace au fait que les voix de sortie et d’entrée ne sont pas

les mémes.

A. pourmon monocavilaire septé B. poumon pluricavitaire septé

C. pournon bronchoalvéolaire

&

) r&.\&?ﬁ

Fig. 3.2 — Schémas des appareils respiratoires de différentes classes de
vertébrés. Dans le sens de lecture : Poumons mono et pluri- camtazres
septés (squamates), poumon bronchio-alvéolaire (mammiféres), e
poumon tubulaire (oiseaur).

L’habitude, notamment dans les manuels, qui tendait a présenter les différentes formes
de poumons comme des stades successifs sur une échelle linéaire de complexité croissante
(dont I'aboutissement était bien stir le poumon arborescent des mammiferes!) semble
largement démentie par la physiologie comparée et la paléontologie, sans compter le fait
que la spécificité de 'appareil respiratoire des oiseaux était omise. Dans son article sur
origine et 1’évolution du poumon [51], E. Roux récapitule I’histoire évolutive de 'appareil

respiratoire aérien des vertébrés par le schéma présenté figure 3.3.
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EVOLUTION DU POUMON DES VERTEBRES
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Fig. 3.3 - Schéma récapitulatif de [’évolution du poumon des

vertebreés.
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3.1.2 Le poumon chez les mammiferes

Le poumon des mammiferes est un organe arborescent dont le développement a lieu
des les premiers jours ou les premieres semaines selon les especes. Le bourgeon trachéo-
bronchique subit pendant le développement des branchements successifs qui finissent par
constituer 'arbre bronchique. A I'inspiration, le poumon se gonfle d’air jusqu’aux termi-
naisons alvéolaires (des petits sacs terminaux a 'extrémité des dernieres générations de
bronches) et oxygene le sang par simple diffusion. Le sang revient au coeur et est envoyé
vers les tissus et les organes, fournissant de 'oxygene aux cellules par diffusion depuis les
capillaires. Du sang chargé en C'O, repart vers le coeur puis est renvoyé aux poumons, et
une partie du C'Os est éjecté a 'expiration tandis que le sang fixe a nouveau de I'oxygene.

Un schéma des deux circulations est proposé figure 3.4.
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Fig. 3.4 — Schéma de la circulation sanguine. La boucle coeur-poumon
est la circulation pulmonaire ou petite circulation. La boucle coeur-
tissus est la grande circulation. A droite, schéma de ’oxygénation par
diffusion d’un capillaire sanguin par une terminaison bronchique.
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a fait des progres fantastiques au cours du dix-neuvieme et du vingtieme siecle, tout
d’abord lors de I'essor de 'anatomie systématique initiée par Henry Gray et sa fameuse
” Anatomy of the Human Body” [53], comme en attestent ses magnifiques illustrations
(Figs. 3.5 et 3.6). Plus récemment, dans les années 1960, une étude morphométrique

poussée du poumon humain a été entreprise par E. R. Weibel, notamment dans son livre

La connaissance de la géométrie de I’arbre bronchique adulte et de son développement

”Morphometry of the human lung” [22].
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Fig. 3.5 — Premieres génération de l’arbre bronchique, par Henry Gray
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Transversius thoruves

Tnternal mammary vessels

Left phrenic

Section ®

1 Azygos vein
Thoracic duct Vagus nerves

Fig. 3.6 — Schéma de la croissance de l’organe entier et des veines et
arteres pulmonaires, par Henry Gray.

De fagon surprenante et malgré la tres importante quantité de données alors fournies
par Weibel, notre vision de la morphométrie du poumon humain est encore parfois sim-
pliste. En effet, une description étonnamment répandue est celle d’'un poumon presque
parfaitement dichotomique, ou chaque génération est constituée de bronches de diametres
et de longueurs identiques, et égales a environ 85% des diametres et longueurs de la
génération précédente, et ce sur 23 générations. C’est des travaux de Weibel que viennent
ces chiffres, alors méme qu’ils les établissait comme des moyennes sur des mesures tres
dispersées. Nous reviendrons sur le caractere irrégulier de I'arbre bronchique et sur 1'im-

portance de cette irrégularité dans la compréhension des mécanismes de morphogenese.
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Fig. 3.7 — Moulage en silicone d’un poumon humain adulte. A droite,
on voit ausst les arteres pulmonaires en bleu et les veines pulmonaires
en rouge. Photographie - E.R. Weibel

3.1.3 La forme, solution d’un probleme d’optimisation ?

La notion de fonction biologique d’un organe souleve, en particulier dans le cadre de
la théorie de I’évolution, la question de son efficacité et de sa forme pour remplir cette
fonction. Dans le cas du poumon des mammiferes (en particulier du poumon humain),
cette approche a suscité d’importants efforts de la part des chercheurs, et notamment des
mathématiciens, pour quantifier le caractere optimal (ou non-optimal) de l'arbre bron-
chique. D’abord, le fait méme que le poumon soit arborescent permet de présenter une
surface d’échange bien supérieure a celle d’un simple sac de méme volume, comme on peut
en trouver chez d’autres especes mentionnées plus haut. En effet, dans le cas d’un poumon
humain, il est question d'une surface d’échange d’environ 100m? pour un volume de seule-
ment quelques litres. Une partie des recherches a aussi caractérisé le caractere optimal de
I’arbre en regard de la résistance hydrodynamique a 1’écoulement lors du transport de gaz
[26]. Il semble alors que le poumon humain et son rapport d’homothétie d’une génération
bronchique a la suivante est légerement sous-optimal, I’écart a 'optimum constituant une

marge de sécurité face au danger évolutif représenté par un poumon optimal en usage
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usuel, géométriquement trop proche d’'un poumon catastrophique ne pouvant répondre

efficacement a une demande soudainement accrue en oxygene (Fig. 3.8).
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Fig. 3.8 — La résistance et le volume du poumon humain en fonction
du rapport d’homothétie permettent de définir un rapport optimal [26].

La connaissance des propriétés géométriques moyennes du poumon prennent tout leur
sens dans ce genre de modélisation, puisqu’il s’agit de caractériser 1’écoulement dans un
poumon humain "moyen”. L’étude d’un arbre moyen dichotomique et homothétique est
alors d'une grande utilité. Un biais émerge en revanche si 'on essaye de comprendre
les mécanismes de développement tout en considérant la forme idéalisée. En effet, pour
comprendre la morphogenese, il est nécessaire de prendre acte du fait que le poumon n’est
ni dichotomique, ni homothétique. Quoi qu’il en soit, la structure complexe et hautement
fonctionnelle du poumon souleve la question des mécanismes de formation, d’autant plus
que le développement a lieu avant méme que 'organe ne soit fonctionnel. C’est la question
du développement pulmonaire que nous essaierons de traiter dans ce chapitre et dans les

suivants.

3.2 Acteurs du développement pulmonaire

Dans cette partie nous décrirons brievement la géométrie de la croissance pulmonaire
et les acteurs biologiques, tout en essayant d’introduire les notions clefs des modeles

existants.
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3.2.1 Lumiere, épithélium et mésenchyme
L’épithélium bronchique

Les cellules épithéliales sont, d'une maniere générale, les cellules en contact avec le
milieu extérieur. Il s’agit notamment de la peau, mais par exemple aussi du tissu couvrant
les organes internes, comme c’est le cas du poumon (Fig. 3.9). La paroi apicale des cellules
épithéliales constitue la surface en contact avec le milieu extérieur, tandis que la paroi
basale est tournée vers le "corps”. La cavité délimitée par l'intérieur des bronches, est
emplie de liquide (principalement du liquide amniotique) pendant le développement. Elle
constitue donc paradoxalement le milieu extérieur (coté apical de I’épithélium), et est
appelé la lumiere ou le lumen. La paroi basale de I'épithélium bronchique est tournée
vers le milieu cellulaire entourant 'organe, le mésenchyme. Les cellules épithéliales sont
jointes les unes aux autres par les parois latérales, notamment par le biais de protéines
trans-membranaires, les E-cadherines. On distingue les épithéliums simples, constitués
d’une couche unique de cellules, des épithéliums stratifiés ou pseudo-stratifiés, comme
celui des bronches, qui ont plusieurs couches de cellules ou une couche de cellules de

tailles disparates et ne joignant pas toutes le milieu intérieur au milieu extérieur.

Fig. 3.9 — Epithélium bronchique humain. Source : www.brown.edu
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Le mésenchyme pulmonaire

Le mésenchyme pulmonaire constitue le tissu cellulaire dans lequel pousse le lumen. Il
dérive du mésoderme paraxial et forme un réseau tridimensionnel tout autour des bronches
naissantes. Ce sont les cellules mésenchymateuses qui produisent les principaux facteurs
de croissance pour ’épithélium, et des voies de signalisation complexes s’établissent entre
les cellules du mésenchyme et les cellules épithéliales pendant le développement. C’est
dans le mésenchyme que se développent les veines et arteres pulmonaires, parallelement
au développement des bronches. Les cellules mésenchymateuses se divisent par ailleurs
activement pendant la croissance de 'organe. Le mésenchyme est lui méme encapsulé par
la plevre viscérale, qui se différentie elle aussi pendant que les bronches grandissent. Une
photographie de coupe de poumon embryonnaire de souris au 13eme jour est proposé
figure 3.10. On peut y voir la lumiere, I’épithélium bronchique, le mésenchyme, et le

mésothélium pleural (plévre viscérale).

Les phases du développement

Pendant la phase dite embryonnaire (jours 30 a 50 chez I'homme environ, jours 9 a 12
ou 13 chez la souris), le bourgeon trachéo-bronchique se forme au niveau du pharynx. Les
premiers branchements, déja asymétriques, déterminent en premier lieu les deux poumons
(gauche et droit), puis les différents lobes, dont le nombre varie d’'un animal a 'autre,
comme la place occupée par le coeur. Chez I’homme, le poumon gauche forme deux lobes
et le droit, trois lobes, tandis que chez la souris, le gauche ne forme qu’'un lobe et le
gauche, quatre.

Le stade suivant, appelé stade pseudo-glandulaire, désigne le développement de I’arbo-
rescence avant la formation des dernieres générations et des sacs terminaux, les acini. Le
stade caniculaire voit se former les dernieres générations et les sacs terminaux. Pendant la
phase sacculaire, les acini gonflent jusqu’a emplir quasiment tout 1’espace, le mésenchyme
ne formant plus qu’un fin réseau, comme des films de savon dans une mousse (Fig. 3.12).
Contrairement a ce qui se passez chez la souris, le développement des alvéoles commence

chez 'humain avant la naissance.

Les premiers jours du développement

Dans ce travail nous nous intéresserons principalement a la formation de 'organe et
aux premiers jours du développement, qui voient la succession des premieres générations
bronchiques. La figure 3.13 schématise les premiers stades du développement embryonnaire

du poumon chez les mammiferes. On voit bien les branchements successifs que subit
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Fig. 3.10 — Coupe transversale de poumon embryonnaire (E13).
On distingue bien les cavités bronchiques délimitées par l'épithélium
et poussant dans un milieu cellulaire encapsulé par la plévre, le
meésenchyme pulmonaire.
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I’épithélium bronchique, jusqu’a former un début d’arbre pulmonaire.

Fig. 3.183 — Schéma du développement embryonnaire du poumon chez
les mammiferes.

3.2.2 Apercgu de la génétique du développement pulmonaire

Comme il en est fait mention plus haut, la biologie du développement a subi une
révolution avec l'avenement des techniques de biologie moléculaire, désormains om-
niprésentes. Notamment, les techniques d’amplification in vitro de 'ADN, les PCR, et
de marquage des transcrits (hybridation in situ) sont utilisées pour avoir une idée a la
fois quantitative ou semi-quantitative (PCR) et spatiale (in situ) du niveau d’expression
d’un gene d’intérét. Dans cette partie nous verrons, sans faire de catalogue, quels sont les
principaux genes et voies de signalisation impliqués dans la morphogenese pulmonaire.
Selon la terminologie standard, les génes sont en italique, et les protéines pour lesquelles

ils codent, en majuscule.

Fgf10

Fgf10 est un gene de la grande famille des fibroblast growth factors, dont les différents
membres jouent un role crucial durant le développement, aussi bien pour la formation des
membres que pour l'organogenese [54]. En dehors du poumon, Fgf10 est impliqué dans la

formation des glandes salivaires [55], ou lacrimales, du palais [56], entre autres. Fgf10 est
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exprimé par les cellules mésenchymateuses et la protéine FGF10 diffuse jusqu’aux cellules
épithéliales, qui la recoivent via un récepteur trans-membranaire, FGFR2b, activant des
voies de signalisation Ras/MapK [57]. L'effet de FGF10 sur I’épithélium est prolifératif et
chemotactique [58, 59]. L’étude du motif d’expression de Fgf10 pendant le développement
montre qu’il est exprimé dans le mésenchyme distal, c’est a dire pres du bord extérieur du
mésenchyme matérialisé par le mésothélium pleural, comme le montre la figure 3.14. Plus
précisément, il semble qu’a 'approche d’une bronche, 'expression de Fgf10 se sépare en
deux foyers de part et d’autre de cette bronche, de telle sorte qu’il semble préfigurer du
prochain branchement, en direction des deux foyers [58]. D’autre part, sa délétion, ou celle
de son récepteur Fgfr2b induit une agénésie quasi totale du poumon. La combinaison de ces
deux observations ont établi le role clef de FGF10 lors du développement pulmonaire [60],
et ont montré son réle "morphogene”, c’est a dire régulant la croissance de 1’épithélium

de fagon susceptible de mener a la forme.

Fig. 3.14 — Fgf10 est exprimé dans le mésenchyme distal, comme le
montrent les expériences d’hybridation in situ de Bellusci et al. [58].

Sprouty2

Sprouty?2 est connu pour inhiber 'action de FGF10. Il est exprimé par les cellules
épithéliales et induit par la réception de FGF10, en particulier sur la partie distale des
bronches. Son expression est faible au niveau des anciens sites de branchements (creux
entre les bronches) [61]. La sous-expression de Sprouty2 conduit a la formation d’un plus
grand nombre de branches et sa sur-expression a des poumons plus petits dus a une
réduction de la prolifération cellulaire.

De maniere intéressante, on trouve les homologues de Fgf10, Fqfr2b et Sprouty2 chez

la drosophile (chez laquelle leur découverte était d’ailleurs antérieure). Ils sont respec-
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tivement appelés Branchless, Breathless et Sprouty, et jouent un role similaire lors du

développement de la trachée [62].

Fig. 3.15 — Spry2 est exprimé par les cellules de [’épithélium dis-
tal, a Uextrémité des bronches en croissance, comme le montrent les
expériences d’hybridation in situ de Mailleux et al. [01].

Sonic Hedgehog

Sonic Hedgehog (Shh), qui doit son nom aux pointes que sa délétion provoque sur les
embryons de drosophiles et au légendaire hérisson créé par SEGA est un autre inhibiteur
de Fgf10. Comme Sprouty2, il est produit par les cellules épithéliales et induit par la
réception de Fgf10 [63], mais contrairement & ce dernier, il agit au niveau transcriptionnel.
SHH diffuse vers le mésenchyme et est re¢u par les cellules mésenchymateuses grace au
récepteur Ptc, inhibant I'expression de Fgf10 et conduisant a un pattern d’expression de
Fgf10 beaucoup plus diffus dans tout le mésenchyme. Par ailleurs, SHH joue un réle de
facteur de croissance pour les cellules du mésenchyme [64], et sa sur-expression induit
un sur-développement du mésenchyme pulmonaire. Lors de la délétion de Shh, la trachée
ne se sépare pas de I'oesophage (avant méme la formation des premieres bronches). De
récents travaux montrent que l'inhibition de Fgf10 par Shh et Tgf-8 pourraient étre a
eux seuls responsables du pattern d’expression distal de Fgf10 dans le mésenchyme [65].

Beaucoup d’autres genes sont impliqués dans le développement pulmonaire, dont la
délétion peut avoir des conséquences plus ou moins désastreuses pour le sujet. Un tableau

récapitulatif issu de la littérature [66] est proposé figure 3.17.
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Fig. 3.16 — Shh est exprimé par les cellules de [’épithélium distal,
comme Spry2, comme le montrent les expériences d’hybridation in situ
de Bellusci et al. [03].
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Table 1. Examples of mutations in mouse giving a reported lung and/er tracheal phenotype

Gene symbaol Gene name Expression pattern Phenctype Reference
Signaling malecula
Egfr Epidermal growth factor receptor Epithelium and Impaired branching and deficient Miettinen et al. (1997)
mesenchyme alveolization
Fgfig Fibroblast growth factor 18 Mesenchyme Deficient alveolization Usui et al. (2004}
Fofa Fibroblast growth factor 3 Epithelium and pleura  Impaired branching, reduced Colvin et al. (2001)
mesenchyme
GremT Gremlin 1 Epithelium and Deficient alveclization Michos et al. (2004)
mesenchyme
Hip1 Huntingtin-interacting protein 1 Mesenchyme Impaired branching Chuang et al. {2003)
Shh Sanic hedgehog Epithelium Impaired branching, Litingtung et al. (19598)
tracheoesophageal fistula
Tafh3 Transforming growth factor, g3 Epithelium and pleura  Impaired branching Kaartinen et al. (1935}
Writ7h Wingless-related MMTV integration  Epithelium Wascular defect, reduced mesenchyme  Shu et al. (2002}
site 7B
Catnnh?! B-Catenin Epithelium Impaired branching, proximalfdistal Mucenski et al. (2003}
specification
Lthpd Latent transforming growth factor Mot reported Pulmaonary emphysema Sterner-Kock et al. {2002)
& binding protein 4
Writsa Winglessrelated MMTV integration  Mesenchyme and Increased branching, tracheal defect Li et al. (2002}
site 5A epithelium
Fofig Fibroblast grawth factor 10 Mesenchyme Lung agenesis Sekine et al. {1993)
Fofrzb Fibroblast grawth factor receptor 2b - Epithelium Lung agenesis De Moerlooze et al. {2000)
Foig Fibroblast growth factor 8 Mot reported Right pulmonary isomerism Fischer et al. (2002}
AcwrZb Activin receptor [1B Mot reported Right pulmenary [somerism Oh and Li {1397)
Nodal Modal Mot reported Right pulmonary isomerism Lawe et al. (2001}
Lefty] Left right determination factor 1 Mot reported Left pulmonary isomerism heno et al. (1558)
Trafd Trf receptor associated factor 4 Mot reported Tracheal defect Shiels et al. (2000)
Fofr3iFgfrd Fibroblast growth factor receptor Epithelium and Deficient alveclization Weinstein et al. (1938)
344 mesenchyme
Nog Moggin Mesenchyme Lobation defect Weaver et al. (2003)
Transcription factor
Cebpa CCAATfenhancer binding protein Epithelium Hyperpraliferation of type |l cells Sugahara et al. (2001)
{T/EBP),
Foxal/Foxa?  Forkhead box A17A2 Epithelium Impaired branching, reduced smooth  Wan et al. (2005)
muscle
Foxfila Forkhead box Fla Mesenchyme Impaired branching, lobation defect Limi et al. {2002)
Hoxas Homeabax AS Mesenchyme Impaired branching, tracheal defect Aubin et al. (1997)
Kifz Kruppel-like facter 2 {lung) Mot repoerted Impaired sacculation ‘Wani et al. (1399)
Mycn Meurcblastoma myc-related Epithelium Impaired branching Moens et al. {1992)
oncogene 1
Tro63 Transformation-related protein 63 Epithelium Tracheobronchial defect Caniely et al. {2004)
Titf1 Thyroid transcription factor 1 Epithelium Loss of distal lung fate, impaired Kimura et al. (1935)
branching, trachecesophageal
fistula
Nfil Muclear factor VB Epithelium and Sacculation defect Steele-Perkins et al. {2005)
mesenchyme
SoxT1 SRY-box-containing gene 11 Epithelium Hypoplastic lung Sack et al. (2004)
Tcf21 Transcription factor 21 (Pod1) Wesenchyme Impaired branching Quaggin et al. (1999}
RarbiRara Retinoic acid receptor w/f Epithelium and Left lung agenesis and right lung Mendelsohn et al. (1994)
mesenchymea hypoplasia
Pitxd Paired-ike homecdemain Mesenchyme Right pulmeonary isomerism Lin et al. (1999)
tramscription factor 2
Foxj1 Farkhead bex 11 Epithelium Left-right asymmetry, loss of dliated Brody et al. (2000}
cells
Gatab GATA-binding protein & Epithelium Impaired sacculation Yang et al. (2002)
GlGIF GL-Kruppel family member Mesenchyme Lung agenesis Motoyama et al. (1938)
GLUGLI3
Asclt Achaete-scute complex homolog- Meurcendocrine cells Loss of neuroendocorine cells lo et al. (2000)
like 1
Others
Ein Elastin Mesenchyme Deficient alveolization Wendel et al. {2000}
Lmnb? Lamin B1 Epithelium and Deficient alveslization Vergnes et al. (2004)
mesenchyme
Lamas Laminin a3 Epithelium and pleura Defective Iohation Mguyen et al. (2002)
Peaf pI00/CBP-associated factor Epithelium and Defective proximal and distal Shikama et al. (2003)
mesenchyme epithelial cell differentiation
Adami7 A disintegrin and metallopeptidase  Epithelium Impaired epithelial differentiation, Zhao et al. (2001)
domain 17 impaired htanching Peschom et al, (1998}
Crh Corticetropin releasing hermone Epithelium Defective epithelial and mesenchymal  Mugla et al. (1995)
maturation
Pthih Parathyroid hormone-like Epithelium Deficient alveclzation Rubin et al. (2004}
paptide
Mgad Irtegrin a3 Epithelium Impaired branching Kreidberg et al. {1996)
Cut? Cut-like 1 Epithelium Impaired epithelial differentiation Ellis et al. {2001)

Fig. 3.17 - Tableau récapitulatif des génes impliqués dans le
développement pulmonaire, et du phénotype associé auxr mutations.
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3.3 Construction d’un modele

3.3.1 Les modeles de développement

Assez logiquement, les observations mentionnées plus haut ont conduit les généticiens
du développement a divers modeles qualitatifs intégrant 'action des génes mentionnés
plus haut et essayant de construire un scénario cohérent pour expliquer le phénomene
de branchement, qui constitue en quelque sorte la brique élémentaire de la croissance
pulmonaire. La croissance de I'organe y apparait souvent comme le fruit de 'interaction

de voies de signalisations complexes dont les bases viennent d’étre évoquées.

Le modele ”standard”

Sans bien sur étre réellement consensuel, le modele présenté par D. Warburton et al.
dans une revue sur les mécanismes moléculaires impliqués dans la morphogenese pulmo-
naire récapitule assez bien ce que la communauté a pu observer [67]. Un résumé (tres)

simplifi¢ du modele en question est présenté figure 3.18.

Fig. 3.18 — Schéma simplifié¢ du mécanisme proposé par Warburton
et al. [67].

Les deux premieres images résument les actions respectives de Fgfi0 et Shh sur un
bourgeon bronchique. La troisieme figure rend compte de I'autorégulation de Fgf10, qui
induit son propre inhibiteur, provoquant ainsi I'arrét du bourgeon. La derniere figure

traduit assez bien l'incompréhension que souleve le branchement lui méme, puisque les
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auteurs y proposent un nouveau mécanisme lié a la voie de signalisation Wnt/DKK indui-
sant la formation d’un amas de fibronectine qui forcerait le bourgeon a se séparer (théorie
"rock in the stream”) ; mais évoquent malgré tout Iexpression en deux foyers de Fgf10 et
son effet chemotactique.

Par ailleurs, on peut se demander si la théorie "rock in the stream” peut réellement
rendre compte du branchement, d'une part parce qu’on ne voit pas tres bien a quoi serait
"attachée” la fibronectione, d’autre part parce qu’'un ”caillot” de fibronectione, dans un
espace a trois dimensions, ne séparerait pas la branche en deux : pour avoir un tel effet,

il faudrait une ”barre” de fibronectine.

L’approche ”génétique algorithmique”

Face a la quantité de genes impliqués et a la complexité des boucles de régulation,
I'idée de trouver un scénario simple et cohérent a ’echelle de 1'organe entier et de réduire
au minimum les mécanismes fondamentaux ont conduit a des modeles assez différents et

assez nouveaux, comme celui publié dans Nature par Metzger et al. en 2008 [68].

f Domain branching End view
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Fig. 3.19 — Les trois modes de branchements recensés par les auteurs
découlent de l’action dans un certain ordre d’opérateurs : le periodicity
generator, le domain specifier, le bifurcator et le rotator.

Leur modele repose sur l'existence de trois principaux modes de branchements ob-
servés dans le poumon (bifurcation planaire, orthogonale, et side-branching). L’idée est
de montrer que 'action de quatre opérateurs hypothétiques (rotator, bifurcator, domain
specifier et periodicity generator) dans des ordres différents peuvent mener a ces modes
de branchements (Fig. 3.19). Cette hiérarchie permet ’encodage sous forme d’une sub-

routine simple, mais exhaustive : chaque branchement est supposé y étre encodé comme
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le fruit de 'action des opérateurs, dans le temps et dans l'espace. Cette vision suppose
un arbre tres stéréotypé, ou tel branchement est toujours du méme mode d’'un individu a
Iautre. Les auteurs s’attachent a qualifier cette reproductibilité en caractérisant le mode
de chaque branchement individuellement sur les premieres générations bronchiques de
nombreux individus. Ils mesurent malgré tout pour certains branchements des taux ”d’er-
reurs” (par rapport au mode le plus courant) allant jusqu’a plus de 50% (est-il alors
réellement légitime de parler d’erreur ?), et n’évoquent pas les répercussions de ces ”er-
reurs” sur les générations suivantes. De plus, un trait frappant du poumon est I’évitement
mutuel des différentes branches. Dans ce modele, seul I'encodage exhaustif dans le temps
et 'espace évoqué plus haut peut éviter la rencontre de branches. Comment alors expli-
quer que les "erreurs” ne se soldent pas par des collisions? Le branchement lui méme
est supposé survenir sous ’action du ”bifurcator”, mais le mécanisme de branchement a
proprement parler n’est pas discuté.

Cette démarche constitue finalement une approche analytique ou méme algorithmique
de la morphogenese, sans proposer de mécanismes explicites pour les branchements, en-
codés comme de simples évenements élémentaires. Elle se rapproche d'une démarche assez
"numérique” ou l'on cherche a trouver un set minimum de regles a appliquer a la branche
mere pour former 'arbre, mais ou ces regles (brancher, s’allonger, etc...) sont introduites
de fagon ad-hoc, sans mécanisme responsable, a 'instar des L-systems pour la modélisation

de la croissance des plantes.

Modeles physiques

Le "tip-splitting” spontané, c’est a dire la séparation de branches meres en branches
filles, étant présent dans la nature dans des systemes dépourvus de genes, comme dans
la digitation visqueuse ou la cristallisation, une des pistes qui a été explorée est aussi
celle des mécanismes physiques de formation d’arborescence. Ainsi, V. Fleury [69], ou
S. Lubkin [70], par des simulations qu’elle a elle méme qualifiées de trop simplistes et
biologiquement irrecevables, ont évoqué I’éventualité d’un mécanisme similaire a celui de
I'instabilité de Saffman-Taylor, donnant le role de moteur du branchement a la surpression
intraluminale. M. Unbekandt a par la suite montré dans sa these [71] le role crucial
que jouait effectivement la surpression intraluminale dans le développement du poumon,
notamment par des expériences d’occlusion de la trachée, augmentant cette surpression et
du méme coup le rythme de croissance de ’organe. Il propose alors un modele a ’échelle du
branchement unique ot le niveau d’expression de Figf10 dans le mésenchyme est régulé par

la contrainte mécanique dans le mésenchyme, et qui mene effectivement au tip-splitting.
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3.3.2 Construction du modele
Ambitions

Notre idée de construire un modele de morphogenese pulmonaire est profondément
motivée par les importantes lacunes évoquées plus haut. Nous souhaitons donc introduire
un modele simple, a 1’échelle de I'organe entier, permettant d’appréhender le mécanisme
responsable du branchement et de sa régulation.

La construction d’un modele doit reposer sur les observations expérimentales de la
biologie du développement, en réduisant au minimum les contributions des différents ac-
teurs du développement pour extraire ’essence du mécanisme. Les modeles physiques ou
géométriques de morphogenéese reposent sur I’émergence spontanée de formes dans une
géométrie donnée avec des regles d’interaction données. Il revient donc au modélisateur
d’intégrer la géométrie du probleme et les interactions observées ou supposées des
différentes parties, et d'une part de voir ce qui peut en émerger, d’autre part de l'ex-
pliquer.

Dans le cas de 'organogenese, I'ambition d’'un modele doit étre de rendre compte, au
moins qualitativement, des traits frappants de la géométrie de I'organe en croissance, et
d’en déterminer les mécanismes de croissance. Ces traits frappants, évoqués plus haut,
sont les suivants :

- L’épithélium subit des branchements répétés qui menent a une structure arborescente.

- Les branches de 'arbre ne se rencontrent jamais. Cette propriété non triviale dans
une géométrie si confinée doit étre inscrite dans le mécanisme méme de morphogenese.

- L’épithélium distal (le bout des bronches) n’atteint jamais le mésothélium pleural,
et reste a distance en apparence constante alors que I'épithélium comme le mésenchyme
sont en croissance.

- Les bronches sont en moyenne de plus en plus petites d'une génération a I’autre, avec
un rapport d’homothétie moyen d’environ 85%.

Le géométrie du poumon embryonnaire est qualitativement bien décrite par ces
quelques caractéristiques. Malgré leur caractere élémentaire et en apparence incontour-
nable pour décrire 'organe, beaucoup de modeles de développement ne soulevent pas les
questions que posent ces traits frappants. Le danger est alors de présupposer implicitement

la forme pour expliquer sa formation, ce qui constitue une aberration théorique.

Géométrie du probleme

La base de tout modele de croissance est une géométrie donnée, susceptible d’évoluer

sous 'action des parametres du modeles. La croissance pulmonaire consiste, d'un point
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de vue topologique, en un probleme de basse dimensionnalité : c’est la croissance d'une
surface, I'épithélium, dans un volume, le mésenchyme, qui croit lui méme a l'intérieur
d’une seconde surface, matérialisée par la plevre.

Notre géométrie consistera donc en deux interfaces libres (Fig. 3.20). La premiere inter-
face représente 1’épithélium bronchique en croissance, a I'intérieur duquel se trouve le fluide
intraluminal. La deuxieme interface représente donc la paroi externe du mésenchyme, le
mésothélium, qui est aussi une interface libre. Entre ces deux interfaces libres se situe le
mésenchyme. Selon les données traitées et les simulations, nous passerons d’un modele ou
les surfaces épithéliales et pleurales seront de simples lignes poussant dans un plan (1D
dans 2D), a un modele ou elles seront effectivement des surfaces poussant dans un volume
(2D dans 3D).

'»27«
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Fig. 3.20 - Une interface intérieure, [’épithélium, pousse dans le
mésenchyme, encapsulé par le mésothélium pleural.

Fgf10 comme moteur de la croissance

Les observations expérimentales qu’on trouve dans la littérature montrent bien le role
prolifératif crucial exercé par FGF10, puisque sa délétion provoque une agénésie de 1’or-
gane. En partant du motif d’expression de Fgf10 dans le mésenchyme, nous essaierons en
premier lieu de modéliser ce patterning par un champ scalaire (de concentration en FGF10,
par exemple) et de confronter les résultats obtenus avec les données de la littérature. Il

apparait aussi que les genes induits par la réception épithéliale de FGF10 sont exprimés
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principalement sur la partie distale des bronches, laissant supposer que c’est le lieu de
réception de FGF10 principal. Nous essaierons donc aussi de voir de quelle maniere 1'ex-
pression de Sprouty2 ou Shh peuvent étre comprises dans le cadre du motif d’expression
de Fgfl10.

En ce qui concerne la croissance, il apparait que la prolifération épithéliale est fonction
de la quantité de FGF10 recue. Pour implémenter la croissance dans le modele et ainsi
pouvoir travailler a la question de la morphogenese, nous travaillerons sur le flux diffusif
de FGF10 regu par I’épithélium.

Avant de passer a I'écriture explicite des champs, il est tres important de souligner
la différence entre l'expression du gene, qui peut étre patternée dans I'embryon, et la
concentration de la protéine pour laquelle code le gene, susceptible d’étre paternée elle
aussi mais de maniere a priori différente, et de revenir rapidement sur la notion de gradient.
La référence dans la littérature aux ”gradients” de morphogenes sont parfois peu clairs
sur l'objet du gradient en question. Pour le poumon par exemple, on a vu que Fgf10
était exprimé de facon localisée dans le mésenchyme distal. Cela constitue un gradient
d’expression, du a un champ d’expression inhomogene. La protéine FGF10 est quant a
elle synthétisée par les cellules ayant exprimé Fgf10, et diffuse dans la matrice extra-
cellulaire du mésenchyme. La concentration en FGF10 est donc aussi inhomogene, ce qui
implique un gradient de concentration. Ce gradient dépend, tout comme le champ de
concentration lui méme, des conditions aux limites, entre autres leur lieu de synthese.
Mais il est crucial de ne pas faire I’amalgame entre le champ d’expression de Fgf10 et le

champ de concentration en FGF10, ou entre leur gradient.
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Modele de morphogenese pulmonaire
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4.1 Modele statique et comparaison expérimentale

Nous avons tenté de définir les éléments clefs nécessaires a ’élaboration d’un modele
simple. Dans un premier temps nous allons établir et tester un champ modele et évaluer,
qualitativement, son intégrité du point de vue de la biologie a un instant donné. Puis, nous

essaierons de voir si ce modele reste robuste si I’'on considere la croissance de 'organe.

4.1.1 Modélisation de la concentration en FGF10

L’idée étant de partir d'un champ modele pour FGF10, il s’agit en premier lieu de
déterminer une équation scalaire simple donnant la concentration ¢ de FGF10 en chaque
point de l'espace et a chaque instant. Le champ de concentration en protéine FGF10
résulte de la diffusion dans le mésenchyme de ces protéines depuis leur lieu de synthese,

c’est a dire depuis les cellules du mésenchyme exprimant le gene Fgf10. Plusieurs auteurs
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(tout d’abord Bellusci et. al.) ont décrit Fgf10 comme étant exprimé dans le mésenchyme
distal, c’est a dire pres du bord extérieur, la plevre. Son expression est tres faible dans
le reste du mésenchyme, en particulier pres des bronches. Plusieurs hypotheses existent
pour expliquer cette expression tres locale, notamment la diffusion de Shh et Tgf-5 depuis
les cellules épithéliales. Nous discuterons plus loin de ces hypotheses et nous concentre-
rons d’abord sur I'expression distale de Fgf10. Une approximation assez forte serait de
considérer la concentration en FGF10 comme la solution d'un probleme de diffusion de-
puis l'interface extérieure puisque la protéine diffuse depuis le mésenchyme distal. Cette
approximation revient a considérer que seule la bande de cellules ”la plus distale” du
mésenchyme exprime Fgf10, ce qui est sans doute physiologiquement pas tout a fait exact,
mais va néanmoins dans le bon sens compte tenu des observations. FGF10 diffuse alors
dans le mésenchyme. Passons maintenant a 1’écriture mathématique.

D’une part, on sait en général qu’entre deux sites de concentrations différentes, un
écoulement (flux de diffusion) tendant a équilibrer les concentrations s’établit, flux d’au-
tant plus important que la différence de concentration est grande. A une dimension par
exemple, le flux de diffusion est proportionnel a la variation spatiale de concentration
selon 'axe Oz et on peut alors écrire, en appelant Dr le coefficient de diffusion :

J = —DF% (4.1)

D’autre part, la conservation de la matiere impose que la variation temporelle de
concentration en un point de l'espace soit égale au flux entrant moins le flux sortant.
Cette seconde idée se traduit en un point par la loi de conservation suivante, ici toujours

A une dimension :

oc_ o1
ot Ox

En dérivant ’équation 4.1 par rapport a ¢, et en alors identifiant 0.J/0x comme dans

(4.2)

I’équation 4.2, on obtient :
de 0%
ot Fox?

ce qui se généralise a trois dimensions par I’équation suivante, I’équation tres classique

(4.3)

de la diffusion :

Oc 9
5 = Drve. (4.4)

Dans notre cas, on a comme conditions aux limites c¢,,,, sur l'interface extérieure
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(plevre) et ¢pin sur Uinterface intérieure (bronches), on FGF10 est recu par les cellules
épithéliales. L opérateur laplacien noté V? dans ce travail, mais parfois noté 2\, est défini

par :
e e o
oxr?  Oy? 022

D’une fagon générale 'opérateur V traduit des dérivées spatiale. Ainsi, le gradient du

Vic = (4.5)

champ, Ve, dont nous parlerons abondamment au cours de ce travail, peut étre écrit plus
explicitement. Pour rappel, le gradient d’'un champ scalaire de I’espace est un champ vecto-
riel ayant pour composantes la variation spatiale de ce champ dans chacune des directions.
Il est non-nul seulement si le champ n’est pas homogene. L’expression mathématique du
gradient de la concentration ¢ en tout point de ’espace est la suivante :

Ve L 0o Do (4.6)

€ +— € €.

" Oz oy ¥ 0z

La norme du gradient de concentration s’écrit donc :

Vel = \/(%)2 - (2—2)2 + (%)2. (4.7)

Si 'on considere 'état stationnaire, le champ de concentration est donné a chaque

instant par un champ laplacien, c¢’est a dire vérifiant I’équation de Laplace :

Vie=0 (4.8)

Se placer dans l’état stationnaire revient a considérer que la croissance de 'organe
et donc les changements de géométrie des bords (qui déterminent le champ) sont lents
devant la diffusion de FGF10. Cette hypothese semble raisonnable étant donné que les
temps caractéristiques de croissance sont de 'ordre de la journée. Ainsi, la solution la plus
simple pour évaluer la concentration locale semble étre de calculer dans le mésenchyme

un champ scalaire laplacien.

4.1.2 Calcul numérique du champ et du flux : Eléments finis

Le calcul du champ laplacien de FGF10 dans n’importe quelle géométrie nécessite une
résolution numérique. Celle-ci demande bien stir la discrétisation du probleme. La méthode
choisie, appelée méthode des éléments finis, consiste a mailler ’espace, en 1'occurrence
par triangulation de Delaunay, et a résoudre un systeme d’équations linéaires incluant les

conditions aux limites, chaque équation correspondant a un point du maillage. Un des
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intéréts est le fait que la méthode des éléments finis permet de mailler plus finement les
régions ou les gradients sont forts. Dans notre travail, le maillage et la résolution numérique
de I’équation sont effectués grace a la toolbox d’équations aux dérivées partielles du logiciel
Matlab.

Un point intéressant pour comprendre ce qu’est finalement un champ laplacien est
Iécriture discrete de celui-ci. En effet, en écrivant les dérivées doubles discretes d’un
champ et en imposant que leur somme est nulle (équation de Laplace), on obtient que le
champ en n’importe quel point de 'espace est égal a la moyenne des valeurs du champ

des points voisins. Ainsi, sur un maillage carré, on a :

Vie=0 c(r,y;) = = [c(@ip1,y) + c(xi1,y) + c(z,yj41) + (@, yj-1)] (4.9)

AN,

Non seulement ’écriture discrete a le mérite d’étre assez parlante puisqu’on comprend
I’essence du champ laplacien qui est de fait un lissage d'un bord a ’autre ou les valeurs
du champ sont imposées par les conditions aux limites. Elle permet donc aussi de voir
tres intuitivement que c’est ces conditions aux limites qui permettent de déterminer le
champ partout. De méme, on comprend bien alors pourquoi la résolution doit passer par
un systeme de N équations linéaires ou /N est le nombre de points du maillage, systeme
qui couple la valeur du champ en n’importe quel point aux conditions aux bords. Pour

calculer le gradient, on calcule simplement la norme de la dérivée numérique du champ.

4.1.3 Comparaison expérimentale

Concentration de FGF10

Un résultat intéressant étant de comparer directement ce qu’on peut trouver in vivo
avec cette modélisation, nous avons choisi de travailler directement sur des poumons
mammiferes (collaboration avec Pierre Blanc, du laboratoire Génétique, Reproduction et
Développement). Le modele expérimental est la souris, et nous avons travaillé sur des
reconstructions en trois dimensions du lobe cranial droit de poumons embryonnaires. Le
poumon est extrait de 'embryon & un stade variable du développement (9 a 13 jours) et la
reconstitution 3D est obtenue a partir de photographies de coupes paralleles de I'embryon,
qui permettent de reconstruire les deux surfaces, épithéliale (interne) et peurale (externe),
a 'aide de logiciels appropriés de traitement d’images.

Dans cette géométrie obtenue expérimentalement, qui correspond donc de fait a un
stade de développement de ’embryon, nous pouvons calculer numériquement le champ

modele de concentration. La figure 4.1 montre le champ modele calculé au 12eme jour.
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Fig. 4.1 — Calcul dun champ laplacien dans [’épaisseur du
mésenchyme, dans le lobe supérieur droit d’un poumon de souris au
12eme jour, reconstitué numériquement en trois dimensions a partir
de photographies de coupes paralleles.
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S’il n’existe pas dans la littérature de marquage de la protéine FGF10 dans le
mésenchyme pulmonaire, on trouve néanmoins des images de I’expression de Fgf10, comme
évoqué plus haut. Ainsi, les champs obtenus dans les reconstructions sont supposées étre
une version diffusée du champ d’expression représenté figure 4.2, obtenu par hybridation

in situ par Bellusci et al [58].

Fig. 4.2 — Ezpression de Fqf10 obtenu par hybridation in situ [58].

Meéme si 'accord qualitatif semble raisonnable, ce qui n’est finalement pas si surprenant
puisque le champ laplacien était supposé constituer une approximation de la diffusion de
FGF10, il est difficile de conclure sans pouvoir comparer au patterning de la protéine.
Un résultat bien plus révélateur serait d’évaluer non pas la concentration mais le flux
de FGF10, en particulier le flux sur I’épithélium, sur lequel doit reposer le modele de

croissance envisagé plus haut.

Flux de FGF10 et expression de Spry2

Dans un second temps, nous souhaitons donc calculer le flux de FGF10 dans le
mésenchyme et sur I'épithélium. Cette fois, une comparaison directe est possible. En
effet, il est établi que l'expression de Sprouty2 ou Shh, entre autres genes, résultent de
la réception de FGF10 par les cellules épithéliales. De plus, il est possible, et des images
sont disponibles dans la littérature, de marquer les transcrits par hybridation in situ, ce
qui permet, comme pour Fgfl0 de connaitre les sites d’expression du gene. Ainsi on a,
indirectement, un marqueur du flux de FGF10 sur les cellules épithéliales.

Les images de I'expression de Sprouty2 sur I’épithélium obtenues par Mailleux et al.
présentées dans le chapitre précédent montrent bien que Sprouty2 est exprimé principa-

lement sur la partie distale des bronches, et pas dans les creux entre les bronches.
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Si 'on regarde de plus pres, a I’échelle d’une bronche unique en train (ou non) de se
diviser en deux, cette impression est confirmée. En effet au niveau du site de branchement
(creux entre les deux branches filles), on constate que Spry2 n’est pas exprimé. La figure
4.3 représente, a gauche, 'expression de Sprouty2 a 1’échelle d'une branche, et a droite, le
flux modele de FGF10 calculé dans la méme géométrie. Il est tres intéressant de comparer
ces deux images, puisque l'expression de Sprouty2 est induite par la réception de FGF10
sur 1’épithélium bronchique. Le flux de diffusion modele est simplement calculé a partir
du champ de concentration modele. Comme on l’a dit plus haut, ce flux est simplement

proportionnel au gradient de concentration en un point.

Fig. 4.3 — A gauche : expressions de Sprouty2 sur ’épithélium obte-
nues par Mailleuz et al. par hybridation in situ [61], pour une bronche
non-branchée et pour une bronche venant de subir un branchement.
A droite : flur modéles dans les mémes géométries. Le modeéle rend
trés bien compte de 'expression de Spry2, y compris de la séparation
de l'expression en deux foyers au moment de la bifurcation, puisque le
flux de FGF10 arrive aussi en foyers.

93



Chapitre 4 : Modéle de morphogenése pulmonaire

Parallelement, dans nos reconstructions de poumons embryonnaires, il est possible,
apres avoir calculé le champ modele de FGF10, de calculer son flux de diffusion. Les
images obtenues montrent qu’il n’y pas de différence qualitative entre deux dimensions et
trois dimensions. Comme dans les images d’hybridation in situ de Sprouty?2, la réception
de FGF10 est tres prédominante sur la partie distale des bronches, et tres faibles dans les
creux, anciens sites de branchements.

Il est alors tres clair que la forme branchée de ’épithélium entraine un écrantage de la
réception de FGF10 par le bout des bronches en croissance, ce qui explique a posterior:
Iexpression localisée de Sprouty?2, et constitue un résultat trés intéressant en soi : la
géométrie des bords et la diffusion de FGF10 suffisent a expliquer ’expression non-triviale
de Sprouty2 ou Shh, génes clefs du développement, sur I’épithélium distal. S’il n’est pas
exprimé dans les creux, ou dans les sites de branchement, c¢’est parce que le flux de FGF10
est écranté, y compris par des branches en a peine formées (Fig. 4.4 en bas).

De plus, cette comparaison valide tres bien I'approche du modele basée sur le champ
laplacien, puisque les résultats donnés par le modele rendent tres bien compte des observa-
tions de la biologie moléculaire pour les genes concernés. L’hypothese modele de diffusion
depuis le mésenchyme distal capture tres bien le comportement de FGF10.

Enfin, I’écrantage du flux de FGF10 par les bronches s’explique bien a posteriori dans
les géométries reconstruites qui sont déja arborescentes, mais il serait tres intéressant
de partir d’'une géométrie initiale non-branchée pour comprendre si ce mécanisme peut
expliquer en amont les branchements de ’épithélium, et s’ils peuvent étre entretenus par
ce mécanisme d’écrantage. C’est ce que nous nous attacherons a faire dans la suite de ce

travail.
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Fig. 4.4 — Flux modéle de FGF10 sur l’épithélium. Les géométries
sont issues de coupes transversales du lobe supérieur droit. En haut :
reconstitution au onzieme jour. A droite : reconstitution au douxieme
jour. La zone rouge a l’entrée du lobe est un artefact numérique di a
la coupe. Comme dans les images précédentes, le flux se concentre au
bout des branches, et on peut méme voir la séparation en foyers sur
les bourgeons en train de s’étaler, signe précurseur du branchement
(bronche en bas a droite par ezemple). Le fluz modéle de FGF10 cor-
respond trés bien au motif d’expression de Spry2 que [’on peut trouver
dans la littérature (voir fig. 3.15).
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Chapitre 4 : Modéle de morphogenése pulmonaire

4.2 Modele dynamique : croissance

Comme la modélisation par un champ laplacien semble assez réaliste du point de vue
du flux de FGF10 arrivant a I’épithélium, elle semble étre une bonne base pour construire
un modele de morphogenese ou les interfaces sont libres et peuvent croitre sous 'effet du

flux.

4.2.1 Principe : front tracking pour deux interfaces

Pour implémenter numériquement un probleme de croissance dans un champ vérifiant
une équation aux dérivées partielles, il existe plusieurs méthodes plus ou moins raffinées.
Nous avons choisi de travailler en calculant le champ par éléments finis, comme expliqué
plus haut, et en deux dimensions ce qui allege tres considérablement les temps de calcul.
Nous discuterons plus loin du passage a trois dimensions. Le principe est de partir d'une
condition initiale entierement définie par les deux interfaces, intérieures et extérieures,
qui consistent, numériquement, en deux polygones (fermés) emboités I'un dans I'autre.
La géométrie initiale se doit notamment de faire écho a la géométrie initiale de 1'organe
présomptif, c’est-a-dire la trachée encore non-branchée poussant dans le mésenchyme pul-
monaire. Pour des raisons numériques liées au calcul par éléments finis, il est nécessaire
de travailler avec des polygones fermés, alors que la trachée est ouverte en haut (branchée
sur 'oesophage). Pour palier a ce probleme, la condition initiale consiste en un tube fermé
aux deux bouts dans un deuxieme tube fermé aux deux bouts, mais dont les extrémités
en question sont assez éloignés, ce qui permet de regarder chacune d’entre elles comme
un bourgeon trachéal indépendant (Fig. 4.5).

La concentration vaut toujours cp.. = 1 (en unités arbitraire) au niveau du
mésothélium, et c¢,;, = 0 sur 'épithélium. Au temps t, = 0, on calcule le champ la-
placien sur le maillage triangulaire, puis on calcule le gradient de ce champ, directement
proportionnel au flux diffusif, et enfin on identifie le gradient de concentration en chaque
point des deux interfaces. On calcule un déplacement pour chaque point individuel, en
fonction du flux qu’il regoit, et on obtient une nouvelle géométrie qui tient compte de la
croissance. On effectue alors la méme opération, chaque itération correspondant a un pas
de temps numérique.

Quand deux points consécutifs d’une interface deviennent trop éloignés, il est
nécessaire d’ajouter des points avant de calculer a nouveau, pour éviter I'apparition de
pointes a grande échelle. La distance seuil au dessus de laquelle on ajoute des points n’est
pas anodine, puisqu’il est évident qu’on "ne verra rien” en dessous de cette distance, a

savoir que les détails de la dynamique de l'interface sous la distance seuil n’est pas cap-
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Fig. 4.5 — A gauche : condition initiale réaliste. A droite, condition
initiale numérique. On ferme symétriquement la géométrie en haut.
En conséquence, on peut reqarder les deux extrémités comme un bour-
geon trachéal modéle.
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Chapitre 4 : Modéle de morphogenése pulmonaire

turée par la simulation numérique. Physiquement, il s’agit donc d’un lissage de I'interface
en dessous d’une certaine échelle, qui peut par exemple traduire la tension de surface, qui
a pour effet le lissage d’une interface en dessous de la distance capillaire.

La simulation s’arréte lorsque :

- la structure en croissance a atteint les bords définis au préalable pour le calcul,

- ’épithélium atteint le mésothélium,

- 'une des interfaces fait un "noeud” a cause du bruit numérique, ne définissant alors
plus un polygone. Malgré ’ajout a chaque pas de temps d’une fonction qui cherche et
supprime localement les noeuds, il arrive que la simulation soit écourtée pour cette raison.

Cette technique de simulation numérique de croissance ou I’on suit une interface expli-
cite (un polygone) est parfois appelée front tracking. Ici, au lieu de suivre une surface en
croissance comme pour les simulations d’instabilités hydrodynamiques ou de croissances

cristallines, on suit deux interfaces en mouvement : I’épithélium et le mésothélium.

4.2.2 Réponse en croissance

Une grande partie de la subtilité de cette modélisation réside dans la croissance
attribuée a chaque point de I'épithélium en fonction du flux regu. Formellement, le
déplacement (normal) de l'interface intérieure entre deux pas de temps espacés de dt

s’écrit :

Tout le jeu consiste a imaginer comment les différents acteurs du développement pul-
monaire peuvent influer sur la forme de cette fonction, et quelle en est la conséquence sur
la géométrie de I'organe. A priori, la réponse en croissance a la réception de FGF10 est
supposée contenir la physique et la biologie du systeme, et on peut y intégrer a la fois des
éléments génétiques (régulation), chimiques (propriétés de la réception) ou mécaniques
(propriétés mécaniques de I’épithélium et du mésenchyme).

Ce formalisme de réponses en croissance s’applique tres logiquement a la croissance de
I’épithélium bronchique, mais I’écriture de la croissance du mésothélium dans le modele est
plus délicate. Une des tres rares, voire la seule, tentative de modélisation de la croissance
pulmonaire de ce genre et a 1’échelle de I'organe entier [70] a pris pour parti de fixer
de force l'interface extérieure a une certaine distance des parties distales de 'interface
intérieure. Cette solution n’est pas satisfaisante puisqu’elle présuppose un trait frappant
non trivial de la morphogenese, a savoir I’établissement de cette distance caractéristique

et le fait que les bronches n’atteignent jamais le mésothélium, trait dont on souhaite

98



4.2 Modeéle dynamique : croissance
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Fig. 4.6 — Le deplacement de ['interface extérieure diu au gonflement
de l'organe en croissance est logiquement réduit d’un facteur de [’ordre
du rapport des courbures.

D’un point de vue rigoureux, si l'on considere localement un morceau de l'inter-
face extérieure, elle devrait subir un déplacement fonction du déplacement de l'interface
intérieure, et dilué par le rapport des courbures des deux interfaces (Fig. 4.6), auquel
s’ajoute un déplacement di a la croissance propre du mésenchyme pulmonaire, qui se
divise lui aussi. Le déplacement local de l'interface extérieure s’écrirait alors :

Aoyt ~ %dmt + g dt, (4.11)

ext

ol g correspond a la croissance du mésenchyme et a son action sur le déplacement,
donc dépend aussi de la géométrie locale des interfaces et des rayons de courbure, et ol d;,;
correspond au déplacement local de I’épithélium a I’endroit considéré. Si ’on considere le
premier terme, %dm, il s’agit du produit du rapport des courbures des deux interfaces et
de fins, fonction du gradient sur I'interface intérieure. Il semble raisonnable de simplifier et
de I’écrire directement comme une fonction du gradient sur l'interface extérieure, puisque
ce gradient est lui méme dilué par le rapport des courbures. Le calcul d’un champ laplacien
entre deux cercles montre que cette approximation est rigoureusement exacte si f,; est
linéaire. De la méme facon, le déplacement du a la croissance du mésenchyme dépend de

la géométrie locale, donc il n’est pas abusif de I’écrire comme une fonction du gradient,
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Chapitre 4 : Modéle de morphogenése pulmonaire

qui finalement contient et exprime la géométrie du probleme.

Dans notre modele, grace aux considérations géométriques ci-dessus, linterface
extérieure se déplace donc comme une fonction du gradient sur l'interface extérieure,
fonction différente de f;,; puisqu’elle est sensée contenir non seulement le déplacement du
a la croissance épithéliale mais aussi le déplacement di a la croissance du mésenchyme.

On utilisera donc finalement tres simplement :

dint = fmt(vc) dt

(4.12)
dezt - fezt(vc) dt

Pour que le modele reste consistant, f.,; est supposée étre supérieure a f;,;, puisqu’elle

contient la croissance du mésenchyme pulmonaire.

4.3 Simulations numériques

On a vu dans une premiere partie comment la géométrie des deux contours suffisait a
expliquer ’expression non triviale de genes clefs du développement, a partir d’'un modele
simple de diffusion ou les conditions aux limites jouent un role tres prépondérant. Dans
cette partie nous allons voir comment 'expression et la diffusion de Fgf10, fonctions de

la géométrie, peuvent en retour réguler cette géométrie.

4.3.1 Reéponse en croissance proportionelle aux flux

Dans la partie précédente nous avons introduit la croissance normale des interfaces
comme une fonction du flux a travers les fonctions de réponse en croissance. Elles sont
supposées contenir toute la physique et la biologie de la réception de FGF10 et de la pro-
lifération épithéliale, ce qui rend impossible I’écriture complete des fonctions en question.
Néanmoins, on peut imaginer diverses contributions a la croissance et a sa régulation.
Dans un premier temps, nous considérerons le probleme a son ordre le plus simple, c’est a
dire en prenant des fonctions linéaires. La proportionnalité présuppose notamment qu’il
n’existe pas de seuil de flux recu nécessaire a démarrer la croissance, et qu’il n’existe
pas de limite a la croissance, un flux infini entrainant une croissance infinie. Bien que
ces hypotheses soient sans doute erronées, 1’étude du cas linéaire est important pour sa
simplicité et reflete quand méme un point important : la prolifération augmente avec le

Hux.
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Mise en évidence du régime arborescent

Toutes les simulations numériques ont la méme géométrie initiale décrite au paragraphe
précédent. Plus précisément, elle consiste en deux tubes I'un dans I'autre, de longueur 10
en unités arbitraires, et fermés aux deux bouts par des demi-cercles de rayon 0.2 et 1.
La différence de concentration entre les deux interfaces est normalisée a 1. Les images de
simulation présentées cadrent une des deux zones d’intéret décrites figure 4.5.

Le déplacement a chaque pas de temps est proportionnel au gradient, de telle sorte

qu’on peut simplement écrire :

fint = Uing Ve
fea:t = Qegt Ve

(4.13)

Dans un premier temps nous ne considérerons que le cas ou f.,; est supérieure a fi,;,
c’est a dire ou ey > aing, pour les raisons évoquées plus haut, liées a la croissance du
mésenchyme pulmonaire. Les figures 4.7 et 4.8 représentent 1’évolution des deux interfaces
pour différentes valeurs de a;n;/ader. En haut, le champ représenté est la concentration
en FGF10 dans le mésenchyme, en bas, le gradient de concentration et donc le flux. La
condition initiale est, comme nous ’avons discuté, un tube a bout semi-circulaire, dans un
deuxieme tube a bout semi-circulaire. Il est important de noter 'importance de la courbure
sur le gradient. A l'instant initial, la distance au mésothélium est constante le long de
I’épithélium, et pourtant le flux se concentre spontanément sur le bout du primordium.
Cet effet géométrique crucial est di a la courbure des interfaces et sera discuté en détail
au chapitre suivant.

Avant toute approche plus quantitative, il faut noter I'apparition spontanée dans les
simulations d’instabilités a la surface de I’épithélium, ce qui constitue en soi un résultat
tres intéressant. Bien str, il s’agit d’un résultat qualitatif puisque les fonctions de réponse
en croissance sont excessivement simplistes, mais qui montre néanmoins de facon tres
générale que la géométrie du probleme et en particulier le patterning de Fgf10 dans le
mésenchyme, déterminé par cette géométrie, suffisent a produire un organe branché. Cela
montre aussi 'importance cruciale de la géométrie des bords sur la régulation, puisque
le systeme a un instant donné est entierement défini par sa géométrie, et pas par son
histoire. Dans la suite de cette partie nous essaierons de caractériser plus précisément les
géométries obtenues.

On peut s’interroger sur le mécanisme de branchement. Les similitudes formelles avec
d’autres instabilités en champ laplacien rendent le caractere arborescent compréhensible,

puisqu’elles ont été tres largement étudiées et sont maintenant bien comprises. Le
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Fig. 4.7 — Résultat d’une simulation pour aj,/ac,s = 0.5. La condi-
tion initiale, a gauche, est un tube a bout semi-circulaire. On wvoit
l’évolution de la croissance de gauche a droite, a intervalles de temps
réquliers. En haut, le code couleur représente l'intensité du champ de
concentration en FGF10 dans le mésenchyme. En bas, le code couleur
représente le gradient de ce champ de concentration, et donc le flux
de FGF10 dans le mésenchyme. Comme on voit, le flur est concentré
sur ’épithélium distal.
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Fig. 4.8 — Résultat d’une simulation pour @ [Geze = 0.8. L’épithélium
est plus branché est la partie distale plus proche du mésothélium.
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mécanisme élémentaire de déstabilisation est ici similaire : la moindre perturbation sur
I’épithélium augmente sa courbure et diminue localement la distance a la paroi extérieure
du mésenchyme, deux faits qui contribuent a un accroissement du gradient, et donc ici du
flux de FGF'10, qui entraine a son tour un accroissement de la perturbation, accroissement
qui dépend de sa taille. Dans ce cadre on comprend bien pourquoi le flux est spontanément
concentré vers la partie distale des branches formées.

Un deuxieme succes consiste dans ’auto-évitement spontané des branches formées. Le
fait que les bronches ne se rencontrent jamais tient aussi a la géométrie de la croissance
laplacienne. La condition au bord sur I’épithélium impose une concentration nulle, ce
qui implique que plus deux branches de 1’épithélium se rapprochent, plus le gradient
de concentration (et donc le flux de FGF) entre ces deux branches diminue, et plus la
croissance est faible, jusqu’a étre nulle. Ce mécanisme intrinseque au mode de croissance
rend impossible toute auto-pénétration de I'organe, comme c’est effectivement le cas dans
un poumon.

En revanche la présence d’un bord extérieur libre, le mésothélium, constitue une
différence importante avec les instabilités laplaciennes habituelles, et souleve beaucoup
de questions quant au comportement de cette deuxieme interface et de son interaction
avec 1’épithélium. Pour commencer, un raisonnement simple, similaire a celui que 'on
vient d’exposer pour 1’épithélium, permet de comprendre pourquoi la paroi externe du
mésenchyme est stable, a I'inverse de 1’épithélium. Une bosse sur 'interface extérieure
abaisse le gradient local, qui pousse donc moins vite et donc tend a lisser la bosse. A
I'inverse un creux augmente le gradient local, ce qui tend a le faire pousser plus vite et
donc a faire disparaitre le creux (Fig. 4.9).

La présence d'un bord extérieur libre souleve aussi la question de la distance entre
les bronches et ce bord extérieur, question centrale puisque 1’établissement d’une certaine
distance entre I’épithélium distal et le mésothélium constitue un des traits frappants de la
géométrie du poumon embryonnaire. Dans les simulations, les branches ne semblent pas
non plus atteindre le bord extérieur. Nous nous pencherons en détail sur 1’établissement
de cette distance.

Enfin, on voit bien que la modification des parametres de la simulation, sans modifier
les principaux caracteres de la croissance, modifie les détails de cette forme. Une partie
du travail sera donc d’établir comment certains parametres changent certaines propriétés

géométriques émergentes.

103



Chapitre 4 : Modéle de morphogenese pulmonaire

«re

Fig. 4.9 — Stabilité des deux bords. A. Le gradient et donc le flux de
FGF10 est augmenté sur une perturbation de l’épithélium, et puisque
la réponse en croissance est une fonction croissante du flux, les pertur-
bations sont favorisées et se développent avec le temps (ligne rouge).
B. Le gradient est diminué sur la perturbation du mésothélium, et cette
fois la perturbation est réduite avec le temps (ligne rouge).

Cas pathologique : f..; < fint

Dans le cas, qui n’est pas réaliste dans le cadre du formalisme que nous avons établi
pour la croissance pulmonaire, ou on a fe; < fin, On constate que la distance entre le
bout des bronches en formation et la paroi extérieure diminue jusqu’a ce quun doigt
atteigne effectivement 'interface (Fig. 4.10), et ce d’autant plus rapidement que f,,; est
supérieure a f.,;. La simulation s’arréte alors puisque les deux bords sont en contact.

Le fait qu’a partir de f;,; = feut, les bronches atteignent 'interface extérieure, pose
la question de la distance d’arrét qui apparait spontanément, c’est a dire la distance
d’équilibre entre le bout des bronches et l'interface extérieure, et de sa dépendance dans

les différents parametres.

Mesures locales dans les simulations

Nous allons étre amenés a mesurer ’évolution de certaines grandeurs au cours du
temps dans les expériences numériques. Comme on vient de le voir par exemple, il sera
intéressant de mesurer directement au bout d'une branche la distance au bord extérieur.
Cependant il faut bien s’assurer que lors des mesures on suit bien un point situé sur la
partie distale d'une branche. Si I’on choisit au hasard un point pour suivre son évolution,

il y a peu de chances pour qu’il devienne effectivement le bout d’une bronche. Une fagon
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Fig. 4.10 — Résultat d’une simulation pour ain/aess = 1.2. Trés ra-
pidement, [’épithélium atteint la plevre.

de pallier a ce probleme est de choisir a posteriori un point de I’épithélium distal en fin
de simulation, et de remonter son histoire, autrement dit son chemin depuis la condition
initiale, et de mesurer a chaque pas de temps la distance au mésothélium. C’est de cette
fagon que nous avons procédé.

Un point important est qu’un tel point, dans son histoire, a toujours été au bout d'une
bronche, et ce en dépit des branchement successifs. En effet, une fois dans un creux, un
point de I’épithélium n’en sortira plus, ne recevant plus le flux de FGF10 nécessaire, c¢’est
la raison méme de la naissance de ’arborescence. Choisir un point de I’épithélium distal
en fin de simulation revient donc a choisir précisément un point ayant toujours été a
I'extrémité d’un bourgeon.

Pour mesurer la distance du point choisi au mésothélium a chaque pas de temps, on
compare la distance séparant notre point de tous les points du mésothélium. La distance
minimum correspond au point du mésothélium le plus proche, et c’est cette distance qu’on
releve.

On sera aussi amenés a mesurer le rayon de courbure locale en un point. Pour ce
faire, on mesure ’angle le long de I'interface, puis on dérive cette angle le long de ’abcisse
curviligne et on obtient simplement la courbure, et le rayon de courbure simplement donné
par Reoup = 1/Courb.
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Distance épithélium distal / mésothélium

La présence de la deuxieme interface introduit un aspect de la croissance pulmonaire
évoqué en introduction : ’établissement d’une distance d’équilibre entre les bronches et la
paroi extérieure, aspect crucial puisqu’il s’agit d’une propriété non triviale de la géométrie
des bronches, malgré tout tres peu évoquée dans la littérature. Or cette distance apparait
effectivement dans notre modele de croissance, puisque les bronches n’atteignent jamais la
plevre, sauf si a;,; > aeqre. La figure 4.11 est un diagramme spatio-temporel de la distance
au mésothélium (code couleur) le long de 'abscisse curviligne (abscisse) au cours de la

simulation (¢ = 0 en haut, temps en ordonnée).
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Fig. 4.11 — Diagramme spatio-temporel de la distance (code couleur)
au mésothélium le long de l'épithélium (abcisse). At =0 (en haut), la
distance est constante. Ensuite on observe un accroissement périodique
de la distance le long du périmetre, qui traduit les branchements, les
zones épithéliales entre les creux des branches étant plus éloignées du
mésothélium.

Cette représentation constitue tout d’abord une jolie maniere de voir les branche-
ments : les creux entre les bronches s’éloignent de la plevre, tandis que le bout des
bronches restent proches. Elle montre aussi que le bout des bronches reste a une dis-
tance du mésothélium qui semble a premiere vue fixe. L’existence d’une telle distance

implique que le bout d’'une branche et le mésothélium qui lui fait face poussent a peu
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pres a la méme vitesse, ce qui implique que les courbures locales respectives, qui ont une
importante influence sur le gradient, s’adaptent spontanément pour que les gradients res-
pectifs permettent une croissance égale. En d’autres termes, le systeme tend localement

(au bout d’un doigt) vers une géométrie dans laquelle :

fint(Ve(int)) ~ feu(Ve(ext)), (4.14)

Pour calculer la croissance, on a évalué le gradient en chaque point des deux interfaces.
Une mesure simple que 1'on peut faire pour vérifier I'idée que les deux interfaces poussent
a peu pres a la méme vitesse est une statistique des valeurs du gradient sur les deux inter-
faces, représenté sous forme d’histogramme. Pour I’épithélium, on observe principalement
deux pics correspondant aux creux entre les doigts (gradient quasi-nul), et aux bouts des
doigts. Sur le mésothélium le gradient est relativement homogene avec un pic principal.
En comparant a un instant donné la réponse en croissance associée au gradient moyen au
bout des doigts (pic correspondant aux bouts des doigts) a la réponse en croissance au
gradient moyen sur le mésothélium, on peut vérifier I’hypothese de I'équation 4.14. Un
résultat typique est présenté figure 4.12, pour @,/ ez = 0.8.

Mais si I’on regarde d’un peu plus pres et qu’on mesure la distance d du bout d’un doigt
jusqu’au mésothélium au cours du temps, on s’apercoit qu’en début d’expérience elle relaxe
rapidement vers une distance d’équilibre, puis qu’elle augmente lentement (Fig. 4.13). On
est alors tenté d’attribuer cette dérive de la distance au fait que 'organe entier pousse
lentement, ce qui augmente globalement le rayon externe, et donc dilue les gradients. Une
facon simple de vérifier cette hypothese est de tracer cette méme distance mais normalisée
par le rayon de courbure extérieur, R.,;. On appellera cette grandeur d. Cette fois on
observe effectivement bien une convergence vers une valeur d (Fig. 4.13). On préférera
donc travailler sur d pour étudier la distance au mésothélium dans la suite de ce travail.

Cette grandeur c?c peut étre mesurée et varie avec la pente des fonctions de réponse
en croissance. Notamment, il est apparu que quand a;,; se rapproche de a.,, la distance
moyenne de I’épithélium distal au mésothélium diminue. En particulier, on a vu qu’a partir
de a;n; = aezr, U'interface intérieure pousse méme jusqu’a atteindre 'interface extérieure.
La figure 4.14 représente c?c en fonction de a;p; /ey On peut voir qu’elle tend effectivement
vers 0 quand ce rapport tend vers 1. Pour a;,; > @egut, c?c =0.

Le fait que la distance au mésothélium diminue quand a;,; se rapproche de a.,; se
comprend assez bien qualitativement : on a vu que les deux interfaces (le bout d’un doigt
et le mésothélium) poussent a peu pres a la méme vitesse pour conserver la distance. Il
faut donc, pour que fi,:(Ve(int)) soit de l'ordre de fe.:(Ve(ext)), une distance d’autant

plus faible que les deux fonctions sont proches. On se penchera plus en détails sur ces
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Sur I'epitheliurr Féponse en croissance

Sur le hord exterieur
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Fig. 4.12 — Valeurs du gradient en chaque point de [’épithélium (au
miliew), et du mésothélium (en bas). On reporte les pics sur la réponse
en croissance en fonction du gradient (en haut : réponse en croissance
du mésothélium en vert, réponse en croissance de l’épithélium en bleu).
Le bout des doigts (pics de forts gradients sur [’épithélium) pousse bien
a la méme vitesse que [’ensemble du mésothélium. L’équation 4.14
décrit donc assez bien le bout des branches.
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Fig. 4.13 — Mesure de d et d au bout d’une branche, pour Gin; /et =
2/3. La distance au mésothélium semble dériver tandis que ['organe
grandit, alors que la distance normalisée converge.

ainl’aext

Fig. 4.14 — Valeur dfevcﬁivc mesurée sur plusieurs branches, en fonction
du Tapport Gipt/Aezt. d. tend vers 0 quand @, tend vers Geyy.
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Chapitre 4 : Modéle de morphogenése pulmonaire

questions dans le chapitre suivant.

Largeur des branches

De la méme facon, la largeur typique des doigts, notée A, que forme I'épithélium
instable est modifiée quand a;,,; tend vers a.,;. En effet on peut mesurer la largeur moyenne
des doigts a leur base en fonction, par exemple, du parametre a;,;/aez. Contrairement
a ce que l'on connailt de l'instabilité de Saffman-Taylor, les mesures montrent ici que la

taille des doigts diminue avec pente de la courbe f;,;(Vc), comme le montre la figure 4.15.

= -
H—

04 0.% 0.6 03 0.8 049
!

aint aext

Fig. 4.15 — Largeur moyenne des branches (\) en unités arbi-
traires, en fonction du rapport @i /aey. Les barres d’erreur donnent
la déviation standard sur un ensemble de branches.

Si la taille diminue avec le rapport a@;,;/aes, elle semble tendre vers une valeur li-
mite minimum, probablement donnée par une tension de surface effective numérique,
conséquence du principe de la simulation, ou la résolution ne va pas en deca d’une cer-

taine longueur.

Tension de surface effective

Dans l'instabilité de Saffman-Taylor, la tension de surface roue un role clef dans la
sélection en taille des doigts. En effet la longueur d’onde la plus instable dépend direc-
tement de la tension de surface ([23]). Ici, on n’a pas introduit explicitement de tension
de surface (bien qu’elle existe néanmoins). Pourtant, un autre parametre numérique joue
un role similaire de lissage : la distance entre les points de l'interface, c’est a dire la dis-

tance au dela de laquelle on rajoute un point entre deux points de l'interface, notée I..
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Cette procédure de rajout de point seulement au dessus d’une certaine échelle consiste
finalement en un cut-off implicite : on ne verra rien sous la taille ainsi définie.

On peut s’assurer que cette longueur critique introduite numériquement joue bien
indirectement le role de longueur capillaire, en mesurant la largeur moyenne des doigts
formés, tous les autres parametres par ailleurs identiques, en faisant varier uniquement /..
La figure 4.16 représente la taille des doigts en fonction de I.. On constate effectivement
qu’il existe une relation linéaire entre ces deux distances, ce qui montre bien que [. joue

indirectement le role de la tension capillaire.

Fig. 4.16 — Largeur moyenne des branches (\) en fonction de .,
POUT Qint/Uege = 2/3. Un fit linéaire rend bien compte de la variation
observée. 1. joue bien un role de longueur capillaire.

En revanche il est important de constater que cAl/C ne semble pas dépendre de [., comme
le montre la figure 4.17, et compte tenu du fait que la figure 4.14 montrait des variations

de 0 & 0.3.

Fig. 4.17 — Variation de cjc en fonction de l., pour aipm;/Ger = 2/3.
Pour rendre une comparaison possible, [’échelle de ['ordonnée est la
meme que celle de la figure 4.14.
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Chapitre 4 : Modéle de morphogenése pulmonaire

Dans tout ce travail, [, est fixée a une valeur constante, et impose a la distance entre

les points de l'interface la valeur 0.1 en unités arbitraires décrites au début du chapitre.

4.3.2 Fonctions non-triviales du flux
Saturation de la croissance

On a vu que dans le cas d'une réponse en croissance linéaire, on observait le bran-
chement spontané de l’épithélium, avec des branches qui s’évitent entre elles et dont
la partie distale ne rejoint jamais le mésothélium, comme dans le poumon. Cependant,
comme nous l'avons expliqué plus haut, une croissance linéaire avec le flux de FGF10
recu est une approximation importante, et il serait intéressant de voir dans quelle me-
sure des non-linéarités dans la réponse en croissance modifient le modele, et surtout si les
traits frappants qu’on a vu émerger sont toujours présents, ce qui montrerait une certaine
robustesse des patterns formés.

Une piste est donc de chercher quelles non-linéarités sont pertinentes a introduire
dans le modele. On sait par exemple que la réception de FGF10 induit I'expression de
Sprouty2, qui limite la prolifération induite par FGF10. Une facon de modéliser ce feedback
est d’introduire une saturation de la réponse en croissance : si le flux de FGF10 est
trop important, la prolifération est limitée. Dans cette partie nous traiterons donc de
I'effet d’une telle saturation sur la géométrie obtenue. En partant du cas linéaire, avec
Qint/Gezy = 0.8, on impose qu’au dela d'un certain flux, donc au dessus d’une valeur
donnée du gradient, notée Vg, le déplacement n’augmente plus. La forme de la réponse
en croissance est représentée figure 4.18.

Le premier résultat, central, est que 'on ne perd pas I'’émergence des traits frap-
pants décrits dans la partie précédente en introduisant cette saturation de la réponse en
croissance, comme le montre la figure 4.19 qui récapitule la croissance pour trois valeurs
différentes de V4.

Il semble en revanche que les propriétés géométriques de la structure formée soit mo-
difiée avec la valeur du seuil. En premier lieu, la largeur moyenne des branches formées
augmente lorsque Vg, diminue (Fig. 4.20). Cette constatation s’explique assez simple-
ment : plus Vg, est petit, plus la plage de flux pour laquelle la réponse en croissance
n’est pas favorisé par un flux important est grande (réponse en croissance constante). Or
I'instabilité repose justement sur le fait que la croissance de branches est favorisée par le
fort flux recu. Il parait donc logique que I’épithélium soit moins instable, et donc la taille
caractéristique des branches soit plus élevée. Quand Vg, augmente, la largeur moyenne

des branches formées tend simplement vers sa valeur dans le cas non saturé, établie au

112



4.3 Simulations numériques

100

150

200

250

300

4
@

o
3

Féponse en croissance

o
FS

Vsat

1

1

X I SN . SN, <

25

3

35 4
Gradient

Fig. 4.18 — Forme de la réponse en croissance lorsqu’on introduit
une saturation brutale. Au dela de Vs, la réponse en croissance est
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Fig. 4.19 — Résultat des simulations pour trois valeurs différentes de

Viat © en haut, Vg =

0.5, au mileu, Vg =

1.5, et en bas, Vg =

3. Le code couleur représente le gradient du champ de concentration
en FGF10. Plus V. est grand, plus on se rapproche du cas linéaire

simple.

113



Chapitre 4 : Modéle de morphogenése pulmonaire

paragraphe précédent (Fig. 4.15).

wl —a—

35 4

Fig. 4.20 - Largeur moyenne des branches en fonction de la valeur
du sewil. En dessous de 0.75, on ne voit pas de branches se former, la
réponse en croissance étant constante sur toute la gamme de gradients
pertinents.

En second lieu, on s’apercoit que la saturation de la réponse en croissance a aussi
une influence sur la convergence de d. En effet, on constate qu’en fin de simulation la
valeur de d n’est pas la méme d’une simulation a 'autre. Cependant, et contrairement
au cas linéaire, comme représenté figure 4.13, il semble qu’ici en fin de simulation, dna
pas encore convergé et continue a diminuer (Fig. 4.21). Nous étudierons plus en détail
I'influence de V. sur le temps nécessaire a la convergence dans le prochain chapitre,
dans le cadre d'un calcul analytique.

Enfin, il semble que, toujours pour conserver a peu pres la distance entre I’épithélium
distal et le mésothélium, le systeme adapte spontanément sa géométrie pour que le gra-
dient sur le mésothélium ne dépasse pas une valeur qui empeécherait 1’épithélium de pousser
a la méme vitesse (a cause du seuil). Cette idée est confirmée par la distribution de gra-
dients le long de I’épithélium et du mésothélium représentée figure 4.22. Sans saturation,
le pic de valeur du gradient sur I’épithélium valait 2.7. Si Vg, est inférieur a cette valeur,
le pic est décalé.

Pour conclure cette partie sur 'introduction d’une saturation, il semble aussi que celle-
ci produise un mésothélium beaucoup plus régulier, c’est a dire que la saturation empéche
la croissance de doigts plus rapides que leurs voisins, contrairement au cas linéaire, ce
qui se comprend finalement bien, puisque la réponse en croissance est limitée de fagon
homogene. La figure 4.23 compare 'état final avec et sans saturation. Un autre indicateur
parlant est le fait que la distribution des gradients sur le mésothélium soit tres piquée
autour d’une certaine valeur, bien plus que dans le cas linéaire. Cela implique une vitesse

tres homogene et donc une croissance plus réguliere.
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Fig. 4.21 — FEwvolution de Elvpour Visat = 1. Aprés un temps plus
long que dans la méme expérience sans saturation, d n’a pas encore
convergé et continue a décroitre.

Seuillage de la croissance

Dans la recherche de contributions non-linéaires simples a la réponse en croissance,
une idée simple et biologiquement plausible est 1’existence d’un seuil dans la réponse en
croissance, c¢’est a dire que pour un flux trop faible de FGF10, on observe pas de croissance
induite. Plusieurs mécanismes peuvent contribuer a un tel seuil : Il peut avoir une origine
chimique, comme la réception d’'une quantité minimum de FGF10 pour activer les voies
de signalisation intra-cellulaires conduisant a la croissance, ou physiologique, comme la
différentiation en cellules musculaires dans zones de faibles croissance, c’est a dire sur la
partie latérale des branches.

La croissance tres tubulaire du poumon montre justement que la prolifération est
vraiment concentrée au bout des branches, dont la croissance se fait principalement en
longueur. Un seuil dans la réponse en croissance impliquerait stirement une diminution
de la croissance latérale des bronches, ou le flux est beaucoup plus faible et la croissance
plus lente. Nous voulons donc tester 'influence de l'introduction d’un tel seuil sur la
croissance, et savoir si cela peut effectivement constituer un moyen simple de produire
des branches tubulaires. On impose donc qu’en dessous d'un gradient minimum, noté
V sewil, la croissance est nulle (Fig. 4.24, haut).

Un premier résultat, qualitatif, montre que le seuil implique que la croissance est
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Reponse en croissance

Sur I'epithéliun
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Fig. 4.22 — Valeurs du gradient en chaque point de [’épithélium (au
miliew), et du mésothélium (en bas). On reporte les pics sur la réponse
en croissance en fonction du gradient (en haut : mésothélium en vert,
épithélium en blew). On voil que l’équation 4.14 décrit toujours bien
le bout des branches. Le pic de gradient sur [’épithélium se concentre
au nweau du seuil.
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Fig. 4.23 — En haut, cas linéaire. En bas, cas saturé avec Vg = 2.5.
Comme dans toute cette partie, on a pris soin de prendre le méme
Tapport Giny/aes- La saturation régularise la forme du mésothélium.
Les couleurs montrent par ailleurs que le gradient est beaucoup plus
homogene dans le cas saturé.

comme prévu moins latérale que dans le cas linéaire. La figure 4.25 montre en effet le
résultat d’une simulation pour Vg.,; = 2 (en haut), & comparer au résultat d’une simula-
tion sans seuil (en bas). Une mesure complémentaire de la largeur des branches formées
confirme que la non-croissance des zones recevant un faible flux de FGF10 entraine la
naissance de branches plus fines, et ce d’autant plus que le seuil est élevé (Fig. 4.26). En
revanche, 'histogramme des gradients (Fig. 4.24) montre que le seuil n’affecte pas le com-
portement local au bout des branches, qui influe sur les valeurs du gradient. Finalement,
I'interprétation simple de ce résultat est que dans le cas de 'ajout d'un seuil, les bords
d’une branche s’arrétent de croitre tres rapidement parce qu’il passent sous le seuil. Dans
le cas linéaire ils continuent un petit peu a pousser et s’élargissent, méme lentement.

De méme que dans le cas saturé, les mesures de convergence de d sont plus délicates
que dans le cas linéaire, puisqu’il semble que 1’état stationnaire ne soit pas atteint dans
la plupart des expériences. Cet aspect de la morphologie de I'arbre sera traité plus en
détail dans le chapitre suivant. D’autre part la présence d’une violente discontinuité dans
la réponse en croissance (discontinuité de premier ordre) rend les simulations numériques
assez instables, et les mesures de distance et surtout de courbure assez bruitées. C’est
une des raisons pour lesquelles nous essaierons dans la partie suivante de conserver cette
idée de seuil (et de saturation) mais en introduisant des réponses en croissance continues,

comme des sigmoides ou des gaussiennes.
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Fig. 4.24 — En haut, forme de la réponse en croissance pour V seuii =
1.5. Au milieu et en bas, histogramme des valeurs du gradient sur
Uépithélium et le mésothélium. On n’observe peu de différences quali-
tatives avec le cas linéaire.
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Fig. 4.25 — En bas, résultat de la simulation sans seuil, en haut,
résultat d’une simulation pour V..i = 2. Le code couleur représente
toujours le gradient du champ de concentration dans le mésenchyme.
Les branches formées semblent plus fines dans le cas seuillé.
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Fig. 4.26 — Largeur moyenne des branches formées. Plus le seuil est
haut, plus les branches sont fines. Quant Vseuy tend vers 0, X tend
logiquement vers sa valeur sans sewil.
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Autres réponses en croissance

Nous avons construit un modele tres général qui permet d’intégrer divers ingrédients
plus ou moins finement grace a la modification de la réponse en croissance. Nous avons vu
que les divers caracteres géométriques émergeaient de fagon tres robuste des simulations
numériques. La force de ce modele est de montrer la robustesse de 'arbre et la flexibi-
lité de ses propriétés statistiques moyennes. Il est cependant important de noter que la
morphologie des arbres obtenus est assez éloignée de celle du poumon, plus tubulaire et
plus régulier. Cela n’a rien de surprenant puisque le modele est créé comme un patron
sur lequel seule I'intégration de parametres plus fins permettra d’obtenir une forme plus
proche de celle du poumon.

Une fois donc le formalisme modele posé et discuté a travers ces modifications
élémentaires (introduction d’un seuil et d’une saturation), une voie d’amélioration consiste
a jouer sur la forme de la réponse en croissance en introduisant des fonctions moins triviales
du flux, restant néanmoins cohérentes. Comme on peut I'imaginer, toute une zoologie de
formes branchées peuvent étre ainsi obtenues, dont les propriétés moyennes dépendent,
comme on 'a vu, des détails de la réponse en croissance. On ne s’étendra donc pas outre
mesure sur cette partie, si ce n’est pour montrer que dans le cadre de notre modele, ’ajus-
tement de la réponse en croissance permet un ”"tuning” de 'organe de la géométrie, ce
qui a des conséquences évolutives intéressantes qui seront évoquées dans la discussion.

Nous nous pencherons donc principalement sur des versions ”lissées” plus réalistes
des seuils et saturations brutales introduites dans les parties précédentes. La solution la
plus simple consiste a utiliser des fonctions sigmoides. Pour des raisons de chronologie
de la these nous avons surtout utilisé des ”demies” fonctions gaussiennes (en remplagant
la décroissance par une saturation a la valeur maximale). On obtient ainsi une fonction
qui augmente lentement puis de plus en plus rapidement, puis continue a augmenter
moins rapidement jusqu’a atteindre un plateau. Finalement une telle réponse en croissance
sigmoide est assez intuitive puisqu’il s’agit d’une marche (croissance ”off” en dessous d'un
certain flux, et "on” au dessus, mais lissé sur une certaine largeur o). On l'écrit de la

maniere suivante :

fint(V¢) = ajns tanh(Ve/v) exp[—(Ve/0im: — Vo)?]

(4.15)
fext(vc) = Qegt tanh(VC/v) exp[—(VC/U%t - V0)2]

Pour Ve > oV, f = a. Le préfacteur tanh(Ve/7) assure simplement que f(0) =0,
étant fixé a 0.3. Vj est fixé a 2.75. La réponse en croissance est représentée figure 4.27.

Comme dans le cas d’une réponse a seuil, on peut jouer sur les différents parametres pour
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modifier la forme obtenue.
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Fig. 4.27 — Forme de la réponse en croissance pour Gin/ ey = 1/2,
Vo=2.75 et ojpt = Oegr = 0 = 1.2.

Dans un premier temps, on peut, comme dans le cas linéaire, jouer sur le rapport des
amplitudes, a;,;/ae. De méme que dans le cas linéaire, le rapport semble avoir une inci-
dence sur le confinement des branches, qui sont plus serrées et plus proches du mésothélium
quand a;,; tend vers deg, & Oipy = Oy = 0 = 1.1 (Fig. 4.28).

Dans un second temps, si 'on prend ¢;,; = 0., = 0, et qu’on joue sur la valeur de o,
on décale la marche. Tous les autres parameétres restant inchangés, avec /e = 1/4,
on voit cette fois une importante variation sur le comportement du mésothélium, pouvant
presque mener a un régime pour lequel celui-ci peut se déstabiliser, formant des lobes
autour de groupes de doigts, ce qui pourrait montrer que méme la lobation dont nous
avons peu parlé a un sens dans le cadre de notre modele (Fig. 4.29).

On peut ainsi jouer a l'infini sur les parametres, mais la forme possede invariablement
les traits frappants du poumon, alors que ses propriétés moyennes changent. Ainsi, on
peut par exemple voir se former des branches tres longilignes (a l'inverse des branches
propres au cas linéaire), ou dans certains cas tres semblables a celles du poumon, & cause
de I'espace entre les branches et des branchements assez réguliers et dichotomiques (Fig.
4.30).

Les simulations ont permis, en intégrant un a un les ingrédients les plus simples de la
croissance pulmonaire, de comprendre ce qui était nécessaire a I’apparition des traits frap-
pants. Notamment, elles ont permis d’observer la croissance dynamique d’arbres jusqu’a

cing ou six générations de branches. On a aussi pu comprendre comment la croissance du
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Fig. 4.28 — Résultats de trois simulations. Seul le rapport ain; /e
varie, de gauche a droite : ipi/Gery = 0.875, Ging/Gexy = 0.5,
Aint [ Gexe = 0.25. Les différents tracés représentent l’épithélium a des
temps antérieurs. Le mésothélium n’est représenté que pour le temps
final, par souci de clarté.
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Fig. 4.29 - Résultats de trois simulations. Seul o varie, de gauche a
droite : 0 =0.7, 0 = 1.2, 0 = 1.5.

Fig. 4.30 — Résultats de deux simulations. A gauche, 0y = 1, Oezp =
0.6, et aint/aers = 1/3. A droite, Oyt = Oing = 1.1 et Qjny/Aesr = 1/4.
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poumon, basée sur le méme mécanisme chez tous les mammiferes, peut donner lieu a des
organes qualitativement semblables, mais différents dans les détails quantitatifs.

Dans le chapitre suivant nous essaierons de comprendre plus quantitativement
I’établissement du régime ”pseudo-stationnaire”, c¢’est a dire la convergence de JC, par
un calcul modélisant le comportement local du bout d’une branche. Cela répondra a
des questions d’ordre plus théorique, puisque cette interaction entre les deux bords en
champ laplacien est une vraie nouveauté du point de vue de la physique des instabilités.
Les mécanismes d’instabilité étant assez bien compris, il est important de s’intéresser au

comportement de la distance épithélium/plevre.
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Chapitre 5

Etude analytique et dynamique

locale
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5.1 Calcul local

Nous avons vu dans le chapitre précédent que la modélisation de la croissance sous
laction d'un flux de diffusion de FGF10 était trées robuste vis a vis des connaissances
établies par la biologie du développement. D’autre part, nous avons pu voir qu’elle rendait
bien compte de la croissance arborescente de 1'organe, puisque les simulations montrent
qu’il est relativement aisé, sur un patron arborescent robuste, de changer les détails de
la géométrie de l'organe. En changeant la forme de la réponse en croissance, réponse
qui sous-tend la physique des tissus et les réactions bio-chimiques des cellules a certains
stimuli, nous avons ainsi modifié¢ la géométrie moyenne.

Néanmoins des questions d’ordre physico/géométrique sont soulevées par nos résultats,
notamment en ce qui concerne ’apparition des distances caractéristiques, comme la taille

des bronches, mais surtout de la distance d’équilibre entre les bronches et la paroi externe
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Chapitre 5 : Etude analytique et dynamique locale

du mésenchyme, distance fondamentalement nouvelle du point de vue théorique. Dans
la partie précédente nous avons évoqué a plusieurs reprises le fait que le systeme sem-
blait spontanément adapter sa géométrie pour que 1I’épithélium distal ne rejoigne pas le
mésothélium. Dans cette partie, on cherche donc a décrire la dynamique locale du bout

d’une bronche pour comprendre de quelle facon cette auto-régulation s’établit.

5.1.1 Principe du calcul

Le but de ce calcul est de comprendre I'effet des courbures sur le gradient du champ
de concentration et sur son évolution, qui détermine ’évolution du systeme, et donc de
comprendre 'effet de la géométrie locale sur la dynamique. Plus formellement, on souhaite
décrire le comportement local d’'une bronche de courbure R;,; faisant face a la paroi
externe du mésenchyme, de courbure locale R.,;, I’épithélium et la paroi externe étant
séparés d’une distance d par le mésenchyme pulmonaire (Fig. 5.1). L’idée est d’abord de
calculer entre les deux interfaces un champ ¢(z, y) de concentration en FGF10, satisfaisant

I'équation de Laplace, V2c = 0.

épithélium

plévre

Fig. 5.1 — Géométrie du probleme. En bleu : zone d’intérét, corres-
pondant a la pointe d’une bronche. A droite, 6; et 0, représentent res-
pectivement les angles liés au centre des cercles intérieur et extérieur.

Pour ce faire, on souhaite calculer I’expression du champ laplacien entre deux cercles
(la pointe de la bronche et la paroi extérieure). Ensuite, on veut calculer le gradient de ce
champ sur chaque interface et écrire, comme dans le modele numérique, la croissance de
I'interface comme une fonction du gradient Ve, pour avoir une idée de la dynamique locale
des interfaces a ’endroit considéré. Par exemple, pour obtenir d(Rmt, Ry, d) ou d est la

distance séparant les deux interfaces, et ou R;,; et R, les rayons des cercles intérieur
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et extérieur. L’équation de Laplace se résout facilement lorsque 1’excentricité e est nulle,
c’est a dire si les deux cercles sont concentriques. La solution s’écrit ¢(r) = Aln(r) + B.
En imposant les conditions aux limites, a savoir que ¢ est nulle au niveau de 1’épithélium

(cercle intérieur) et vaut dc sur la paroi extérieure, on obtient :

oc
=1 R;, 5.1
C(T) hl(Rext/Rmt) Il('f’/ t) ( )
Le gradient de concentration s’écrit alors :
dc 1
\Y% = 5.2
C<T) ln(Rext/Rint) r ( )

L’expression du gradient donné par ’équation 5.2 montre bien I'importance des rayons
de courbure sur le gradient, et donc dans notre modele sur le flux de diffusion arrivant a
I’épithélium. En effet, si 'on fixe par exemple dc =1 et R.,; = 1, et qu’on trace la valeur
du gradient en fonction de R;,;, on voit que pour les petites valeurs de R;,;, bien que les
deux bords soient plus éloignés, le gradient est plus fort, effet géométrique du a la forte

courbure de I’épithélium (Fig. 5.2).

20 T T T T T T T

gracientsur le cercle interieur
=
1

1] 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 08 1
Rint

Fig. 5.2 - Valeur du gradient sur le cercle intérieur en fonction de
Rini, pour 6¢c = Reyy = 1. Quand Ry, décroit, le gradient est d’abord
plus faible puisque la distance augmente. Quand R;,; devient trop petit,
le gradient réaugmente, la forte courbure ’emportant sur la distance.

Pour pouvoir traiter du cas général dans lequel les deux arcs de cercles ne sont pas
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concentriques, il faut pouvoir calculer le champ entre deux cercles non-concentriques.
Pour ¢a on fait intervenir une transformation conforme (voir annexe) faisant passer de la
géométrie décentrée a la géométrie centrée, ce qui permet d’exporter la solution centrée

vers le cas général. Si I'on appelle e 'excentricité, on a :

c(z,y) = d¢ <1 +aln (Rﬁm ( RQ(x:b2;21y(Zby)2>) , (5.3)

ext

avec

1
b= 5 ((Rim ~ R+ ) (R, — B2, 4 e2)? (QeRm)Q) , (5.4)

5.1.2 Calcul du gradient

et

L’expression générale du champ est donnée par I’équation 5.3. Pour comprendre ce qui
se passe dans notre modele de croissance, on doit s’intéresser au gradient de concentration
au niveau des deux interfaces, puisque le flux de FGF10 est directement proportionnel a
Ve. Apres calcul (voir annexe), on peut montrer que le gradient s’écrit :

Yoo 200c(R?,, — b?) (5.6)
VIR — b2)? + (by)?][(x — b)? + 7]

Un résultat intéressant est qu’on peut maintenant avoir I'influence de la courbure seule

sur le flux. En effet, on peut fixer R.,; et d et faire varier R;,;. La figure 5.3 représente la
variation du gradient pour # = 0 (au bout du ”doigt”) pour R, et d donnés.

Pour une distance donnée entre deux morceaux d’interfaces, on voit bien 'influence
fondamentale de la courbure sur le flux recu. Cette grande sensibilité du gradient a la
courbure explique bien la grande sensibilité de I'expression de sprouty2 a la courbure de
I’épithélium observée sur les observations in situ de la littérature, puisque la courbure
de I’épithélium change dramatiquement le gradient de concentration et donc le flux recu.
Pour les grandes valeurs de Ry, on tend bien vers le cas plan ou le gradient vaut dc/d

(avec ici, dc¢/d = 10).
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50

45 4

=0

gradientsur le cercle interieur pour heta

Rint

Fig. 5.3 — Valeur du gradient en fonction de R, pour 0¢ = Reyy = 1
etd=0.1.

5.1.3 Intégration de la croissance

On a écrit le gradient de concentration, qui donne le flux de FGF10, partout entre
I’épithélium et le mésothélium. On veut maintenant introduire la croissance des deux
interfaces pour avoir une idée de la dynamique locale des rayons de courbure et de la
distance entre les interfaces. Comme dans le modele numérique, on introduit la réponse

en croissance comme des fonctions du gradient local :

u;(0;) = fi(Ve)
uc(0e) = fo(Vee)

Les fonctions f; et f., comme dans le modele numérique, peuvent contenir les contri-

(5.7)

butions aussi bien physiques que biologiques du milieu environnant et les propriétés des
tissus considérés. On ne fera aucune supposition a priori sur la forme de ces fonctions.
Pour écrire le gradient le long des interfaces, on développe autour du bout d’une branche.
On procede donc a un développement limité du gradient autour de § = 0. On peut alors

écrire le gradient le long des interfaces (voir en annexe pour le calcul des coefficients a et

p)
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5.8
Vee(0e) = ae — B.6? (58)

On peut alors simplement développer les fonctions du gradient et obtenir un systeme
(voir les détails en annexe) décrivant ’évolution des courbures et de la distance entre les

deux interfaces au bout d’une branche :

Ripy = filew) = 2B, fi(cv)
Rzt = fe(e) = 2B fl(a) (5.9)
d= felae) — fila)

Le point sur une grandeur traduit une dérivée temporelle. Les rayons de courbures
varient au premier ordre comme la vitesse de croissance (terme f(«)). Si les deux cercles
étaient concentriques il n’y aurait que ce premier terme, le second correspondant a la
correction diie a ’eccentricité. La variation de distance est simplement la différence de

vitesse entre les deux interfaces. Ce systeme ne peut pas étre intégré simplement de fagon

analytique, mais peut s’intégrer numériquement pour étre confronté aux simulations.

5.2 Comparaison aux simulations

Le calcul local du gradient entre et sur deux interfaces courbes grace a un prolongement
en cercles de rayons égaux aux courbures des interfaces nous a permis de comprendre
I'importance des courbures sur le flux de diffusion. Il nous a aussi permis d’écrire un
systeme décrivant ’évolution des courbures et de la distance entre les deux interfaces dans
le cadre de notre modele de croissance. Dans cette partie nous allons voir ce que cette
écriture peut nous permettre de comprendre sur le systeme pulmonaire, et en particulier
sur la grandeur gc évoquée au chapitre précédent.

Le systeme 5.9 donne des équations d’évolution pour le bout d’une bronche. Il est
possible de résoudre numériquement ces équations, en prenant comme conditions initiales
celles des simulations numériques. De plus, les équations obtenues permettent d’utiliser
n’importe quelle fonction de réponse en croissance. On peut donc vraiment comparer
directement 1’évolution d’une simulation a I’évolution prédite par le calcul, dans n’importe

quel cas.
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5.2 Comparaison aux simulations

5.2.1 Reéponse en croissance linéaire
Comparaison directe

On peut commencer par résoudre ce systeme dans le cas d’'une réponse en croissance
simplement linéaire, cas que nous avons approfondi dans les expériences numériques. En
particulier, les mesures de d. ont montré que la distance de convergence rapportée au
rayon de courbure extérieur dépendait du rapport des pentes des réponses en croissance,
chose qu’on peut tester dans le cadre de ce calcul.

Les figures 5.4 et 5.5 représentent des comparaisons entre notre calcul local et les me-
sures effectuées sur les simulations numériques, respectivement pour ai,;/aes = 1/2 et
Aint/Geze = 2/3. On peut y voir la trajectoire du point suivi, les mesures des rayon de
courbure associés et de la distance au mésothélium au cours du temps (en haut). On a
ensuite représenté pour chacune des grandeurs la prédiction établie par notre calcul local
comparée a la mesure. Les mesures sont effectuées, comme expliqué au chapitre précédent,
en choisissant un point de I’épithélium distal en fin de simulation et en remontant son his-
toire. On a ainsi un point ayant toujours été au bout d’une branche, ce qui est précisément
ce que notre calcul cherche a décrire.

On s’apercoit en premier lieu pour les trois grandeurs R;,;, Re.: et d, la prédiction
donne le bon comportement, assez quantitativement, jusqu’aux premiers branchements de
I’épithélium. Apres cela la prédiction n’est plus bonne. Cela se comprend assez naturelle-
ment puisque le calcul considére uniquement un point de ’épithélium est n’est de ce fait
pas susceptible de rendre compte de l'instabilité de croissance observée ni de 'effet des
doigts voisins qui tendent a diminuer le gradient et aplatir le front. En revanche, le dernier
graphique montre qu’il prédit tres bien, et ce malgré les branchements, la convergence de
la grandeur Jc = d/ Ry en suivant la courbe expérimentale avec une bonne précision. On
peut s’interroger sur la capacité de ce calcul local a prédire la convergence alors qu’il perd
sa validité suite aux branchements pour les autres grandeurs. Une explication logique est
que ce calcul prédit la croissance d'un état de base non perturbé, et que la grandeur c?c
ne dépend pas de 'arborescence, qui est la conséquence de l'instabilité qui se développe

sur I'état de base prédit par le calcul.

Variation de CTC

La comparaison n’est présentée que dans deux cas mais le bon accord trouvé entre
le calcul local et les mesures numériques est tres robuste sur les différentes expériences
numériques. En résolvant le systéme pour de nombreuses valeurs différentes de ;s /@eyt, o0

obtient une courbe théorique qui prédit la valeur c?c en fonction de ce rapport. Par ailleurs
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Fig. 5.4 — Comparaison entre le comportement local du bout d’une
branche dans une expérience numérique (pn/aess = 1/2) et notre

calcul local. La convergence de d est tres bien prédite par la théorie.
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Fig. 5.5 — Comparaison entre le comportement local du bout d’une

branche dans une expérience numeérique (Gin/ ez

= 2/3) et notre

calcul local. La convergence de d est tres bien prédite par la théorie.
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on peut mesurer dans les expériences numériques cette méme grandeur pour différentes
valeurs du rapport @, /aey (Fig. 5.6). Comme on le voit, notre calcul prédit tres bien la
variation de c?c en fonction de ant/aer. En particulier, il rend bien compte du fait que

I’épithélium atteint le mésothélium a partir de a;,; = Geus-

o7

06 -

05 -

04 -

(d ﬂaxl)c

03 .

02 -

01 -

i 1 1 1 L 1 1 1 1
01 0.2 0.3 04 s 06 07 08 04

it g

Fig. 5.6 — Les points représentent les mesures de Jc pour différentes
valeurs de int/aer. La courbe correspond a la prédiction théorique,
obtenue en résolvant le systéme pour de nombreuses valeurs du rap-
POTt Qing/ert. On observe un trés bon accord entre les expériences
numériques et notre calcul.

On a finalement un scénario assez complet pour comprendre le systeme en regardant
spécifiquement le bout d’une bronche. L’instabilité impose une évolution en dents de scie
au rayon de courbure de I'épithélium distal. Le rayon de courbure du mésothélium ressent
légerement ces variations mais continue de croitre avec la taille du systeme. La distance
entre le bout des bronches et le mésothélium dérive lentement, mais une fois rescalée par
le rayon de courbure du mésothélium, on a bien une grandeur qui converge. On peut
imaginer qu'un rescaling par la taille du systeme aurait eu en gros le méme effet sur la

convergence de d.

5.2.2 Reéponse en croissance saturée

On peut, de la méme facon, procéder a I’étude de I’évolution de R;,, Rey: €t d dans le
cas oll on a introduit une saturation de la réponse en croissance. On a par ailleurs évoqué
au chapitre précédent que dans ce cas, 'introduction de V,, semblait modifier le temps
nécessaire a la convergence de d. Nous allons maintenant pouvoir tenter de comprendre

cela dans le cadre notre calcul local.
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Tout d’abord on peut s’attacher a voir si le calcul prédit effectivement bien la conver-
gence de d dans ce cas, puisqu’on n’a pas pu l'observer dans les simulations numériques.
La figure 5.7 (A) montre, pour Vg, = 1.5 a titre d’exemple, que d converge bien et vers la
méme valeur que sans saturation. En répétant 'opération pour d’autres valeurs de V4,
on constate que la saturation ne modifie que le temps que le systeme met a converger, et
pas la valeur de convergence. On définit arbitrairement le temps de convergence comme
le temps nécessaire a d pour avoir fait 99%du chemin le séparant de sa valeur d’équilibre,
en partant de la méme condition initiale. La figure 5.7 (B) représente ce temps de conver-
gence (en équivalents de pas de temps des simulations numériques) en fonction de V4.

Il est en effet supérieur au temps de simulation des expériences numériques.

0.8 T T T T T T T T T

07} A -
0.6 i
0s .

04 H —

dFext

03k —

01+ 3

I 1 1 1 1 I 1 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
temps

25

Temps théorique de convergence

05

Fig. 5.7 — A. Prédiction par notre calcul local de la convergence de d
pour Vg = 1.5, en équivalents de pas de temps numériques. B. Temps
de convergence prédit par notre calcul local en fonction de V gy, fitté
par une loi de puissance. Quand Vg > 3, la convergence est assez
rapide pour étre observée numériquement, ce qui explique que dans le
cas lin€aire, on observait bien la convergence.
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Il semble bien alors que la non-convergence dans les expériences numériques était due
a un temps de simulation trop court. On peut s’en assurer de fagon définitive en calculant
pour chaque expérience numérique la prédiction théorique sur d jusqu’au temps de la fin
de simulation, et en s’assurant que la prédiction suit bien I'expérience. La comparaison
directe de la prédiction théorique et des mesures sur simulation montrent bien que ’accord

n’est pas perdu, mais simplement que le systéeme n’a pas encore atteint d’équilibre.

0.8 T T T T T T T T T
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05k 4

04+ 4

dFext
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01k -

1 1 1 1 1 1 1 1
a0 50 100 150 200 250 200 az0 400 450 500
bermps

Fig. 5.8 — Mesure de gpour Visat = 1, comme dans la figure 4.21,
comparée avec la prédiction donnée par notre calcul local (en noir).

On a maintenant la confirmation que V., modifie le temps de convergence vers c?c
Ce résultat n’est finalement pas surprenant puisqu’on a vu que le gradient au bout des
branches se plagait spontanément juste au niveau de V., comme le montrait la figure
4.22 au chapitre précédent, ce qui implique une croissance d’autant plus lente et un temps

de convergence d’autant plus long que le Vg, est bas.

5.2.3 Reéponse en croissance a seuil

Comme dans le cas précédent, l'introduction d’un seuil a la réponse en croissance
semble modifier le temps de convergence, et rend délicat I’étude de la valeur de convergence
de d. En effet, la discontinuité de premier ordre dans la réponse en croissance (saut de la
vitesse de croissance & Vg.,;) semble engendrer un décrochage de cfiv, qui parait d’abord
converger comme sans seuil, puis décroche a grand temps et relaxe vers 0 (Fig. 5.9).

Comme les simulations ne vont pas assez loin pour observer un éventuel décrochage,
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Fig. 5.9 — Prédiction par le calcul local de l'avolution de d dans le
cas d’une réponse en croissance a seuil. De haut en bas : Vgeuy = 0,
Visewii, = 0.5, Visewit = 1, Views = 2. Le décrochage vers 0 survient
d’autant plus rapidement que le seuil est haut.

on doit se contenter de 1’étude a temps court. Dans ce cas il est toujours possible, sans
aller jusqu’a la convergence, de comparer la prédiction du calcul local avec les simulations
numériques. Les résultats de cette comparaison sont présentés figure 5.10 pour Veui = 2,
et comme on le voit le bon accord n’est pas perdu, la théorie suivant méme des variations
non-triviales de d.

Dans la suite des expériences numériques, on a transformé ce seuil brutal en quelque
chose de continu, comme par exemple des fonctions sigmoidales qui sont d’ailleurs plus
réalistes. La vertu de l'introduction d’un seuil brutal a surtout été de montrer que celui-ci
diminuait la croissance latérale des branches par rapport a leur élongation, ce qui semble
étre un bon candidat a la formation de branches assez tubulaires comme on les observe

dans le poumon.

5.2.4 Fonction sigmoidale

Sans entrer dans le détail, on peut vérifier que le calcul ne perd pas sa validité lorsqu’on
sort des réponses en croissance linéaires. Un exemple représentatif est donné figure 5.11,
qui montre que le comportement local est toujours bien décrit par le calcul, et qu’il y a

bien relaxation de d vers une valeur d’équilibre.
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Fig. 5.10 — Mesure de Elvpour Vsewit = 2, comparée avec la prédiction
du calcul local (en noir). Encart : chemin du point suivi.
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Fig. 5.11 — Mesure de Elvpour une fonction de type sigmoidal, avec
o = 1.1, ajpt/aesr = 0.25, comparée avec la prédiction du calcul local
(en noir). Encart : chemin du point suivi.
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6.1 Nouvelle expérience de morphogenese

6.1.1 Motivations et principe

Le premier chapitre de ce travail de these traitait d'une expérience de morphogenese
physico-chimique. L’idée était de reproduire grossierement la géométrie de la croissance
pulmonaire par un processus d’injection. L’expérience a dévoilé une instabilité de crois-
sance originale, mais s’est révélée décevante du point de vue de la croissance pulmonaire. A
la lumiere de I’étude menée dans les chapitres suivants, on comprend bien que la naiveté
de cette premiere expérience ne permettait pas d’espérer une analogie, les ingrédients
nécessaires a la morphogenese n’étant pas réunis.

Cependant, nous avons a présent construit un scénario global détaillant les mécanismes
et les acteurs responsables des traits frappants. La meilleure compréhension de I'auto-
organisation a l'oeuvre dans la morphogenese pulmonaire semble rendre envisageable

la construction d’une expérience réunissant a la fois les acteurs et la géométrie, au
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moins qualitativement, et ce par des moyens purement physiques. Dans cette partie, nous
présenterons donc les résultats préliminaires d'une nouvelle expérience de morphogenese,
basée cette fois sur les idées développées dans les chapitres précédents. Nous remercions
vivement Paul Boniface, qui a réalisé le montage et effectué les expériences pendant son
stage de Master 2.

Dans les chapitres précédents, nous avons montré que les branchements répétés de
I’épithélium étaient le fruit d’une instabilité due a I’établissement d’un gradient de concen-
tration de FGF10, lui méme di a la diffusion depuis le mésenchyme distal. Formellement,
la croissance en fonction du gradient d’un champ laplacien, comme dans la digitation vis-
queuse, est 'ingrédient responsable du branchement. Par ailleurs, nous avons vu que I'in-
teraction avec la plevre, elle méme en mouvement et dont la géométrie détermine le champ
laplacien, régulait spontanément la croissance en imposant une distance caractéristique.

Notre expérience repose sur ’analogie formelle avec I'instabilité de digitation visqueuse
(ou instabilité de Saffman-Taylor), dans laquelle le champ de pression est laplacien et
I'interface entre les deux liquides croit proportionnellement au gradient de pression. A la
différence d’une expérience classique, nous utilisons pour avoir un bord extérieur mobile
un piston pour créér la dépression, comme le représente la figure 6.1.

Le piston (une feuille de mylar de 0.4mm d’épaisseur) est placé entre deux plaques de
plexiglas entre lesquelles est aussi piégée une bande d’huile. En tirant sur le piston, on
crée une dépression et I’huile suit le piston. L’interface air/huile se déstabilise et des doigts
d’air (blancs sur les images) poussent dans I’huile (jaune) en direction du piston (rouge).
L’originalité réside principalement en deux points. D’une part, le milieu est confiné mais
par un bord mouvant, le piston, comme dans la croissance pulmonaire ou la croissance est
confinée par le mésothélium. D’autre part, de I'huile est aussi piégée au niveau du piston
et est directement injectée (débit @) sur le schéma) dans la bande d’huile tout le long de
I'interface huile/piston quand on tire sur ce dernier. En d’autres termes, le volume de la
bande d’huile augmente pendant que les doigts d’air poussent en direction du piston. On
tient la une analogie expérimentale tres intéressante avec la croissance du mésenchyme
pulmonaire, qui dans notre modele correspondait a 1’écart entre les deux fonctions de
réponse en croissance, et dont on a vu qu’il établissait la distance bronches/mesothélium,

comme le montrait la figure él:;(aint [Gext)-

6.1.2 Résultats préliminaires

On peut distinguer deux régimes principaux. Si la bande d’huile initiale est large,
I'interface se déstabilise et, comme dans le cas classique, certains doigts écrantent les

autres en concentrant le gradient de pression. On observe alors finalement un ou deux
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6.1 Nouvelle expérience de morphogenése

Fig. 6.1 — Schéma du dispositif expérimental, vu de dessus. On tire le
piston, et la dépression met en mouvement [’huile et [’air. L’interface
huile/air se déstabilise. Pendant le mouvement du piston, de [’huile

pi€gée entre les plaques au niveau du piston rejoint la bande d’huile
en mouvement.
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doigts qui poussent plus vite et qui atteignent rapidement le piston (Fig. 6.2). Par ailleurs
I'injection d’huile par le piston constitue une variation de volume tres faible de la bande

d’huile et ne joue pas de role.

Fig. 6.2 — Images tirées d’une expérience avec une large bande d’huile
initiale. Les doigts d’air sont proches les uns des autres, comparés a la
distance au piston, et certains poussent plus vite que d’autres, limitant
la croissance des voisins. Cet écrantage est typique de la digitation
visqueuse classique.

A Tinverse, si la bande d’huile initiale est tres mince ou inexistante, I'injection d’huile
fait naitre immédiatement une bande d’huile dont l'interface avec I'air est toujours in-
stable. Cette fois les doigts d’air poussent donc dans une bande d’huile tres mince et la
distance initiale des doigts au piston est petite devant la distance entre les doigts eux
méme. Cette distance est donnée par la longueur d’onde la plus instable de I'instabilité
de Saffman-Taylor. Les doigts ne s’écrantent pas les uns les autres puisque le gradient de
pression autour d'un doigt est déterminé par la présence du piston tres proche, et tres
peu altéré par les doigts voisins qui sont plus éloignés. On voit donc des doigts d’air tres
réguliers pousser au fur et a mesure qu’on tire le piston et que I'huile est injectée. Ce
régime est tres intéressant puisqu’on voit comment la présence d'un bord extérieur régule
la croissance des doigts.

Il est alors tres intéressant de s’intéresser au régime intermédiaire. Si la bande d’huile
initiale est de largeur moyenne, les doigts commencent a pousser vers le piston mais ar-
rivent pres du piston avant qu’il y ait vraiment eu d’écrantage. L. bande d’huile restant
alors entre les doigts et le piston est alors suffisamment mince et 'injection d’huile re-
prend de I'importance, tous les doigts poussant régulierement face au piston et branchant
régulierement.

Ces expériences sont encore assez simplistes et a un stade préliminaire. Il serait no-
tamment tres intéressant de controler l'injection d’huile en provenance du piston, par
exemple pour atteindre des débits plus grands et pouvoir observer l'influence de 'in-

jection sur la distance d’équilibre. On peut imaginer augmenter le débit en ajustant la
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6.1 Nouvelle expérience de morphogenése

Fig. 6.3 — Images tirées d’une expérience avec une mince bande d’huile
initiale. La prorimité du piston empéche [’écrantage et tous les doigts
poussent a la méme vitesse. L’injection d’huile par le piston empéche
les doigts de transpercer la couche d’huile.

Fig. 6.4 — Images tirées d'une expérience avec une bande d’huile
de taille intermédiaire. Au début de l’expérience les doigts d’air se
développent mais la proximité du piston empéche ’écrantage. La crois-
sance est alors réqulée par la proximité du piston et on passe dans un
régime similaire a [’expérience précédente.
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hauteur entre les plaques, par exemple. Néanmoins les expériences ont montré que grace
a la compréhension du mécanisme de croissance pulmonaire prodiguée par la construction
de notre modele, nous avons pu, par analogie, proposer un systeme physique exploitant
les mémes mécanismes et reproduisant la croissance arborescente régulée par un bord
extérieur.

Comme dans le poumon, les doigts sont régulés par la proximité du bord extérieur
qui empéche 'écrantage. Dans le poumon il s’agit de I’écrantage du flux (gradient de
concentration), alors que dans cette expérience il s’agit d’écrantage du gradient de pres-
sion. Comme dans le poumon, les doigts sont empéchés de rejoindre le bord extérieur
par la croissance du milieu. Dans le poumon il s’agit de la croissance du mésenchyme,
et dans cette expérience il s’agit du flux d’huile injecté au fur et a mesure de la crois-
sance, qui empéche les doigts d’air de percer la couche d’huile, ce qui se passe dans une
expérience classique de digitation visqueuse quand les doigts atteignent le bord du systeme
expérimental.

Pour finir, cette approche expérimentale conclut de maniere satisfaisante les objectifs
que nous nous étions fixés, puisqu’en reprenant les ingrédients révélés par le modele que
nous avons développé, nous avons pu construire un systéeme physique basé sur le méme

mécanisme.

6.2 Discussion sur la morphogenese pulmonaire

6.2.1 A propos des genes évoqués

Pour commencer cette discussion d’ensemble de nos résultats, il semble pertinent de
revenir sur les observations expérimentales de la biologie moléculaire, et de la cohérence
de nos résultats dans ce cadre.

Pour commencer, la littérature rapporte que la délétion de Fgf10 conduit a ’agénésie
du poumon. Cette propriété se trouve a la base de notre modele puisque la croissance
repose sur la réception de FGF10. Enlever FGF dans le modele revient a supprimer la
croissance. Comme ’a montré le troisieme chapitre, 'expression par I’épithélium distal
des genes induits par la réception de FGF10 est elle aussi tres bien expliquée par le modele
puisque le flux diffusif de FGF10 se concentre spontanément sur 1’épithélium distal. De
plus nous avons montré que les 1égers foyers d’expression de Fgf10 de part et d’autre d’une
bronche en croissance n’étaient pas a l’origine du branchement, puisque dans le modele
I’expression de Fgf10 est "uniformément distale”, ce qui suffit a instaurer un flux de dif-

fusion qui favorise le branchement par écrantage. Ce résultat n’est pas fondamentalement
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surprenant puisque la croissance est directement influencée par le gradient de FGF10 et
non pas par le gradient d’expression de Fgf10.

La délétion de Shh provoque une localisation plus diffuse de Figf10, puisque I'expression
de ce dernier n’est plus réprimée par les bronches en croissance et n’est donc pas cantonnée
au mésenchyme distal. Une production homogene de FGF10 entraine une concentration
homogene, et donc des flux diffusifs tres diminués. Le fait que la croissance soit diminuée
et le branchement tres anormal est donc aussi logique du point de vue de notre modele,
dans lequel un champ plus homogene menerait aussi a une croissance plus lente et des
branchements anormaux.

La littérature rapporte aussi que Shh joue le role de facteur de croissance pour le
mésenchyme. Cela rend légitime 1’écriture de la croissance du mésothélium dans notre
modele. En effet, nous 'avons écrit comme la croissance de ’épithélium, moyennant un
préfacteur multiplicatif. Or, les cellules du mésenchyme dans une zone donnée recoivent
d’autant plus de SHH que ’épithélium croit dans cette zone. En d’autres terme, le
mésenchyme recevra SHH a proportion de la croissance épithéliale locale, ce qui cor-
respond bien a notre hypothese.

De facon plus générale, comme le montre le tableau récapitulatif du chapitre 3, la
délétion d'un grand nombre de genes, sans provoquer de drame géométrique comme la dis-
parition d’un trait frappant, peut provoquer des branchements anormaux, autrement mo-
difie les propriétés géométriques moyennes de 'organe. Notre modele rend tres bien compte
de cette sensibilité, puisqu’on a vu que les traits frappants étaient tres robustes, mais que
les détails de la réponse en croissance, sur lesquels la délétion de tel ou tel gene a justement
une influence, provoque justement I'altération des propriétés géométriques moyennes. Un
bon exemple que 'on peut donner est le récent travail expérimental de Makarenkova et. al
[72]. Celui-ci montre précisément, sur des explants épithéliaux cultivés dans du Matrigel,
que la modification artificielle de 'affinité de binding de FGF10 avec FGF-R modifie la
croissance de ces explants, plus précisément leur caractéristiques géométriques moyennes
(largeur des branches, etc.). Cela correspond parfaitement a notre scénario, puisqu’il s’agit
exactement dans notre modele d’'une modification de la réponse en croissance. De méme
cette modification de la réponse en croissance altere la forme du champ d’expression et
donc du gradient de concentration, puisque l'inhibition de 1’expression de Fgf10 a proxi-
mité de I'épithélium distal est justement induit par la réception de FGF10, qui a été

altérée.
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6.2.2 Questions en suspens

Quelques questions restent encore en suspens a propos de la géométrie de l'organe. Une
des propriétés de 'arbre bronchique est une légere asymétrie moyenne des branchements,
c’est a dire qu’en moyenne, une branche mere donne naissance a deux branches filles de
tailles différentes. Dans un mécanisme d’instabilité comme celui que nous avons décrit,
I’asymétrie des branchements est quelques chose de spontané. En revanche, la littérature
des instabilités de croissance ne fait pas état de mesures de cette asymétrie moyenne
en fonction des parametres de l'expérience. Il est probable que, comme pour les autres
caractéristiques de ’arbre formé, I'asymétrie moyenne des branchements soit malléable,
mais des mesures sur les simulations seraient nécessaires pour s’en assurer.

Une autre caractéristique de la géométrie du poumon, que nous n’avions pas évoqué
parce qu’elle est moins frappante et moins documentée, est le fait que la croissance des
bronches n’a lieu que dans la partie distale de I'organe, pres du bord extérieur. Il semble
en effet que le bout des bronches en croissance soit toujours proche du bord extérieur,
comme le montrent par exemple les in situ de Sprouty2. Non seulement la croissance est
concentrée au bout des bronches, mais le bout des bronches fait toujours face au bord
extérieur. Il semble ne pas y avoir de croissance bronchique dans la partie proximale
du poumon. Cela semble aussi vrai pour d’autres organes arborescents, comme le rein.
Notre modele rend tres bien compte de cette observation, puisque dans nos simulations
la croissance se fait uniquement pres du bord extérieur, ce qui s’explique tres bien par
Iécrantage du flux de FGF10 par les bronches parties distales. Comme on I’a en effet vu,
le flux de FGF10 entre les bronches est quasi-nul. On observe aussi ce phénomene dans
I'expérience de digitation visqueuse, ou la croissance des doigts d’air n’a lieu que pres du
piston une fois le régime d’injection atteint.

Une autre propriété de ’organe est le rapport d’homothétie moyen qui semble s’établir
entre les générations. Rappelons néanmoins que ce rapport est loin d’étre parfaitement
respecté, puisque Weibel stipule [22] que des branches de la quatrieme génération peuvent
avoir un diametre de la taille de branches de la onzieme génération. Néanmoins, les
branches sont en moyenne de plus en plus petite, ce qu'on n’observe pas dans notre
modele. Une piste pour expliquer cette lacune réside dans le fait que nous n’avons intro-
duit dans le modele que la croissance différentielle due a FGF10, mais pas la croissance
globale de 'organe. Si 'on imagine en plus une croissance globale, les nouvelles branches
naissant toujours a la méme taille moyenne \ fixée par la réponse en croissance, les plus
anciennes auront grossi depuis leur naissance et ce d’autant plus qu’elles sont vieilles. Cela
pourrait expliquer une hiérarchie de la taille des bronches. Naissant toujours a la méme

taille, les plus grosses seraient simplement les plus anciennes, qui ont le plus grossi par
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rapport a leur taille d’origine moyenne, A.

Un autre aspect que nous n’avons pas discuté est la stéréotypie de 'organe d’un indi-
vidu a l'autre. Cette stéréotypie est relative puisqu’elle parait étre limitée aux premiers
branchements, mais il semble au premier abord que rien dans notre modele ne puisse 'ex-
pliquer. On peut éventuellement I’attribuer a un schéma génétique similaire chez tous les
individus, avant que l'instabilité spontanée de la croissance ne prenne le dessus. Mais une
hypothese tout aussi plausible est le fait que 'organe embryonnaire est confiné dans une
géométrie bien spécifique, c’est a dire entouré ici du coeur, ici de tel ou tel organe, etc.
Cette stéréotypie de la géométrie des conditions aux bords imposée par les organes voisins
est tout a fait susceptible de rendre compte de la stéréotypie des premiers branchements,
puisqu’un creux dans le bord extérieur du par exemple au coeur forcera une distance plus
petite ou une courbure plus grande, ce qui aura pour effet d’augmenter le gradient et
de forcer 'apparition systématique d’une branche. Ce raisonnement étendu a tout le pri-
mordium pourrait suffire a expliquer la stéréotypie observée. En revanche, les générations
suivantes sont de moins en moins stéréotypées, puisque 1’organe dans son entier est fruit
d’une instabilité, par définition extrémement sensible aux conditions aux bords et aux
conditions initiales. Nos simulations en sont un bon exemple puisque numériquement nous
résolvons deux croissances par simulation (deux arbres symétriquement opposée pour que
la géométrie soit close). Si I'on compare la croissance de deux arbres ainsi formés (avec
les mémes parametres), on constate que le bruit numérique suffit & rendre les arbres

légerement différents (Fig. 6.5).

Fig. 6.5 — Les deux résultats de la méme simulation. On note de
légeres différences dues au bruit numérique.

La différenciation le long des bronches en cellules musculaires souleve aussi des ques-

tions intéressantes. On aurait pu penser au premier abord que cette différenciation pro-
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voquait un arrét de la croissance, comme on 'avait imaginé dans 1’expérience d’injection
du premier chapitre. Mais notre modele montre que la croissance s’arréte spontanément
entre les branches et sur les cotés de celles-ci, a fortior: si la réponse en croissance a un
seuil ou un démarrage lent. Aussi, on peut se demander si ce n’est pas plutot I'arrét de la
croissance, et la non-réception de FGF10 qui induit la différenciation, qui ne surviendrait
alors qu’apres. Il semble alors que la différenciation, contrairement a notre hypothese du
premier chapitre, n’a pas de role morphogene. Une possibilité est néanmoins qu’elle soit
responsable d'un seuil dans la réponse en croissance, la réception d’une trop faible quan-

tité de FGF10 entrainant la différenciation, empéchant alors la croissance pour des faibles
flux de FGF.

6.2.3 Les limites du modéle

Dans cette partie nous souhaitons soulever quelques unes des limites de notre modele,
ainsi que les améliorations éventuelles qui pourraient y étre apportées.

Pour commencer, le modele est principalement basé sur le couple FGF10/SHH, et nous
avons ajouté qualitativement une saturation de la réponse en croissance pouvant corres-
pondre a 'action de Sprouty2. Comme nous ’avons fait pour ce dernier, on peut imaginer
étudier I'influence de tel ou tel acteur en modifiant de fagon pertinente la réponse en
croissance. En effet, d’autres protéines provoquent la croissance, inhibent I’expression de
Fgf10, etc. Une possibilité envisageable est de construire expérimentalement une réponse
en croissance. En imageant in vivo le flux de FGF, de fagon directe par immunohisto-
chimie sur FGF10 ou indirecte par in situ de Sprouty2, et en mesurant la croissance, on
pourrait associer a un flux un déplacement, et ainsi construire point par point une réponse
en croissance expérimentale. On peut aussi imaginer construire la réponse en croissance
de mutants, pour tester I'influence des délétions directement sur la réponse en croissance.

A propos de I'écriture du modele, il pourrait étre intéressant d’écrire de maniere plus
rigoureuse la croissance du bord extérieur, par exemple en additionnant réellement deux
termes, I'un du a la croissance épithéliale, I'autre a la croissance mésenchymateuse. Pour
cela, il faudrait pouvoir calculer un champ de croissance dans le mésenchyme, ce qui
peut se faire par exemple en calculant un champ de diffusion de SHH, puisque celui-ci
provoque la prolifération du mésenchyme, et calculer un déplacement en chaque point du
mésenchyme, et pas seulement pour les deux interfaces.

Le modele étant purement géométrique, nous ne résolvons pas la mécanique des tissus
cellulaires en croissance. Pour commencer, la croissance de ’épithélium est tangentielle,
or nous avons écrit une croissance normale. De fait, la croissance tangentielle entraine

une croissance normale mais la maniere dont cette croissance tangentielle est transformée
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en croissance normale dépend de la mécanique de I’épithélium et de la rhéologie du mi-
lieu. Pour faire les choses rigoureusement il faudrait donc résoudre la mécanique dans le
mésenchyme en introduisant une loi de rhéologie. Cela rejoint le point précédent, puisque
cela menerait a calculer un déplacement en chaque point et non pas seulement aux inter-
faces.

A propos de la mécanique, plusieurs indices montrent que la forme finale est le résultat
d’interactions complexes a des niveaux physiques différents. Nous avons considéré le pre-
mier ordre, basé sur la géométrie et la diffusion, sans contrainte mécanique. Nous venons
de soulever la question de la mécanique qu’il faudrait résoudre pour écrire avec rigueur la
croissance en chaque point. Nous avons aussi évoqué le role de la pression. En fait, ce role
semble étre majeur, puisque I'augmentation de la surpression dans le lumen par occlusion
de la trachée change aussi les propriétés de 'arbre [71]. On peut quand méme souligner
que la pression, qui est la trace du tenseur des contraintes, vérifie elle aussi au premier
ordre (pour les fluides simples) 1’équation de Laplace, ce qui rend son role assez proche de
notre calcul ou le champ laplacien est diffusif. Pour finir, la forme dans toute sa complexité
est le résultat de 'action convoluée de la croissance associée a FGF10, mais aussi de la
mécanique et de la rhéologie du tissu, de la surpression, etc, qui ne sont pas nécéssairement
de simples pré-facteurs a notre croissance modele, mais peuvent éventuellement modifier
qualitativement la géométrie de I'arbre.

Un dernier point tres important est que notre modélisation est en deux dimensions,
alors qu'un poumon pousse bien str en trois dimensions. La modélisation statique en
trois dimensions de ’expression des genes effectuée au chapitre 3 a montré un bon accord
qualitatif, ce qui semble indiquer qu’il n'y a pas de changement de régime entre deux
et trois dimensions. Néanmoins, pouvoir faire les mémes simulations de croissance a trois
dimensions pourrait étre tres intéressant et permettre d’assurer que notre travail pour deux
dimensions garde son sens a trois dimensions. Des simulations numériques sont en cours
d’élaboration et les premiers résultats montrent que les mécanismes impliqués sont les
mémes. Notamment, on retrouve I’émergence des principales caractéristiques géométriques

du poumon (Fig. 6.6).

6.2.4 Portée des résultats

Nous avons développé un scénario complet de la morphogenese embryonnaire du pou-
mon chez les mammiferes. Notre modele était basé sur des observations expérimentales de
la biologie du développement. La premiere chose que nous avons testé était sa cohérence
face aux observations expérimentales, ce qui nous a permis d’expliquer de fagon simple

et intuitive 'expression de Sprouty2 ou Sonic Hedgehog a partir de l'expression dans
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S888 4

Fig. 6.6 — Images extraites d’une simulation basée sur le méme
modéle, mais a trois dimensions.

le mésenchyme distal de Fgfi0. Nous avons ensuite construit un modele de croissance
basé sur cette expression, et nous avons vu ’émergence spontanée des traits frappants du
poumon embryonnaire (Fig. 6.7). Nous avons ensuite fait un calcul local pour décrire le
comportement du bout d’une branche, et nous avons pu introduire les outils théoriques
permettant d’expliquer la distance caractéristique observée entre le bout des bronches
et la plevre. Enfin une expérience de digitation visqueuse reprenant les ingrédients du
modele a montré I'émergence des traits frappants du poumon dans un systeme purement

physique.
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Fig. 6.7 — En haut, un branchement issu d’une simulation numérique.
Comme dans lexpérience (en bas, tiré de [08], on observe bien un
étalement du bourgeon avant la séparation en deux branches filles.

La modification des propriétés de la réponse en croissance a mené a des changements
des propriétés géométriques moyennes de I'arbre formé, sans empécher ’apparition tres ro-

buste des traits frappants. Cette observation montre le caractere tres universel du modele :
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la réponse en croissance differe certainement d’une espece a ’autre, mais le modele est po-
tentiellement capable de reproduire n’importe quelle réponse en croissance et peut s’avérer
généralement valide. Par ailleurs cette plasticité des propriétés géométriques moyennes est
tres intéressante d’un point de vue évolutif : on comprend aisément 1’évolution de 1’or-
gane par sélection naturelle, par le biais de modifications fortuites de ce que nous avons
appelé la réponse en croissance. D’autre part, si I'altération des propriétés statistiques de
I’arbre ne constitue pas une catastrophe géométrique au sens qu’il n’y a pas disparition
des traits frappants, il est important de noter qu’elle peut engendrer une catastrophe bio-
logique puisque 'organe et les tissus a oxygéner ont co-évolué relativement a une certaine
géométrie moyenne. Comme écrit Weibel : ”Le bon fonctionnement du poumon dépend
de multiples facteurs structuraux qui doivent tous étre bien ajustés les uns aux autres.
Leur proportion doit étre juste.” [73]. Néanmoins, la sensibilité dramatique du vivant aux
détails structurels ne doit pas occulter la robustesse du mécanisme global.

Un point crucial de notre modele est d’avoir montré le role central de la géométrie des
bords. Comme on a vu, les champs d’expression et donc les flux diffusifs sont uniquement
fonction de la géométrie des bords. Pour prédire le niveau d’expression de Fgf10 pour une
cellule donnée du mésenchyme, ot la quantité de FGF10 recue pour une cellule épithéliale,
tout ce qu’on a besoin de connaitre est la géométrie des bords, et les coordonnées de la
cellule. Or, ce sont justement ces flux qui engendrent la croissance des bords, ce qui en
retour modifie les champs et les flux, etc. Cette boucle constitue finalement une sorte
d’auto-régulation de la géométrie de la croissance par la géométrie elle-méme. Cette auto-
régulation géométrique est un concept théorique puissant et lui aussi universel, qui permet
d’envisager le développement sous un nouvel angle, celui d'une forme auto-régulée.

Une partie conséquente de la littérature sur la morphogenese fait état de l'effet de la
délétion de telle ou telle protéine sur le phénotype, menant a des résultats du type "X ou
Y contréle la morphogenese arborescente”. Une telle terminologie peut étre dangereuse
au sens ou elle est susceptible d’occulter le mécanisme profond responsable du patterning.
Il semblerait peut étre plus adéquat de parler d’influence plutot que de controle : il est en
effet crucial de distinguer les détails du mécanisme morphogene. Dans le cadre de notre
modele, on comprend bien que la délétion d’une protéine peut avoir impact sur la réponse
en croissance et comme on l'a vu sur les détails de la forme, sans pour autant étre un
élément responsable de ’émergence de traits frappants.

Le gap géométrique entre un organe non-branché, a l'instar des premiers appareils
respiratoires aériens, et un organe arborescent comme le poumon des mammiferes, parait
colossal et surtout constitue une évolution importante du point de vue fonctionnel. Malgré

tout, notre travail a montré que ce saut géométrique releve de modifications minimes du
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point de vue purement matériel. La transition de la poche uni-cavitaire a un organe
arborisé semble ne pas étre un continuum, et il semble y avoir un changement brutal de
régime a partir du moment ou la production du facteur de croissance est cantonnée au
mésenchyme distal.

Nos résultats montrant que 'expression distale du facteur de croissance suffit a créér
I’arborescence prennent tout leur sens a un moment se développe une certaine recherche
de généralité dans les mécanismes de morphogenese. En témoigne par exemple une récente
revue sur les mécanismes moléculaires communs a la formation de différents organes ar-
borescents [74]. 11 sort de cette étude que la formation de tous ces organes repose sur la
combinaison de deux chemins de signalisation, I'un supposé induire le branchement, I'autre
supposé l'inhiber, a 'instar du couple FGF/SHH. Cette recherche de généralité est tres
souhaitable, et met le doigt sur I'importance du couple, et de I'inhibition du facteur de
croissance pres de I’épithélium, qui est 1’élément crucial. En revanche nous remettons en
cause les interprétations, par exemple le fait que FGF promeuve le branchement, ou que
SHH l'inhibe.

En effet, notre travail propose un cadre théorique général pour la naissance des organes
arborisés, grace auquel nous avons pu montrer que le branchement n’est pas promu par
un gene, mais ou il est le fruit de la géométrie dans laquelle ce gene fait croitre. Notre
travail semble ainsi montrer, dans le cas du poumon du moins, qu’aucun gene ne porte
I'information du branchement, qu’aucun gene ne porte 'information de la non-pénétration,
qu’aucun gene ne porte l'information du rapport d’homothétie, etc. Plus généralement,
dire que le gene ne porte pas I'information de la forme ne veut bien sur pas dire qu’en le
supprimant, la forme sera la méme. Le point clef est que c’est la géométrie dans laquelle
ce gene et la protéine agissent qui est responsable de la croissance inhomogene et donc

morphogene, et qui détermine ’évolution méme de la géométrie, et donc la forme.
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Conclusion et perspectives

Dans ce travail de these nous souhaitions avant tout nous intéresser aux mécanismes
de morphogenese. En introduction, nous avons évoqué le fait qu’on pouvait envisager, et
de facon tres générale, la forme au sens géométrique comme un état vers lequel un systeme
converge dans le cadre de regles d’interactions des différentes parties du systeme.

Cette considération nous a permis de disposer d'un cadre épistémologique pertinent
pour étudier I’émergence de formes dans des systemes différents. Plus précisément, il s’agis-
sait de comprendre quelles parties et quelles interactions du systeme étaient nécessaires
pour observer I’émergence des traits frappants de la forme finale. Cette démarche finale-
ment tres simple et tres universelle rend aussi possible, de fagon subsidiaire, de déterminer
quels éléments d’'un systeme sont entre guillemets de second ordre. Par second ordre, nous
entendons qu’ils jouent certainement un role dans la forme finale, mais ne sont pas res-
ponsables de 'apparition des traits frappants que I'on cherche a comprendre.

Une image un petit peu simpliste serait 1’étude a posteriori de la morphogenese d une
sculpture. Si I'on regarde une sculpture en tant que spectateur, et que 1'on souhaite
comprendre a posteriori comment cette forme est née a partir de terre, d’eau et d'un
sculpteur, il faut distinguer la physique et la chimie des liaisons de 'action du sculpteur.
La physique et la chimie des liaisons, bien que nécessaires a la réalisation méme de 1’'oeuvre,
ne participent pas a son émergence, et sont donc de second ordre. Pour aller plus loin, les
détails de la main du sculpteur auraient une influence de troisieme ordre. Au contraire,
I’action du sculpteur est le vrai mécanisme morphogene, responsable des traits frappants
de I'oeuvre dont on souhaite comprendre 1’origine. Néanmoins les éléments de second ordre

auront quand méme une influence importante sur la forme finale.

En commencant sur une tentative trop naive de reproduction purement physique de
certains traits de la croissance pulmonaire, nous avons été amenés a étudier la crois-
sance de précipité a la Leduc. Nous avons ainsi vu comment, dans une certaine gamme
de parametres, 'interface précipitée entre deux liquides pouvait spontanément croitre en

tubes poussant par leur milieu, ce qui constituait un ”trait frappant” de la morpholo-
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gie de l'interface précipitée tout a fait non-trivial. Nous avons vu que la section de ces
tubes ne dépendait pas des parametres de ’expérience mais des détails géométriques et
mécaniques locaux du précipité au niveau de la rupture, mais que sa vitesse de croissance
était déterminée par le taux de réaction entre le silicate de sodium et le sulfate de fer.
Cette derniere mesure nous a finalement permis d’établir le mécanisme morphogene res-
ponsable du trait frappant : lors de la rupture du précipité, la silice se dépose également
de part et d’autre de la rupture, ce qui a pour conséquence de faire pousser un tube de

part et d’autre de celle-ci, d’autant plus vite que la réaction est forte.

Dans le cas de la croissance du poumon, nous avons pu montrer que les traits frappants
de la géométrie de l'organe dont nous souhaitions établir I'origine étaient le fait de la
synthese localisée de FGF10 dans le mésenchyme distal, qui permettait sa diffusion dans
une topologie (un épithélium dans le mésenchyme) imposant un flux plus important sur les
parties de I’épithélium plus courbées ou plus proches. Nous avons vu en détail comment cet
état des choses impliquait le branchement de I’épithélium, la non-pénétration des bronches,
et I'établissement d'une distance caractéristique entre la partie distale des bronches et la
paroi extérieure. Dans une expérience purement physique basée sur les conclusions de notre
étude, nous avons pu observer I’émergence des meéme caractéristiques géométriques. Enfin
I’approche que nous avons eu nous a aussi permis de comprendre dans quelle mesure les
éléments de second ordre jouaient un role : nous avons vu comment en modifiant certains
de ces parametres par le biais des fonctions de croissance, les traits frappants étaient
conservés mais leur propriétés statistiques modifiées, comme la taille des bronches ou la

distance au mésothélium.

Cette approche donne un cadre théorique fort pour envisager la forme d’un point de
vue évolutif, puisqu’on voit qu’un mécanisme tres simple peut donner naissance a un
patron morphologique tres robuste, mais dont les propriétés statistiques sont modifiées
si les détails des regles d’interaction changent; comme dans notre travail, par exemple
en introduisant un seuil ou une régulation négative. Or ces propriétés statistiques sont
tres précisément ce qui permet, a partir du patron, de caractériser les contributeurs a
efficacité fonctionnelle d’un organe, comme le montrent de nombreux travaux notamment
sur le poumon [22, 26], par exemple la résistance hydrodynamique ou tout simplement
le rapport surface-volume. On comprend alors simplement comment le détail des regles
d’interaction et par conséquent les propriétés statistiques sont a posteriori ajustées par
la sélection naturelle, augmentant dans un environnement donné l'efficacité fonctionnelle
de la forme, c’est a dire réduisant I’énergie nécessaire a assumer la méme fonction, ou de

facon analogue en remplissant mieux sa fonction pour une méme énergie dépensée.
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Nous avons déja évoqué les perspectives de ce travail en conclusions des différentes
parties, et aussi évoqué les limites techniques des modeles que nous avons développés, et
les améliorations envisageables. Pour conclure ce manuscrit, on peut s’interroger sur les
perspectives plus fondamentales d’un travail de ce genre, a l'interface entre la physique,
la géométrie et la biologie de développement, dans le contexte actuel.

Une premiere chose serait de réussir a mieux faire le pont entre le mécanisme, les pro-
priétés statistiques et l'efficacité fonctionnelle. En d’autres termes, une fois comprise I'ap-
parition de traits frappants, pouvoir prédire leur morphologie en intégrant plus de détails
a la modélisation. L’apport serait important puisqu’il permettrait notamment un passage
de quelque chose de fondamental mais d’assez qualitatif a quelque chose de plus quanti-
tatif. Or, comme le discute le mathématicien René Thom dans son livre "Prédire n’est
pas expliquer” [75], c’est seulement dans un cadre théorique permettant la compréhension
qualitative poussée du systeme que I’on souhaite observer, qu'une étude quantitative peut
permettre un apport fondamental.

Une seconde chose serait de généraliser cette approche a d’autres organes, a d’autres
systemes vivants. Un des enjeux actuels de la biologie du développement pourrait étre
d’envisager le vivant comme un systeme auto-organisé, dans lequel les genes jouent un
role central, mais comme des constituants élémentaires agissant selon un certain protocole
avec la matiere composant 1’organisme, pas comme un livre dans lequel on peut lire le
destin d’une cellule ou la formation d’un organe, ou d’'un individu. Si ’étude de ’action
spécifique des genes permet de comprendre beaucoup, le récent séquencage du génome
de nombreux étres vivants, dont I’homme, a montré que le code génétique n’était pas un
manuel dans lequel on pouvait trouver toutes les réponses aux questions que le vivant
posait.

Pour finir en revenant sur le statut du gene dans le développement, ce travail et
bien d’autres semblent montrer qu’il pourrait étre pertinent de considérer le gene et son
expression comme des objets et événements ayant une action spécifique sur les objets
biologiques étudiés, mais néanmoins soumis comme tout objet physique a des contraintes
spatiales et temporelles liées a la géométrie du développement embryonnaire. Cette these
en est finalement un exemple puisque les résultats présentés proviennent de considérations
géométriques et de diffusion élémentaires couplées a des résultats expérimentaux de la
littérature établissant 'action spécifique de tel ou tel gene. Il est en effet possible que
I’aspect spatio-temporel des interactions, sans doute central, soit trop souvent mis de
coté dans I'étude des voies de signalisation impliquées dans le développement. Les regles
d’interaction entre différents éléments d’un systeme, celles la méme que nous avons essayé

de placer au centre des mécanismes morphogenes, sous-tendent une portée d’interaction,
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des temps d’interaction, en bref un contexte spatio-temporel qui pourrait étre déterminant

pour la forme émergente.
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Annexe A

Calcul local au bout d’une bronche
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A.1 Principe du calcul

Le but du calcul est de décrire le comportement local d’'une bronche de courbure R;,;
faisant face a la paroi externe du mésenchyme, de courbure locale R.,;. L’épithélium et
la paroi externe sont séparés d’une distance d par le mésenchyme pulmonaire (Fig. A.1).
L’idée est d’abord de calculer entre les deux interfaces un champ ¢(x,y) de concentration
en FGF10, satisfaisant 1’équation de Laplace, VZ¢ = 0.

Pour ce faire, on souhaite calculer 'expression du champ laplacien entre deux cercles
(la pointe de la bronche et la paroi extérieure). Ensuite, on souhaite calculer le gradient de
ce champ sur chaque interface et écrire, comme dans le modele numérique, la croissance
de l'interface comme une fonction du gradient Ve, pour avoir une idée de la dynamique
locale des interfaces a l’endroit considéré. Par exemple, pour obtenir d(Rmt, Reyt,d) ou
d est la distance séparant les deux interfaces, et ou R;,; et R. les rayons des cercles
intérieur et extérieur. L’équation de Laplace se résout facilement lorsque 1'excentricité e

est nulle, c’est a dire si les deux cercles sont concentriques. Dans ce cas, I’équation est :
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épithélium

plévre

Fig. A.1 — Géométrie du probleme. En bleu : zone d’intérét, corres-
pondant a la pointe d’une bronche. A droite, 0; et 0, représentent res-
pectivement les angles liés au centre des cercles intérieur et extérieur.

P 1o _
orz  ror

et la solution s’écrit ¢(r) = Aln(r) + B. En imposant les conditions aux limites, a

0, (A1)

savoir que ¢ est nulle au niveau de I’épithélium (cercle intérieur) et vaut dc sur la paroi

extérieure, on obtient :

dc
= — 1 R, A2
C(T) ln(Rezt/Rint) H(T/ t) ( )
Le gradient de concentration s’écrit alors :
oc 1
= A3
VC<T) ln(Remt/Rint) r ( )

Pour traiter d’une situation plus générale dans laquelle les deux arcs de cercles ne sont
pas concentriques, il faut pouvoir calculer le champ entre deux cercles non-concentriques.
Pour ¢a on fait intervenir une transformation conforme faisant passer de la géométrie
décentrée a la géométrie centrée, comme le montre la figure A.2, ce qui permettra d’ex-

porter la solution centrée dans la nouvelle géométrie.
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_‘;

Fig. A.2 — Transformation conforme

A.2 Transformation conforme

A.2.1 Principe

Les transformations conformes sont des transformations d’un domaine du plan dans
le plan qui conservent les angles. Le principe est d’associer a chaque point du plan (coor-
données (z,y)) le complexe z = z + iy, auquel on fait correspondre le point transformé
2z = w(z). La transformation est conforme si la fonction u est analytique. On utilise
souvent ces transformations pour résoudre analytiquement des équations aux dérivées
partielles dans des géométries dans lesquelles on ne sait pas résoudre directement. On
calcule alors la solution s(z) dans une géométrie simple, on cherche une transformation
conforme u(z) faisant correspondre les bords de la géométrie recherchée aux bords de la
géométrie simple, et on exporte la solution s(z) dans la géométrie recherchée, solution
qui s’écrit sa(2) = s(u(z)). Dans notre cas, nous avons résolu notre probleme laplacien
entre deux cercles concentriques (Eq. A.2), et nous cherchons a le résoudre entre deux
cercles non-concentriques. Une transformation conforme permettant de passer de deux
cercles non-concentriques a deux cercles concentriques (et son inverse) peut s’écrire sous
la forme :

z—0
u(z) = T 0 (A.4)

avec z = x + iy. Cette transformation (Eq. A.4) laisse inchangé le cercle de rayon 1.
Or, dans notre cas, on veut laisser inchangé le cercle de rayon R..; et envoyer le cercle
décentré (d’excentricité e) de rayon Ry, sur le cercle centré de rayon R. On adoptera donc

la transformation suivante :
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Rgac (Z - b)
ulE) =

ext

(A.5)

Celle ci envoie bien le cercle de rayon R,,; sur lui méme. Restent a déterminer le rayon
R et le paramere b tels que le cercle décentré d’excentricité e et de rayon R;,; soit envoyé
sur le cercle centré de rayon R. La solution centrée étant donnée par I’équation A.2, on

aura la solution exacte entre deux cercles non-concentriques :

oc

c(r) = MIH(HU(Z)H/R) (A.6)

A.2.2 Détermination de [|u(z)||, b, et R, et solution compléte

On a:

_ RZ,(z—b)  RZ,(x—b+iy)

— ext — ext A
U = e s TR e iy (A7)
Apres simplifications adéquates, le module de u(z) peut s’écrire :
—b 2 2
Ju())? = Ry Dt (A8

“H(RZ, — bx)? + (by)?
On considére maintenant le cercle de rayon R défini par ||u(z)]|* = R?. Si la transfor-

mation u agit comme on 'attend, cette équation doit pouvoir se réécrire sous la forme :

(x —z)? +y° = p° (A.9)

En identifiant alors p a R;,; et x. a e, on obtiendra les équations permettant d’établir

les expressions de b et R en fonction de Ry, R;n: et e. On a pour l'instant :

(x —b)* + 4

R?* =R} A.10
R~ b + ()7 (410
ce qui peut se réécrire, apres quelques opérations adéquates :
bR2 (B2 — R\ o (RR2 (R, —V)\°
_ exr exr — exr exr A'll
(=) = (R A

Il s’agit bien ’équation d’un cercle. En identifiant comme expliqué plus haut, c’est a

dire en écrivant :

szxt(Rgzt B RQ) RRzzt<R3xt — b2)
e = R e et Ry = 2 g (A.12)

ext ext
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on obtient le systeme suivant, qui permet d’obtenir R et b en fonction de e, R;,; et

Remt :

eR*

ext

— eb?R* + bR2,R* — bR* , =0
(A.13)
RimR, — Ryyb®R? — RR*,, + B’ RR2,, = 0,

ext —

qui mene aisément a :

1
b= ((Rim R}, +¢€%) i\/ (RZ,, — R%, +€2)? — (26Rm)2),

(A.14)
R Rﬁxt(b )
b(R2,, — eb)

ert

Tous les éléments sont réunis pour écrire la solution complete du champ laplacien
entre deux cercles non concentriques. En utilisant les résultats obtenus pour b, R, et
|u(z,y)||, et en remplacant dans I'equation A.6, on arrive, moyennant un peu de réécriture,

a I’expression suivante :

oz, y) = b¢ (1 +aln (Rﬁm = (x__b[;);iyfbyy)) , (A.15)

ext

avec

1
b= o (= B ) (R~ B2 2 = e, (A.16)

A.3 Calcul du gradient et réécriture du probleme

et

A.3.1 Gradient du champ

On a montré que le champ laplacien entre deux cercles non-concentriques pouvait étre
calculé exactement moyennant une transformation conforme et quelques efforts d’écriture.
Son expression est donnée par I’équation A.15. Pour comprendre ce qui se passe dans notre
modele de croissance, on doit s’intéresser au gradient de concentration au niveau des deux

interfaces, puisque le flux de FGF10 est directement proportionnel a Ve. Pour y avoir acces
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il faut commencer par calculer le gradient du champ en chaque point (x, y) entre les deux

cercles. Celui-ci s’écrit :

Vel = Ve = \/ (X)) (2w (A15)

Apres avoir calculé dc/dx et de/dy, on peut montrer que 1'expression du gradient peut

se simplifier jusqu’a obtenir :

92 2 _ 12
Ve = 0c( Ry, — V') (A.19)

VIR, —b2)? + (by)?][(x — b)? + 7]

A.3.2 Réécriture

On a maintenant I’expression exacte du gradient du champ en chaque point entre les
deux cercles. Ce qui nous intéresse, c’est d’écrire le gradient le long des deux interfaces, en
particulier au bout de la bronche (cercle intérieur) et sur la paroi externe lui faisant face
(cerce extérieur). Il serait donc astucieux, pour chacun des deux cercles, d’écrire le gradient
en coordonnées polaires, respectivement dans les reperes (1., 0.) et (r;,0;), centrés sur le
centre des cercles extérieur et intérieur respectivement. Il serait ainsi possible d’écrire le
gradient sur 1’épithélium en fonction de 6; seulement, et le gradient sur la paroi extérieure
en fonction de 6, seulement.

Dans le repere (4, 6;) 1ié au centre du cercle intérieur, Ve s’écrit :

VC(’l“i, 91) =
2a6c(R%,, — V?) (A.20)

VIRZ, — b(r;cos 0; + €)) + (brysin 0;)2][(r; cos 0; — b+ €)? + r2sin® 0]

ext

et donc, sur l'interface elle-méme, c’est a dire pour r; = Ry, on a :

De méme, dans le repere (Rey,0.) lié au centre du cercle extérieur, Ve peut s’écrire :

Ve(re, b)) =
—b?) (A.22)

)

20¢(R?

ext

V2 + b2 — 2br, cos 0[R2, (R2,, + b — 2br. cos 0,.) — b2(R2,, — r2)]

ext

et donc, sur l'interface elle-méme, c’est a dire pour Rey; = Rept, On a :
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Vee(0.) = Ve(re = Regt, 6e) (A.23)

On s’intéresse au comportement local des interfaces pres du bout des bronches, c’est
a dire pour 6; et 0. petits. Il est donc justifié d’écrire ces deux gradients comme des
développements limités autour de # = 0 pour la suite du calcul. On obtient alors, avec «;,

Qe, B, et B. tous positifs :

vci<9i> =04 — 51;912

(A.24)
Vce(ee) = Qe — Beega

avec

200¢(R2,, — b?)

A.25
(Rint —b + 6)(Rzmt — met — be)’ ( )

oy =

) _ 2 L 2 ) o 2(pP2
51’ - q Rznt(b 6) (Re;pt met be) +2szmf(Rzmg b + 6) (Rezt b@) ’ (A26)
2(Rznt —b+ 6)2<Rext — bRint — b€)2

200¢(Rezy + b)
Qe = , A.27
Re:ct(Rea:t - b) ( )
bRe:ct
= Qg A.28

A.4 Intégration de la croissance

A.4.1 Préliminaires

On a écrit le gradient de concentration, qui donne le flux de FGF10, le long des
interfaces autour du bout d’une bronche. On veut maintenant introduire la croissance des
deux interfaces pour avoir une idée de la dynamique locale des rayons de courbure et de
la distance entre les interfaces. Comme dans le modele numérique, on introduit la réponse

en croissance comme des fonctions du gradient local :

u;(0;) = fi(Ve)
uc(0e) = fo(Vee)

Les fonctions f;,; et feut, comme dans le modele numérique, peuvent contenir les

(A.29)

contributions aussi bien physiques que biologiques du milieu environnant et les propriétés
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des tissus considérés. On ne fera aucune supposition a prior: sur la forme de ces fonctions.

¢ R.(0,)

tempst temps t+dt

Fig. A.3 - Situation a linstant t (en noir) et t + dt (en rouge). c.
et ¢; représentent les centres des cercles extérieur et intérieur, e, et e;
leur déplacement respectif entre t et t 4 dt.

On veut pouvoir écrire localement comment varient dans le temps les rayons de cour-
bures et la distance entre interfaces au bout d'un doigt. Si a l'instant ¢, la courbure
épithéliale vaut R;,, la courbure de la paroi externe vaut R..., et la distance entre les deux
vaut d, et si I’on connait les fonctions de réponse en croissance des interfaces, on doit pou-
voir prédire I’évolution des trois grandeurs R;,;, Rezt, et d. Cependant, comme la croissance
dépend de 6, apres un instant on aura les deux interfaces décrites par Ry, (6;) et Rex(0e)
dans le repere lié aux centres des deux cercles initiaux. En faisant un développement limité

autour de # = 0, on aura :
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o ) (A.30)
Rept(t + dt, 0.) = a. + b.6?

Dans le repere 1ié a un point d’excentricité e (Fig. A.4), on peut montrer que le "rayon”

R(0) d’un cercle s’écrit :

\/R2 — e2sin*(0) + e cos(0) (A.31)

R(0)

Fig. A.4 — Dans le repére lié a un point d’excentricité e, le cercle est
décrit par R(0).

Si on considere notre probléme, représenté sur la figure A.3, on a alors au temps t+dt :

Ry, R2 ., — e2sin(6;) + e; cos(b);
t \/ int i ( ) ( ) (A32>
Rewt(0e) = v/ R2,, — e2sin*(0,) + e, cos(0,)
Un développement autour de 8 = 0 donne :
Rint(0:) = (Rins + €;) — 59— (Rint + €;) 0
0) = (R €3) — i (Rie ) s

Remt(06> = (Rezt + ee) - #eezt (Rezt + ee) 02

En écrivant la croissance, on obtiendra les a., a;, b, et b;, et on pourra identifier comme

suit :
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— _ € ) )

ce qui donne :
a?
2CLibi
a; — 2bl

€ = —

De méme, pour R, et e, :

A.4.2 Croissance

A Tinstant ¢ + dt, on a :

Repi(t + dt,0.) = Regi(t) + fe(Vee) dt

Or on a écrit les gradients sous la forme :

Vei(0:) = a; — (67
Vee(0e) = a. — B.67

En développant les f; et f. autour des a; et a., on obtient :

Rint(t + dt, 0;) = Rine(t) + fi(ow) dt — Bif' (o) dt 67
Remt(t + dt; 06) - Rezt(t) + fe(ae> dt - ﬂef,(ae) dt 92

En identifiant comme prévu, on peut donc écrire :

a; = Rine(t) + fiay) dt
by = —Bif () dt,
et

Ae = Rea:t(t) + fe(ae) dt
be = _56.]0/(056) dt

(A.34)

(A.35)

(A.36)

(A.37)

(A.38)

(A.39)

(A.40)

(A.41)
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A.4 Intégration de la croissance

Et on peut donc avoir les ”vrais” rayons a t + dt grace aux équations A.35 et A.36,
p y

qui menent au résultat suivant :

Rine(t + dt) = Rine(t) + (fi(cu) — 28:f"(cw)) dt (A.42)
R

ezt(t + dt) - emt(t) + (fe(ae) - Z/Bef/(ae» dt,

et enfin :
Rm = filaw) = 2B, f' (i
b = i) ~ 26/ (0) )
Rezt = fe(OCe) - Qﬁef/(ae)a
avec le point qui traduit une dérivée temporelle (A = %) La variation de distance
entre les deux interfaces, d, pour # = 0, s’écrit simplement :
d == fe(ae) — fl<041) (A44)

On a donc maintenant un systeme dynamique complet reliant 1’évolution de nos trois

parametres dans le temps :

Rine = filaw) — 2Bifi(ew)
Reat = fe(ae) — 2B. (o) (A.45)
d = fo(ac) = fila)

Pour rappel, les « et [ sont les premiers termes des développements limités autour de

0 = 0 des gradients sur chaque interface, et sont des fonctions non triviales de R;,;, Rezt,
et d.
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Annexe B

Morphogenese dans une goutte de

bicarbonate de soude

B.1 Expériences

Dans cette partie nous allons présenter des pré-expériences de cristallisation. Il s’agit
en fait de regarder les motifs naissant suite au séchage d’une goutte de bicarbonate de
sodium, celui-la méme supposé posséder des vertus aussi variées que calmer les maux
d’estomac, blanchir les dents, calmer ’eczéma ou nettoyer les dreadlocks.

Pour I'expérience, on prépare une solution saturée de bicarbonate de sodium, puis on
la dilue deux fois. A ’aide d’une seringue, on dépose une goutte d’environ un centimetre de
diametre de la solution obtenue sur une lame de verre, puis on laisse la solution s’évaporer.
Comme seule I'eau s’évapore, la concentration en bicarbonate de sodium augmente, et a
un moment donné celui-ci se retrouve en exces, et cristallise. On observe donc les motifs de
cristallisation du bicarbonate de sodium. Les conditions d’expérience sont peu controlées
au sens ou 'humidité et la température, qui jouent certainement un role prépondérant, ne
sont pas controlées. Le temps d’évaporation avant que la cristallisation ait lieu est assez
variable, de une a quelques heures. En revanche, la cristallisation a proprement parler se

fait tres rapidement, en une ou deux minutes.

B.2 Photos et questions

Les photos qui suivent, prises au microscope en fin d’expérience, sont les seuls
"résultats” présentés dans cette partie, puisqu’aucune analyse des données n’a été en-
treprise. Elles révelent la croissance de motifs tres diversifiés. La nucléation de la cristalli-
sation a souvent lieu au bord ; une explication paraissant raisonnable pourrait étre le fait
que la lame de verre n’est pas tout a fait horizontale, ce qui fait que la goutte est plus

fine d’un coté, facilitant localement ’évaporation. Cependant la nucléation prend parfois
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place simultanément en plusieurs points de la goutte, peut étre sur des aspérités ou des

impuretés présentes sur la lame de verre.

Fig. B.1

Le fait que, pour des préparations similaires de ’expérience, les motifs soient différents
d’une goutte a l'autre, révele I'importance probable de I’humidité et de la température. Les
trois premieres images montrent les résultats de trois expériences, choisies pour illustrer
la présence de différents régimes. La figure B.1 montre un régime de nucléation dans
toute la goutte d’étoiles arborescentes, et pour laquelle la cristallisation a commencé a
droite. La figure B.2 montre un régime intermédiaire ou les ”étoiles” sont présentes mais
accompagnées de fougeres. Sur la figure B.3, c’est un régime de fougeres qui domine
largement, méme si quelques étoiles se sont formées sur les bords de la goutte.

Les figures B.4 a B.7 sont des gros plans sur des régions ou coexistent les deux régimes,
et aussi des régimes spatialement ”transitoires” évoquant des chapelets d’éventails (B.4,
B.6).

La figure B.8 est un gros plan sur le régime en étoiles, qui ressemble a des cas connus
de cristallisation arborescente, tandis que les figures B.9 et B.10 présentent des détails du
régime de fougeres.

Il est difficile de tirer des conclusions de ces résultats, si ce n’est que les différents

régimes donnent envie d’en savoir plus. On pourrait imaginer pour commencer faire des
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Fig. B./4

Fig. B.5
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Fig. B.6

Fig. B.7
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Fig. B.8

expériences ou I’humidité et la température sont controlées, pour comprendre dans quelle
conditions tel ou tel régime est favorisé, et aussi faire des films de la cristallisation.

La petite difficulté expérimentale si 'on veut filmer a la caméra rapide par exemple
est d’attraper le bon moment puisque la cristallisation ne prend que tres peu de temps sur
un temps total assez long. Les films que nous avons réalisés en prenant une photo toutes
les quelques secondes sont insuffisants pour voir en détail la dynamique de morphogenese.
De plus, I'éclairage du microscope chauffant la goutte, on observe en fait des régimes de
croissance encore différents. Il serait intéressant de filmer a une cadence beaucoup plus

élevée le moment précis de cristallisation sans altérer ’évaporation de la goutte.
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Fig. B.9

Fig. B.10
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Annexe C

Blown-air-effect et pénétration dans

un milieu granulaire
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C.1 Introduction

Ce chapitre rendant compte des résultats d’une expérience n’ayant pas du tout trait
a la morphogenese, il est traité en annexe. Il s’agit d’une expérience de pénétration en
milieu granulaire, dans laquelle on caractérise a la fois la physique de I'enfoncement et

Ieffet du piégeage d’air dans 'objet qui s’enfonce.

C.1.1 Genese de 'expérience

Il est difficile de rester trois ans dans le laboratoire de Stéphane et Sylvain sans jouer un
peu avec le sable, dont chaque placard est empli a des degrés divers, et dont chaque table

est plus ou moins couverte. C’est dans un tel moment, plus précisément en enfoncant des
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boites de thé dans des bassines de sable, qu’avec Erwan Reffet (que je remercie d’ailleurs!),
nous avons trouvé un effet surprenant qui a plus tard donné lieu aux expériences décrites
dans ce chapitre. En essayant d’enfoncer une boite cylindrique dans du sable sec, la partie
ouverte vers le bas (comme un verre retourné), l'effort a fournir semble étonnamment
faible, malgré l'air piégé dans la boite, duquel on pourrait attendre qu’il oppose une
certaine résistance. Si on perce le fond de la boite, c’est a dire si l'air n’est pas piégé
dans la boite pendant qu’elle s’enfonce, I'effort a fournir semble plus grand. La figure C.1

montre les étapes clefs d’une pré-expérience illustrant cet effet.

Fig. C.1 — En haut : la condition initiale, avec deux boites, ['une
percée, 'autre non. Colonne de gauche : lorsqu’on lache un poids sur
la boite non percée, elle s’enfonce complétement. Colonne de droite :
le méme poids ne parvient pas a enfoncer la boite percée.
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L’explication réside dans le fait que le sable piégé s’échappe par le sable, le long des
parois du cylindre, et le fluidise, ce qui facilite 'enfoncement. Les expériences faites par
la suite illustrent plus en détail cet effet baptisé ”blown-air-effect”. Je remercie beau-
coup Mehdi Ould-Hamouda et Donald Duveau qui ont réalisé une grande partie de ces
expériences lors d'un stage qu’ils ont fait au laboratoire; Sylvain avec qui nous avons
travaillé sur 'analyse des résultats et la rédaction de 'article; et Simon qui a encore une

fois prouvé son talent pour avoir des bonnes idées.

C.1.2 Milieux granulaires et pénétration

Comprendre le comportement physique du sable est, depuis les années 40 ou Bagnold
travaillait sur les dunes du Sahara, un des enjeux de la physique des systemes complexes.
En effet, il est toujours difficile de qualifier le sable, qui n’a ni un comportement vrai-
ment liquide ni un comportement vraiment solide [76]. Cela pose des difficultés assez
systématiques dans les expériences en milieu granulaire. La pénétration d’un objet dans
le sable en est un exemple typique. Beaucoup de travaux ont mis en évidence ce qu’on ap-
pelle le jamming lorsque du sable est sous contrainte [77] : un réseau de grains se dessine,
qui supporte la plus grande partie du stress appliqué au systeme (Fig. C.2). Ce genre de
systemes dépend tres fortement de la fraction volumique, et implique un grand nombre

de grains ”coordonnés”.

Fig. C.2 — Chaines de forces dans un réservoir de sable en rotation.

L’étude de la pénétration a proprement parler s’est faite principalement sur deux
fronts. D’une part, I’étude d’impacts d’objets variés sur un lit de sable, ayant souvent

comme arriere plan ’étude des crateres et des projections engendrés par des chocs avec

181



Chapitre C : Blown-air-effect et pénétration dans un milieu granulaire

des objets venant de I'espace [78, 79]. Une des idées est souvent de comprendre jusqu’ou
peut s’enfoncer un objet impactant, et il apparait que sa propre taille constitue 1'ordre
de grandeur de cette limite. D’autre part, il s’agit d’étudier les forces en jeu lors de la
pénétration a proprement parler [80, 81], pour laquelle les expériences consistent souvent a
appliquer une force contintiment sur I’objet qui s’enfonce et voir quand il s’arréte, ou alors
a mesurer la force qu’il faut pour continuer a enfoncer. Quelques travaux assez marginaux
s’attachent a décrire la pénétration de tiges pour mieux comprendre la locomotion des

crabes [82] ou des robots marcheurs [83].

Fig. C.3 — Impact, et projection d’une couronne de sable autour de la
bille impactante [78].

Dans cette partie on se propose de décrire la pénétration de cylindres creux et ac-
cessoirement de tiges, et d’analyser plus particulierement l'effet ”blown-air” décrit plus
haut.

C.1.3 Dispositif expérimental

Nous utilisons comme objets pénétrant dans le sable des cylindres creux ouverts en bas
(comme un verre retourné donc). Comme nous voulons comprendre 'effet de la présence
d’air piégé dans le cylindre, toutes les expériences sont effectuées d’une part avec un
cylindre fermé en haut (dans lequel I'air est piégé) et d’autre part avec un cylindre ouvert
en haut (pour lequel I'air peut s’échapper par le trou lors de I'enfoncement). Le sable
utilisé est du sable de chantier tamisé, de diametre compris en 100 et 500um, et de masse
volumique p = 2550kg/m3. Les cylindres, & part le fait qu’ils sont ouverts ou fermés en
haut, sont identiques, de hauteur h = 120mm, de rayon R = 36.3mm, et d’épaisseur

e = 2.1mm. Quelques expériences de pénétration sont aussi réalisées avec une tige en
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acier, de diametre 11.9mm. Le récipient contenant le sable est assez grand pour éviter les
effets de bord, sa hauteur est plus de deux fois celle des cylindres, et sa largeur plus de dix
fois le rayon des cylindres. Beaucoup de travaux ayant montré le role crucial de la fraction
volumique, toutes les expériences sont réalisées dans deux cas : un ou 'empilement est

"lache” (de fraction volumique ¢ = 0.58) et un ou 'empilement est dense (¢ = 0.61).

Fig. C.4 — Dispositif expérimental : un poids est laché a t = 0, sans
vitesse, sur un cylindre posé sur le lit de sable.

Pour préparer I'empilement lache, on place une grille métallique d’espacement 3mm
sous le sable, et on la tire grace a des fils métalliques jusqu’en dehors du sable. Les
grains sont donc ”pluisés” d’une hauteur tres faible. Pour préparer ’empilement dense,
on procede d’abord exactement de la méme maniere que pour ’empilement lache, puis le
bas du bac qui contient le sable est frappé violemment (relaché de quelques centimetres
de haut) sur la table a cinq reprises. Au début de I'expérience on pose le cylindre sur le
lit de sable, et on place un poids de masse m, retenu et en contact avec le cylindre. Il faut
noter que m inclut aussi la masse propre de 'objet, cylindre ou tige. A ¢t = 0, on libere

la masse. Une caméra rapide réglée a 250 images par seconde permet de mesurer z(t)
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apres que le poids a été relaché, et on releve bien str la profondeur finale z4,, et le temps
d’arrét t4,,. Quelques expériences ”quasi-statiques” sont aussi effectuées en augmentant
la charge tres lentement. Dans ce cas, on augmente la masse de quelques grammes par

seconde en ajoutant du sable a la charge.

C.2 Résultats

Pour décrire de maniere simple la pénétration d’'un objet dans le sable, on 1’écrit

comme la compétition entre I'inertie et une force s’opposant a la pénétration, F'.

mzZ=mg— F(z,2,...) (C.1)

La description de F' a été la source de plusieurs articles et de nombreuses recherches.
Nous nous proposons ici de déterminer le scaling de F' et de trouver comment elle varie
selon que le sable est lache ou dense, et surtout selon que 'effet ”blown-air” a lieu ou non,

c’est a dire selon qu’on utilise le cylindre fermé en haut ou le cylindre ouvert en haut.

C.2.1 Profondeur d’arrét

Les premieres mesures représentent zg,, en fonction de la charge m dans les quatre
cas : (lache/dense)*(ouvert/fermé). Les résultats sont présentés figure C.5

Les premiers résultats expérimentaux montrent que la profondeur d’arrét zs,, aug-
mente en premiere approximation linéairement (fits épais) avec m. Cela correspond a ce
que l'on peut trouver dans une partie de la littérature [84, 79] pour des vitesses initiales
nulles, comme c’est le cas ici. On voit aussi que la pénétration est beaucoup plus facile
dans le sable lache, comme on pouvait s’y attendre. La nouveauté réside dans le fait que,
dans le cas du sable dense, la pénétration est tres différente selon qu’on utilise le cylindre
ouvert ou le cylindre fermé. Effectivement, dans le cas du cylindre fermé pour lequel I’air
est piégé, la profondeur d’arrét z4,, est environ deux fois plus grande que pour le cylindre
ouvert, duquel 'air s’échappe. Dans le cas du cylindre fermé on constate aussi un jet de
sable autour du cylindre, indiquant que I'air piégé a I'intérieur s’échappe entre les grains.
Pour le cylindre ouvert, il n'y a pas d’air sous pression, et pas d’éjection de sable. En-
fin, les expériences quasi-statiques dans la préparation dense montrent d’une part qu’il
n’y a pas d’effet de 1’éjection de 'air quand la pénétration est trop lente, les résultats
étant similaires dans le cas ouvert et dans le cas fermé, et d’autre part que la pénétration
est plus difficile que dans le cas dynamique. La pénétration ayant lieu dans ce cas par

a-coups, on peut penser que le stick-slip réorganise les grains au fur et a mesure, ce qui
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Zstop (Sm)
o

0 | | | |
0 1000 2000 3000 4000 5000

Load m (g)

Fig. C.5 — Profonfeur d’arrét en fonction de la charge, dans différents
cas. Chaque point est une moyenne Sur au Moins cing erperiences,
les barres d’erreur indiquent [’écart type des résultats. Les ronds se
rapportent au sable lache et les losanges au sable tassé. Les symboles
noirs représentent les cylindres non percés, et les symboles blancs les
cylindres percés. Les courbes en escaliers représentent les résultats des
expériences quasi-statiques.
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rend ’enfoncement plus difficile.
En ce qui concerne la force F', ce premier résultat a des conséquences immédiates. En

effet, si on écrit le travail de F' entre z = 0 et 2 = 250p, ON & :

/ F(2)dz = mgzstop, (C.2)
0

et comme m X Zgop, ON obtient :

/ F(z)dz o 22, (C.3)
0

et donc on arrive & :

F(z) x z (C4)

On a donc en premiere approximation la F' qui augmente linéairement avec la profon-

deur.

C.2.2 Dynamique de pénétration

Non seulement la premiere expérience montre que 'effet de I’air est important, surtout
dans le cas d’une préparation de sable dense, mais elle permet aussi de dériver I’équation

du mouvement de I'objet pénétrant. On a a présent :

mzZ =mg — Kz, (C.5)

c’est a dire une équation différentielle tres simple d’oscillateur harmonique, qui se
résout tres facilement avec des fonctions oscillantes. En prenant comme condition initiale
z(t =0) = 0et 2(t = 0) = 0, on obtient :

(1) = %zstopu — cos(v/At)) (C.6)

Apres une demi période, on a z = 2y, €t t = ty,, (I'objet ne pouvant pas remonter
on limite la solution & une demi oscillation), avec zsop = 2g/K €t tsiop = m/+/K. On peut

donc réécrire la solution comme :

25(t%) = %(1 — cos(mt")), (C.7)

oU 2* = 2/Zstop €t t° = t/tgop. Cette prédiction sur la dynamique de pénétration
rescalée est confrontée a des résultats expérimentaux sur la C.6. Cette figure représente

z*(t*) pour de nombreuses expériences : pour chacune des préparations (dense ou lache),
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pour les cylindres ouverts ou fermés, et pour trois masses différentes (m = 7669, m =
1966¢ et m = 2766g), soit douze expériences. Viennent encore s’ajouter trois expériences
pour la pénétration de la tige d’acier dans la préparation dense, pour m = 7669, m =
17669, et m = 2766¢g. On peut voir que les quinze expériences collapsent avec un tres bon
accord sur la courbe maitresse prédite par ’équation du mouvement. Il est a noter que ce

sont les valeurs mesurées de 2z, et ts, qui ont été utilisées pour le rescaling.

.t‘k

Fig. C.6 — Profondeur en fonction du temps pour des expériences avec
des cylindres percés ou non, et pour différents poids, ainsi que pour une
tige de métal pour différents poids. Les deux grandeurs sont rescalées
DPAT Zstop €t tsiop. Toutes les dynamiques sont tres bien décrites par la
courbe maitresse donnée par le calcul présenté au dessus.

Il est étonnant de remarquer que la dynamique de pénétration ne change pas du tout
d’une expérience a 'autre, y compris dans le cas ou I’éjection d’air facilite ’enfoncement
ou dans le cas d'une géométrie différente. Cela montre que les mécanismes sous-jacents
et les forces impliquées ne subissent pas de modification qualitative lorsqu’il y a éjection

d’air.
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C.3 Discussion

C.3.1 A propos des forces en jeu

L’excellent accord entre la prédiction et les expériences montre que la dynamique
générale de pénétration est bien décrite par une équation d’oscillateur harmonique,
sans dépendances supplémentaires en puissances de z ou de 2, qui meneraient a une
accélération et une décélération asymétriques (contrairement au cosinus, ou elles sont
symétriques). L’expérience montre doncmu qu’en bonne approximation la force s’oppo-
sant a la pénétration est proportionnelle a la profondeur. Reste a interpréter 'origine
physique d’une telle force. Notre idée est que cette proportionnalité montre que la force
F' est principalement la force nécessaire pour déplacer les grains et enfoncer un peu plus
la surface définie par le bas de 'objet. Pour les cylindres cette surface correspond a ”1’an-
neau” de surface S = 27 Re. Pour la tige elle serait simplement S = mR2. La force s’écrit
donc Fy, = 0 PS, ol o est un "coefficient de pénétration” sans dimension relatif a I’enfonce-
ment du bas de l'objet. P = ppgz est la pression hydrostatique dans le milieu granulaire,
ce qui entraine la dépendance linéaire de Fj en z.

Meéme si Iy seule rend assez bien compte des résultats expérimentaux, il est évident
que d’autres forces contribuent a F', notamment on peut écrire Fj, force de friction exercée
par le sable sur les parois du cylindre. Cette force s’écrit en intégrant la pression le long des
parois du cylindre qui s’enfonce, et donne un terme quadratique : F, = mRppguz?, ot
est un coefficient de friction sans dimension relatif au contact du sable sur I’aluminium des
parois. Ce terme quadratique rend trés bien compte de la légere non linéarité de zg,(m)
(Fig. C.5), et améliore la qualité des fits (fits fins). En revanche un calcul numérique
rapide montre que le terme quadratique n’a pas une grande influence sur la dynamique
rescalée (Fig. C.7).

En utilisant les deux termes F; et F, pour fitter les données expérimentales, nous
sommes capables d’extraire les valeurs de o et p des courbes zg,,(m). En effet, 'équation

devient :

mz=mg— F, — F, :mg—/{z—/@zQ, (C.8)

avec Kk = 20ppgm Re et ko = mRppgpu. En multipliant par 2, on obtient :

2% (C.9)

MZZ = MGz — KZZ — KoZ

En intégrant, la constante d’intégration étant nulle (2(t = 0) = z(t = 0) = 0), on

arrive a :
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Z"{m

Fig. C.7 — Dynamique rescalée pour k = 100, ko variant de 0 (rouge)
a 10000 (jaune) selon les courbes. L’encart représente la dynamique
non rescalée.

1, 22 23
—mz° = — K— — Ko— C.10
5ME = Mgz — Ko — kg ( )
Or pour z = zgep, on a 2 = 0, d’ou :
Zstop Zs2top C 11
mg = K= = Ky 3 (C.11)
et donc :
zstop thop (C 12)
mg =K 5 Ko 3 )

Zstop €5t donc un polynome de degré 2 en m, et s’écrit finalement :

—omRepyp + \/(UwRepqﬁ)z + sumRppm
Zstop(m) - ) (Clg)
sumRpp

On a bien zg,,(m) avec comme parametres o et p. Le tableau suivant représente les
valeurs de o et u extraites en fittant les données avec ’équation A.13, dans les différents

cas : (ouvert/fermé)*(lache/dense).
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top-opened top-closed
loose | 0=60pu=0.3 |oc=54u=0,6
dense | 0 =130 p=22|0c=T70 p=1,2

Plusieurs informations intéressantes peuvent étre tirées de ces valeurs de o et p.
D’abord, on constate que p << o, comme on pouvait s’y attendre. La force Fj, est
bien la force principale s’opposant a la pénétration, bien que dans le cas de pénétration
plus profonde F puisse devenir plus forte. Les coefficients de friction p sont proches de
I'unité, valeur ”standard” pour une interface de ce genre. En revanche les coefficients de
pénétration o sont bien plus élevés. D’autre part, nous avions trouvé que 1’éjection d’air
facilitait I’enfoncement, surtout dans le sable dense. Les valeurs trouvées ici confirment cet
état des choses : dans le cas de la préparation dense, elles sont tres significativement plus
basses pour le cylindre fermé que pour le cylindre ouvert. Dans le cas de la préparation
lache, il n’y a pas de différence significative.

L’explication de la facilitation de I’enfoncement du a 1’éjection d’air doit pouvoir se
traduire par une modification de la force F' s’opposant au mouvement. Cependant, les
résultats précédents ont montré que ni la dynamique, ni les scalings de F' ne dépendaient
de la présence d’air piégé dans la boite, ce qui montre que tout le changement doit étre
contenu dans les préfacteurs. Comme il y a plus d’espace libre entre des grains et les
parois du cylindre qu’entre des grains et d’autres grains C.8, I'explication réside pour
nous dans le fait que I'air éjecté le long des parois du cylindre, d’abord la paroi interne
puis la paroi externe, bref la ou la résistance hydrodynamique est moindre, et de ce fait
fluidise le sable autour de 'objet pénétrant, y compris au bas du cylindre ou s’exerce la
principale résistance a la pénétration.

La fluidisation du sable mene a une fraction volumique effective, ., qui est inférieure
a la fraction volumique de la préparation, ¢. La littérature montre [80] que la réponse du
milieu a la pénétration change dramatiquement avec la fraction volumique, en particulier
autour d’'un point de transition proche de 0.59. Ceci explique que 'effet ”blown-air” soit
beaucoup plus important pour la préparation dense, pour laquelle une petite variation
de ¢ peut entrainer de fortes variations de o, alors que pour la préparation lache, o est
bien moins sensible aux variations dep. Cette modification effective de o (et p) peuvent
fortement modifier F' et faciliter la pénétration, sans pour autant changer la dynamique
globale. Un schéma est proposé figure C.9.

Nous avons constaté que la pénétration est plus difficile dans le cas quasi-statique, et
que 'air n’y jouait aucun role, ce qui montre que cet effet n’a lieu que pour une pénétration
dynamique. Par ailleurs, le mouvement en stick-slip rend bien compte de ’enfoncement

rendu plus difficile : a chaque pas, il réorganise les grains, augmentant localement la
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C.3 Discussion

Fig. C.8 — Schéma simplifié de grains le long d’une paroi. On com-
prend tres bien intuitivement que le contact avec le bord plan force un
espace plus grand que [’espace moyen entre les grains.

fraction volumique pour le pas suivant. Un point qu’il est donc nécessaire de souligner est
I’absence de terme dynamique dans la force F'. Les expériences quasi-statiques montrent
bien que l'effet blown-air n’a pas lieu dans le cas d’une pénétration lente. Le systeme a
donc, de maniere indiscutable, besoin de vitesse pour éjecter de I'air ; cependant le modele
n’a pas besoin de terme en Z pour rendre compte de la dynamique, ce qui semble paradoxal.
Nous en concluons que c’est le passage de ¢ a @ s qui contient toute la dépendance en
2. La description quantitative du passage de ¢ a @.¢s nécessiterait tres certainement une

étude supplémentaire.

C.3.2 Conclusion et perspectives

Les résultats expérimentaux sont tres bien décrits par modele tres simple et général
de pénétration d'un objet chargé dans un milieu granulaire. Nous avons montré qu’a cette
échelle la principale force limitant la pénétration est proportionnelle a la profondeur,
ce qu’on peut trouver ici et la dans la littérature [84, 79]. Nous avons interprété cette
force comme celle nécessaire a enfoncer le bas de 1'objet, a déplacer les grains sur le
chemin, et montré qu’elle était plus forte que la friction sur les parois de 1'objet, qui
scale comme le carré de la profondeur. D’autres expériences ont aussi montré que ce
modele était pertinent pour d’autres géométries, par exemple des simples tiges d’acier,

mais l'utilisation de cylindres ouverts ou fermés en haut nous ont permis de mettre en
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C.9 — Schéma du mécanisme a l'origine du blown-air-effect. Le
sable mis sous pression est éjecté le long des parois, abaissant locale-
ment la fraction volumique de ¢ a p.rs. Tout se passe alors comme si

Dexpérience était faite a la fraction volumique @eysy.
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C.3 Discussion

évidence le role du piégeage d’air dans 'objet, qui, s’il est expulsé a travers les grains,
fluidise le sable et facilite la pénétration. Cet effet ”"blown-air” est a la fois d’un point de
vue pratique, puisqu’il semble intéressant, par exemple d’un point de vue de I'industrie du
batiment, d’enfoncer des objets plus facilement dans le sable, et souleve d’intéressantes
questions fondamentales.

Comme expliqué plus haut, la description quantitative du passage de ¢ a @cff
nécessiterait tres certainement une étude supplémentaire. On peut par exemple imagi-
ner un dispositif permettant, en ouvrant tres légerement le haut du cylindre (par exemple
en pergant un tout petit trou de diametre variable) et en mesurant le flux d’air qui s’en
échappe, remonter au flux d’air passant dans les grains, puisqu’on connait le volume res-
tant dans le cylindre en train de s’enfoncer. On pourrait alors avoir une bonne idée de la
variation effective de o en fonction du flux d’air. Il serait aussi intéressant de voir comment
la taille des grains affecte I’hydrodynamique de 1’éjection et donc la fluidisation.

De la méme maniere, on peut imaginer d’injecter de I’air dans le systeme, par exemple
de poser une certaine masse sur un cylindre clos, d’attendre qu’il soit a la profondeur
d’équilibre, et d’injecter de l'air dans le cylindre. A partir d’un certain seuil de pres-
sion qu’il serait intéressant de déterminer, il est probable que le cylindre s’enfoncerait a

nouveau grace a la fluidisation du sable et a la charge.

Fig. C.10 - A gauche : image prise a la caméra rapide lors de l’en-
foncement brutal d’un verre de cuisine dans du sable. A droite : image
prise lors de ’extraction lente d’un verre de cuisine préalablement en-
foncé dans le sable.

Les expériences quasi-statiques soulevent une autre question : les paliers de pénétration

observés ne sont pas les mémes dans le cas du cylindre ouvert et du cylindre fermé. Plus
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Chapitre C : Blown-air-effect et pénétration dans un milieu granulaire

précisément, les paliers décrivent la méme progression mais les ils sont beaucoup plus
rapprochés dans le cas du cylindre fermé. Nous n’avons aucun indice sur l'origine de la
taille des paliers. Ce probleme pourrait faire 'objet d'une étude plus poussée.

Un autre aspect intéressant de ’éjection d’air réside dans le fait qu’elle semble se faire
sous formes de bulles, qu’on voit remonter a la surface le long des parois extérieures de
I’objet lorsque celui ci s’enfonce. Il ne s’agit pas en réalité d’un ”film” de sable fluidisé
autour des parois, mais de bulles remontant le long de celles-ci, comme le montre I'image
de gauche de la figure C.10.

Il serait intéressant de pouvoir caractériser ces bulles, de connaitre les acteurs de la
sélection en taille (la dispersion en taille semble réduite), etc. De méme, si on enfonce un
verre dans le sable et qu’on tire doucement, la dépression dans le verre faire remonter des
bulles d’air a la surface, ce qui fait ”bouillonner” le sable dans le verre retourné, comme
on le voit sur I'image de droite de la figure C.10.

Pour finir donc, nous avons répondu a quelques questions soulevées par ce probleme
physique d’apparence simple, et soulevé encore bien d’autres questions auxquelles il serait

intéressant de répondre, et qui appellent la mise en place de nouvelles expériences.
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Abstract — Complex shapes can occur through successions of instabilities, like in the growth
of chemical gardens, where a semi-permeable membrane precipitates at the interface between a
sodium silicate solution and a metal salt. Instead of letting the osmotic pressure during the metal
salt dissolution lead the dynamics of the growth, we inject a ferric sulfate solution into a sodium
silicate solution, both of controlled concentration, controlling also the other hydrodynamical
parameters. Although qualitatively distinct regimes can be obtained, we focus here on a previously
unobserved regime where the reactive interface grows in tubular fingering patterns with ocean-
ridge-like dynamics: the tubes grow evenly on both sides of a central fracture where the silica
deposits continuously. Our experiments show that the whole dynamics is intrinsically related
to the precipitation occurring at the interface: the tubes elongation rate remains constant even
when the injection rate is varying, but strongly depends on the limiting concentration in injected

solution, thus on the reaction rate.

Copyright © EPLA, 2010

An important part of investigation in nonlinear science
is the understanding of complex pattern formation and
self-organized structures. In addition to numerous exper-
imental and theoretical results about well-known two-
dimensional fingering instabilities at the interface between
two liquids [1-3], later studies were carried out about reac-
tion/precipitation systems where the interface between
two solutions or gels undergoes a phase transition. A
theoretical background was proposed for systems where
chemical reactions occur during the fingering growth [4,5],
and recent works presented experimental investigation of
two-dimensional viscous fingering patterns in the case of
a reactive micellar interface [6] where fingering is linked
to rheological changes, or in the case of a simple chemi-
cal precipitation shown to induce changes in the standard
viscous fingering patterns [7]. All these works restricted
themselves to two dimensions, although such systems,
in three dimensions, could enlighten our knowledge of
natural and self-organised structures created by interfa-
cial precipitation [8-10]. Very little is known concerning
three-dimensional patterns achieved when a media invades
another, at the exception of a few studies concerning disso-
lution [11] or aggregation (DLA) systems.

A particular case of three-dimensional reactive growth
are the so-called chemical gardens. These self-organised

() E-mail: raphael.clement@univ-paris-diderot.fr

plant-like structures grow by osmosis when metal salts are
dropped in a solution of sodium silicate (or waterglass).
They have been an intermittent source of atypical discov-
eries since Leduc first observed them, as he was convinced
that they were part of the mechanisms involved in the
origin of life [12]. They were used as demonstration and
amusing experiments, due to their admirable diversity of
shapes and colors. Several later studies described qualita-
tively and quantitatively the chemistry and physics of the
osmotic pump involved in the growth [13,14]. Other works
presented chemical gardens as an example of interfacial
“reactive” morphogenesis and as a reaction-precipitation
system [15,16]. The injection of a solution of metal salt
directly in a bath of sodium silicate has for instance been
used [17,18] in order to study a variety of their physical
growth regimes with a better experimental control, the
injected volume of solution controlling directly the growth
of the precipitated membrane. In order to understand
the specificities of reaction/precipitation growing systems,
our approach is the use of chemical gardens ferric sulfate
precipitates. We investigate the possibility of real three-
dimensional fingering patterns in precipitating systems,
with a high injection rate experiment. We will focus in
particular on a new regime of tubular fingering.

The experimental set-up consists in the injection
of a solution (¢=30g/L to 120g/L) of ferric sulfate:
Feo(S0O4)s, although similar patterns are obtained with
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Fig. 1: (Colour on-line) Typical tube patterns. (a) ¢=65g/L, Qin; =7mL/min, (b) ¢=65g/L, Qin; =8 mL/min: typical
growing tubes after a few seconds of injection. The red circles show the fracture zone where the tubes grow. (¢) ¢=65g/L,
Qinj =8 mL/min: growth pattern obtained after about 40s of injection. Note the coexistence of the budding regime (near the
point of injection) and the tube regime. (d) Mean number of tubes formed per 1 mn experiment, for Q;,; =8 mL/min.

other salts). The ferric sulfate is diluted in previously
boiled water and commercial liquid cane sugar (Canadou)
in such ratio that the density of the injected solution
equals the density of the bath. The bath is a commercial
aqueous solution of Sodium Silicate (d=1.33), twice
diluted in water before the experiment. Both solutions are
stirred beforehand and thus homogeneous. The injection
is performed downward and at constant injection rate
(Qinj =2 to 8mL/min) with a programmable syringe
pump, and through a metallic needle (d=0.9mm: no
influence on the needle diameter is observed), and begins
at the very moment the needle is immersed in the bath.
Our parameters are thus the concentration of the injected
solution (the silicate being at saturating concentration)
and the injection rate. The sodium silicate is contained
in various plexiglas rectangular receptacles (5 to 10cm
wide, 1 to 4cm deep, 10 cm high). The iron/silica precip-
itate is yellow, and the bath is limpid. Experiments
are performed at room temperature (~22°C). Images
and films are acquired through a digital video camera
recorder placed far enough (~ 30 ¢cm) to minimise parallax

effects, and connected afterwards to a computer for data
analysis.

This simple experimental set-up is designed to enlighten
the influence of interfacial phase transition alone in liquid
growth instabilities and to bring to light (qualitatively
and quantitatively) possible original dynamics involved in
such a system. The range of concentrations used is typical
of silicate gardens, but chosen injection rates are far
above the injection rates found in literature for injection
experiments. This will allow growth rates far above those
with osmotic pressure and, as we will see, new regimes of
growth. As the two liquids are tuned to have the same
density, buoyancy effects are negligible.

As soon as the ferric sulfate is injected, a solid precip-
itate forms at the contact between the two solutions,
preventing any mixing or diffusion [14]. First analysis of
the experiments allows, for the range of concentrations
and injection rates used, to distinguish mainly two qualita-
tively different regimes of growth. For low concentrations
and injection rates (typically under Q;y; =4 mL/min), the
reactive interface grows in successive “bubbles”, as seen in
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fig. 1(c) close to the needle. The pressure caused by the
continuous injection breaks the precipitated interface, and
the solution of ferric sulfate is thus released in the bath,
and precipitates again at its interface, then breaks and
releases the salt, etc. This regime is qualitatively similar
to mechanisms involved in chemical garden growth under
osmotic pressure, and has been previously described in the
case of hydrodynamic injection as “budding” [17].

On the contrary, for higher injection rates (at least
4mL/min) and for a certain range of salt concentration
(fig. 1(d)), we were able to observe a previously unobserved
and atypical tubular fingering. The “budding” regime still
exists, but some of the ruptures can induce the formation
of growing tubes (figs. 1(a)—(c)). The elongation rate u
of a given tube remains close to a constant (the length
increases linearly in time). The dynamics of these tubes
presents an interesting specificity: in previously observed
tubes, the growth appeared to be at the tip, and driven
by a bubble [18], or by successively breaking at the tip
(and thus similar to budding) [16,17]. Here, instead of
growing through their tip, figs. 1(a) and (b) show that
the growing zone of the tube, which is darker because the
precipitate is fresh and thin, remains at the half-length of
the tube. It means that the tube grows evenly on both
sides of a fracture (red circles). This is demonstrated by
the measurement of the length above (;(¢)) and the length
underneath (I3(¢)) the growing zone; they remain almost
equal through time. Moreover, even their fluctuations
around the constant elongation rate, although small and
not stereotyped from a tube to another, seem symmetrical
during growth (figs. 2(a), (b)).

If the tube elongation rate is rather constant, the
diameter of the tube can vary, and only decrease for
constant injection rate. Note that the section (and thus the
incoming flow) of a given tube can also remain constant
(fig. 1), and that its eventual decrease is not controlled by
the experimenter but occurs spontaneously, for instance
when a second tube begins to grow somewhere else,
decreasing the flux in the first tube. Figure 2(c) shows
the significant decrease of a tube section at the fracture
zone Sy(t) as a function of time, while the elongation rate
remains constant. The diameter is first constant and then
suddenly starts to decrease.

By mass conservation, the decrease in section of a tube
is related to a decrease of the incoming flux in the tube.
Now, assuming that a given tube with elongation rate u is
growing on both sides of its central fracture, and that the
flow in the tube is a Poiseuille flow, the increase of volume
during dt at time ¢ reads

Qt)dt = 2u5’f(t) dt,

where Q(t) is the incoming flux in the tube (not the
total injected rate Qin;), and u the elongation rate of
the tube, here equal to the mean value of the velocity of the
Poiseuille flow at the fracture zone. The sudden reduction
of diameter can be the consequence of a sudden reduction
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underneath the fracture (cm)

Time (s)
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Fig. 2: (Colour on-line) Measurements for a typical tube
(¢c=55g/L, Qinj =6mL/min). (a) Evolution of the lengths
l1(t) (diamonds) and Il2(¢) (circles). (b) Fluctuations of 11(t)
(thin line) and l2(¢) (thick line) around the linear regression.
(c) Evolution of the tube section at different distances from the
fracture zone (crosses: | = 0; diamonds: | = ut/2; circles: | = ut;
triangles: | = 3ut/2). The narrowing (fit lines) occurs first at the
fracture point and propagates along the tube at velocity ~ u/2.
(d) Narrowing tube. The precision of length measurements is
+0.2 mm.

of flux that changes the resulting section. Moreover, as
the tube continues to extend from the fracture point,
the section always remains symmetric on both sides of the
growth zone, and each new section moves away from the
fracture at speed u/2.

This is checked in fig. 2(c) showing the section of
a narrowing tube at different distances of the fracture
point in function of time (measured as the square of the
diameter). Each curve is fitted with an exponential decay
for visual purpose, although it is unclear if the decay is
really an exponential. As expected, the narrowing moves
away from the growth zone at velocity ~0.72cm/s. It is
obtained measuring (for various distances to the fracture
zone) the time at which the section has been reduced by
a factor two. This velocity is very close to half the global
elongation rate u/2=0.68 cm/s. This result shows that
the morphology of a tube zone is settled as soon as the
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precipitation has started, and can be summed up in the
following expression (with 21/u < t):
S(l,t) =5(0,2l/u) = Sp(2l/u). (1)

The main question raised by this mechanism of tube
growth is the origin of the selected section S and elon-
gation rate u. First, measurements show that the initial
section of a tube is neither linked to the concentration nor
the injection rate. With a constant injection rate, the pres-
sure inside the structure defined by the solid precipitate
increases considerably before it is released by a fracture.
The selected section is thus probably a consequence of the
initial fracture section, set by the initial excess of pres-
sure, geometry and local mechanical strength of the bud,
all prone to significant variations. Second, the variation of
tube radius while the elongation rate u remains constant
(fig. 2), shows that the incoming flux Q(¢) has no influence
on the elongation rate. So the only relevant parameter for
the selection of the elongation rate is the chemical char-
acteristics of the limiting injected solution, namely the
concentration c¢ of metallic salt. Indeed, fig. 3 displays the
elongation rate of several tubes as a function of concen-
tration, for various injection rates. Although fluctuations
prevent a precise determination of the growth law, the
elongation rate u seems to increase roughly linearly with
the concentration in ferric sulfate c¢. Moreover, we did
not observe any correlation between u and neither the
initial section of the tube nor the total injection rate Q;n;
(fig. 3(b)). These results show that the whole dynamics
of tube growth is governed by the precipitation kinetics
itself.

Other experiments show that these experimental results
on three-dimensional fingering with interfacial phase tran-
sition are robust, as the tube growth occurs independently
of which fluid is injected in the other, or the nature of the
metallic salt used: the same fingers were observed with
cobalt chloride, manganese sulfate, ...). The new mech-
anism involved, the growth on both sides of a fracture,
recalls the growth of the oceanic crust around a rift. But
the fact that the tubes elongation rate is not selected by
the injection rate Q;yj, i.e. the underlying hydrodynam-
ics (although it needs injection of solution of course), is
a significant difference. On the contrary, the fact that it
is controlled by the concentration in ferric sulfate of the
injected solution, shows that the growth is governed by
the kinetics of the precipitation reaction. To explain this
chemical kinetic selection of the elongation rate, our inter-
pretation is that when the membrane is broken, the incom-
ing fresh metallic salt induces a silica deposit on both
sides of the fracture, where there is already precipitated
material (fig. 4). The initial fracture is maintained at the
half-length of the tube because the silica deposits contin-
uously and equally on both sides of the fracture from the
very moment the membrane breaks up. In other words,
the precipitation is favored by the presence of a previ-
ous precipitate. For a certain range of concentration, we
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Fig. 3: (a) Mean elongation rate ws. concentration in ferric
sulfate, obtained for various injection rates. Each point is the
mean value of mean elongation rates of several tubes (six to
twelve). Error bars show the standard deviation of the mean
elongation rates for a given concentration. (b) Mean elongation
rate vs. injection rate Qin; for ¢=55g/L (diamonds), c¢=
85g/L (triangles), and for all concentrations (circles).

observe this favored precipitation. For too low concentra-
tions, the precipitate becomes too soft, so that no spatially
well-defined fracture is formed where the silica can deposit
to allow tubular growth, and the whole surface inflates. For
too high concentrations, the precipitate very quickly closes
the fracture and only buds can be formed. Formation of
tubes also need a sufficient initial flow: else, the precipi-
tate will solidify too quickly to allow tubular growth, and
we will only observe the budding regime. This mechanism
accounts for the linear relation between u and c: as the
sodium silicate is in excess, the reaction rate (and thus
the elongation rate) is proportional to the concentration
of the limiting reagent, here the ferric sulfate. One striking
particularity of this tube growth regime is that the precip-
itation reaction is able to mechanically push the previous
precipitate on both sides, having thus a direct mechanical
action.

To further investigate the physical consequences of this
chemical kinetics, we can write the Poiseuille law inside
the first half of the growing tube:

™ Ap(t)

t)= ,
0= 155, JEO 521, 4)al

(2)

where L(t) is the half-length of the tube, Sf(t) = S(L(t),t)
the tube section at the fracture point, and 1 the viscosity
of the ferric sulfate solution. Adding to eq. (2) that
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Injected
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.

Sodium Silicate Bath

Tube growth

Fig. 4: (Colour on-line) Scheme of the growth mechanism. The
silica deposits at the fracture point, where unprecipitated ferric
sulfate arrives. The tube thus grows evenly on both sides of
the fracture, recording symmetrically the possible change in
incoming flux by varying its local radius.

Q(t) = 3uSs(t), that the injection rate is conserved along
the first half of the tube (and zero after the fracture), that
L(t) = ut/2, and using the result of eq. (1), we obtain:

48nu?
s

Ap(t) = 215 (1) / $7%(r)dr. 3)

Equation (3) shows that Ap(t) increases at least linearly
with time in the case of S¢(t) = So. Moreover, when the
tube narrows, as observed in some experiments, Ap(t)
can increase even faster. However, the limited injection
can only provide a limited pressure, especially when the
tube is growing (and the volume increasing). On the
contrary, the increase of Ap(t) is imposed by the constant
elongation rate provided by the silica deposit controlled by
the concentrations. Thus this chemical kinetics can induce
a huge pressure difference, meaning a low pressure at the
middle of the tube. In other words, this chemical growth
can directly act as a fluid pump, creating itself a lower
pressure at the fracture zone that drags the fluid up to the
growing zone. This is consistent with the result that Q(¢t)
has no influence on the elongation rate, once the growth
has begun. Together with the reduction of incoming flux in
a tube, this pressure effect could also explain the sudden
reduction of diameter, when the pumping becomes limited
by viscosity in this long narrow tube.

In conclusion, our results show that the phase transition
at the liquid interface significantly changes the dynamics
of growth and the patterns that can be obtained. These
mechanism of tubular growth has, to our knowledge,
never been observed before. The particular fact that
it grows symmetrically on both sides of a fracture is
directly similar to oceanic ridges where the lava solidifies

symmetrically on both sides of the rift valley (as revealed
by paleomagnetism [19]). However, here the growth is
not controlled by the internal (solution or lava) flow, but
directly by the kinetics of the chemical reaction. This
is a reaction-rate-driven fingering growth. The chemical
reaction can even act as a pump, once initiated by
hydrodynamics and fracture, and this might be an original
way to study the kinetics of these reactions, or be used to
create patterns with self-induced pumps.
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Penetration and Blown Air Effect in Granular Media

Raphaél Clément, Sylvain Courrech du Pont*, Mehdi Ould-Hamouda, Donald Duveau, and Stéphane Douady
Laboratoire Matiére et Systémes Complexes, UMR 7057 CNRS - Université Paris Diderot

Sand is known to oppose an increasing resistance to penetration with depth. This is different from
what happens in liquids since granular media, usually non-thermal systems, oppose solid friction to
the motion. We report another striking and “counter-intuitive” difference between the penetration
dynamics observed in sand and in liquids. When pushing a top-closed shell (e.g. an upside down
glass) into a liquid, the trapped air increases the buoyancy and opposes to penetration. It is more
difficult to push vertically into liquids a top capped cylinder than an opened one. In contrast, the
penetration is considerably eased in dense sand when cylinders are top capped. In this discrete and
bi-phasic medium, the trapped air escapes from the shell, fluidizes the sand and eases the motion.

Sand is known to show a variety of uncommon phys-
ical features that do not fit the behaviour of liquid or
solid state. A good example of the inherent difficulties
encountered when trying to describe collective grains
behaviour is the penetration of an intruding object into
a granular medium. Crucial works have shown that
grains “jam”, d.e. assemble to form grain networks
that support most of the stress applied to the system
[1]. Such systems involve large coordination numbers
and the medium response dramatically depends on the
volume fraction. Recently, several studies have focused
on the drag force encountered by an object moving
in granular medium. Some studies specifically address
problems of penetration [2-9], mostly to describe how
projectiles impact and sink into sand [7, 10-14]. On the
fringe of these studies, we consider here the penetration
of a cylindrical shell into sand and report what we call
the “blown air effect”. The air, initially trapped inside
the shell, escapes from the shell when it is pushed into
the sand, by flowing through the granular medium. This
air flow dilates the medium and considerably eases the
penetration of the shell. This effect is another example
that the interstitial gas may play a role in dense granular
media and qualitatively control the observed phenomena.
Such an air active role has been reported before in heap
formation and convection [15, 16] or size segregation
[17, 18] when vibrating a dense granular medium or,
more recently, in ball impact dynamics in dilute systems,
which controls the formation of a granular jet [13, 14, 19].

Our experimental set-up is displayed on figure 1. A
top-opened (OS) or top-closed (CS) cylindrical shell is
pushed vertically into a sand bed by a constant load
m, which includes the mass of the intruder. Initially in
contact with the sand surface when the load is released,
the intruder sinks and stops at the final depth z,.
The granular medium is made of sieved building sand
grains of diameter d ranging from 100 pgm to 500 pm

and volumic mass p = 2550 kg.m™3. We perform all

*sylvain.courrech@univ-paris-diderot.fr
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FIG. 1: Experimental set-up: a loaded OS or CS is hold on
top of a sand bed. It is instantly released.

measurements either in a loose or in a dense sand. Loose
beds of grains are obtained by placing a grid (with
spacings of 3 mm) at the bottom of the container and
pulling it through the sand from the bottom to the top.
Grains are thus“rained” from a very small height and the
volume fraction is approximately ¢ = 0.58. Dense beds
are obtained, from loose beds, by hitting the container
five times on the experiment table. The volume fraction
is then approximately ¢ = 0.61. Cylindrical shells are
made of aluminum and the rim has a rounded shape.
They have a radius R = 36.2 mm, a thickness e = 2.1mm
and a height h = 120 mm. The size of the sand container
(35 x 50 cm) as well as the filling height (30 cm) are
large enough compared to intruder sizes or penetration
depth z4 to prevent boundary (wall and bottom) effects
[4, 9]. In addition to constant load experiments with
cylindrical shells, we pushed into sand a vertical steel
rod (with a flat bottom) of diameter 12 mm, and carried
out quasi-static experiments with the cylindrical shells.
In the quasi-static experiment, the load is increased by a
few grams per second by slowly adding sand to the load.
Some of the penetration dynamics are recorded using a
high-speed camera at a rate of 250 frames per second.

Figure 2 shows the final penetration depth z, in func-
tion of the load mass m for OS and CS in loose or dense
sand. One can see that for a given load, the final depth,
if similar for CS and OS in loose sand, is much bigger for
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FIG. 2: Penetration depth zs in function of the load mass
m in the four cases: loose/OS (o), loose/CS (), dense/OS
(¢), dense/CS (black ¢). Values are averaged on six to ten
realizations; error bars show the standard deviation. Data
are fitted with equation (2). Step plots display quasi-static
experiments in dense sand for the OS (dotted line) and the
CS (full line).

CS than for OS in dense sand. This shows a large effect
due to the trapped air inside the shell for high sand den-
sities. In order to quantitatively measure and discuss this
effect, we now describe the penetration of an object into
sand and write it as the simple balance between inertia
and a resistance force F: mZ = mg — F(z,%,...).

The description of the resistance force is the subject of
extensive research [2-9, 12]. In most experimental stud-
ies, “punctual” objects such as spheres are moved at con-
stant (slow) speed through a granular medium and the
resistance force is measured. It is found to be indepen-
dent of the driving speed and increases, to a first approx-
imation, linearly with depth [2, 6, 7, 12]. Many studies
focused on the discrepancy to this linear relationship.
They report a resistance force increasing with depth as
a power law with an exponent (slightly bigger than one),
which depends on many factors such as the direction of
motion, the nature of the granular medium or the motion
history [3, 5, 6, 9]. However, we stick to the“first order”
description of the resistance force and simply write it as
a solid friction:

F(2) = 0Sppgz + 0.5uPppgz? = az + 2%, (1)

where the first term accounts for the resistance at the
bottom of the intruder, which encounters a hydrostatic
pressure p¢gz and opposes a surface area S to penetra-
tion (S = 27 Re for cylindrical shells) and the second
term is the friction at the walls, which have a contour
length P at a given height (P = 4w R for cylindrical
shells). Both forces are proportional to the normal forces
through a coefficient o for the bottom force and u for
the side force. Writing that the sum of the work of the
weight and the one of the resistance force from z = 0 to

z = zs is null, one finds directly:

 —a/2+\/a? /4 +4mgB/3
zs = 253 .

Data sets of figure 2 are well fitted by this expression
allowing to extract values of friction coefficient p and
penetration coefficient o (the two fitting parameters) re-
ported on the following table.

(2)

0S CS rod
loose| o0 =60+4 | c=54+4
©#=03+0.15{u=0.6+0.2
dense| 0 =130£9 | 0 =70+5 |0 =530+60
p=22+06p=124+02|p=10+9

One sees that p is of order 1 as expected for a friction
coefficient but that o is much bigger by a factor 50-100.
Indeed, although written as a Coulombic friction force,
the bottom resistance force is the force needed to move
grains apart to push in the intruder, which explains the
big values of the coefficient o. If similar for loose sand,
o and p are significantly smaller (by a factor 2) for the
CS than for the OS when the granular medium is dense.
This is accountable to the blown air effect. When the CS
is pushed into the sand, the pressure of the air trapped
inside the shell increases. The pressure gradient between
the inner cell and the exterior, which drives an air flow,
fluidizes the sand along the sides and, more importantly,
at the bottom of the object where the pressure gradient
does a U-turn (fig. 3). With more free space between the
surface of the intruder and grains than between grains,
the air must preferentially flow along the inner then the
outer surface of the shell, where the hydrodynamical re-
sistance is smaller. In dense sand, the fluidization leads
to a smaller local effective volume fraction which signif-
icantly reduces ¢ and p values. It is worth noting that
in dense sand, with the benefit of the blown air effect,
o decreases almost to the values in loose sand. This ob-
servation, together with the fact that the observed blown
air effect does not ease much penetration into loose sand,
may be another signature that the granular medium un-
dergoes a sharp phase transition of order parameter o
for a control parameter ¢ value of about 0.6 [20]. The
resistance force in loose sand would be less sensitive to a
small variation of the volume fraction and would dramat-
ically increase with the granular volume fraction above
the critical ¢ value.

Note that o and p contain most of the physics and
are a priori functions of the dimensionless numbers of
the problem like the granular volume fraction or the
aspect ratio and shape of the intruder. This aspect ratio
dependency is striking when comparing the much bigger
o value for the rod to the one of the OS. Whereas the rod
opposes a plain disk to penetration (S/P? = 1/(4r)), the
cylindrical shells only oppose a ring (S/P? = e¢/(47R)).
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FIG. 3: A. Scheme of the blown air effect. An air flow fluidizes sand along side surfaces and at the bottom (red circles) of the
shell. Volume fraction, penetration and friction coefficients are locally reduced, which eases the penetration. B. Snapshots of
a glass pushed into a dense sand bed. A movie is available online [21]. The dashed line shows the initial level of the sand free
surface. B.1 shows the initial position. When the glass is pushed into the sand, the level of sand in the glass first decreases
a bit as the pressure of the trapped air inside the glass increases. Then, the blown air effect is observed. One sees rising air
bubbles at the walls, which eject some sand (B.2). Note the string of bubbles, grain ejection is different from the one when an
object impacts a granular bed [10, 11, 22]. Picture B.3 shows the final position of the glass. The level of sand inside the glass
has slightly decreased, whereas it as slightly increased at the outer wall. This is not observed for OS (no blown air effect).
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FIG. 4: Rescaled penetration depth z/zs in function of
rescaled time t/ts. Data include all possible cases with the
cylindrical shells, each for three loads (12 experiments) and
the steel rod in dense sand (for 3 loads). Symbols are detailed
on the figure. All data are well described by a sinus (eq. 3).

o being much bigger than p (and final penetration
depth being not too big), the resistance force (1) is al-
most linear in z and the equation of motion is close to
the one of a driven harmonic oscillator (£ + (a/m)z = g).
This has already been observed for spheres sinking into
loose sand with no initial velocity [7, 12]. As the intruder
cannot go back up, the oscillating motion is restricted to
half a period after which the intruder stops (z(ts) = zs)
and writes:

z 1 [1 _cos@rti)} , (3)

Zs s

where t; = my/m/a and zs = 2mg/a. Figure 4 shows
the penetration depth in function of time for the OS and

the CS in dense or loose sand and for the rod in dense
sand for various load values. One can see that all motion
curves superimpose and are well described by equation 3
when depth and time are normalized by their measured
final values z; and ts. The dynamical curves z/zs(t/ts)
taking into account the quadratic term of the resistance
force (eq. 1) would systematically stand under the sinus.
However, when numerically integrating the equation of
motion with this quadratic term, the discrepancy to the
sinus is hardly noticeable when the dimensionless param-
eter N = Bmg/a? is smaller than 1, and the maximum
value of NV in our experiments is 0.6. More surprising is
the good agreement of CS curves with equation 3. This
shows that the global dynamic of penetration, even when
the blown air effect is present, does not suffer the lack of
an explicit Z dependency for the resistance force, whereas
it is a dynamical effect as shown by the quasi-static ex-
periments in dense sand (fig. 2). Indeed, when the load
mass is slowly added, keeping inertial effects to a mini-
mum, the blown air effect is not observed and the pene-
tration depth increases by steps similarly for OS and CS.
Obviously, the CS has to penetrate the granular medium
both on a significant height and fast enough, so that the
pressure of the trapped air can increase above a needed
threshold to initiate and sustain the fluidization of the
sand.

For a fixed granular free surface and before the blown
air effect, the mass conservation for the trapped air in-
side the shell writes as the balance of the shell velocity
% and the velocity v of the air entering the granular
medium: po, = —pa0v/0z = —pa(Vair — 2)/(h—z), where
Pa is the volumic mass of the air. In the frame of an
adiabatic compression, this translates for the air pres-



sure p inside the shell: p = [yp/(h — 2)](2 — Vair), Where
~ is the adiabatic index. Stating a Darcy flow (viscous,
incompressible and quasi-stationary) for the air through
the porous sand bed, the equation governing the pressure
inside the shell without blown air effect writes:

dp _ ap (,_ Kp—po
dt h-—z Na 22 ’

(4)

where K is the permeability of the porous medium,
Ne the viscosity of the air and py the atmospheric
pressure.  Clearly the de-pressurizing Darcy flow is
in delay with the pressurizing motion of the shell
and the pressure gradient inside the sand may in-
crease above the critical value of the onset of sand
fluidization, which writes to a first approximation :
(Op/0z)|c = —(p — po)/(22)|c = —¢pg. Using the Ergun
relation for the permeability: K = (1 — ¢)3d?/(180¢4?)
and putting in equation (4) the motion of a shell without
blown air effect in dense sand (¢ = 0.61, ¢ = 130 and
u = 2.2) with the added resistance force due to the
pressure difference on the two sides of the shell cap, this
onset is very easily reached: for a load m ~ 50 g, at
a depth of the order of a grain diameter. Rather than
over-passing the onset, it may be more critical to sustain
the effect with the a priori bigger air flow rate in the
fluidizing / bubbling regime. Nevertheless, the above
set of equations is dependent of the initial conditions.
The needed load m value goes to about 210 g when the
initial depth z is set to 1 mm, and as a consequence,
blown air effect can not be observed in quasi-static
experiments, unless a big difference between static and
dynamic o and p values. Note that lowering the ambient
pressure should have no effect in dense sand on OS
penetration but would delay the blown air effect for CS.
In the frame of the above analysis, keeping all other
parameters constant (0 initial depth) but decreasing pg
to 25 mbar makes the onset mass increase to about 1.6 kg.

Besides, in the quasi-static experiments, the penetra-
tion depths for a given load mass are much smaller than
when inertia is present, as expected. The equality of the
modulus of the weight and the resistance force works
between the two successive steps n and n + 1 is then
P19 (a1 —2n) = (/2)(224) —22) +(B/3) (23, —23).
The dynamic depth 2,41 is a unique function of
mp41 given that z, satisfies the static equilibrium
Mnpi1g = Qszpn + Bs22, where the right-hand side is the
force of equation (1) with static values for coefficients u
and o. Finally the quasi-static curves show small stick-
slip steps, which suggests close static and dynamical
values for p and o. The usual experiments measuring
the resistance force at constant and slow penetration
speed would stand between the two (static and dynamic)
boundary curves.

We have reported in this letter what we call the blown
air effect in granular media: the penetration of a shell
into a granular medium is considerably eased by a flow
of air through the medium. This flow, which decreases
the granular compactness, is initiated and sustained by
the shell motion itself. The penetration of intruders is
well described by solid friction involving effective friction
/ penetration coefficients. This description stands when
the motion displays the blown air effect, even though it
demands inertia so that the pressure gradient increases
and remains up a threshold value needed to fluidize the
sand. The pressure dynamics during the blown air effect,
as the challenging explicit description of the effective co-
efficients, remains to be completed. The pressurized air
effect is put here in light thanks to a simple experimen-
tal set-up where the blown air is initially trapped inside
the pushed shell. However, for possible derived industrial
applications, one can imagine to rather inject the air.

We thank Erwan Reffet for his involvement in the very
first experiment and Simon Dagois-Bohy for fruitful dis-
cussions.
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