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« Leplus grand ouvrier de lanature est le temps », Buffon (1707 - 1788).

« Cependant il ne faudrait pas conclure que la science des corps vivants repose sur

d'autres bases que celle des corps bruts », Claude Bernard (1813 - 1878).



1. Introduction générale

es travaux de these, développés au sein d’un laboratoire de mécanique, ont une

@double spécificité. La premiere concerne d abord leur objectif scientifique qui

est de nature biologique en Sintéressant a la morphogenése des tissus. La

seconde est liée a leur contexte local et a I'étroit partenariat entre des spécidistes de la

simulation numeérique en mécanique, de la biologie expérimentale du développement et de la
bio-statistique.

La morphogenése est I’ensemble des processus qui vont donner sa forme a un
organisme. L’éude de I'origine des formes a toujours fasciné les scientifiques. Ils sy
intéressent depuis qu’ils essayent de comprendre la nature. La morphogenése souléve des
problemes aussi bien de fonction que de forme et pousse a comprendre |’ organisation et le
développement des étres vivants. Buffon au XVIlleme siécle puis Lamarck s intéressaient
déa aux formes de la nature. Plus tard, au début du XXeme siécle, D’ Arcy Thomson a étudié
les liens entre formes biologiques et forces physiques. Aujourd hui encore la morphogenése
est un sujet largement éudié avec de nombreuses approches. Elle intéresse notamment les
biologistes, physiciens et mathématiciens (par exemple Kupiec, Fleury, Thom). Les
biologistes soulignent son caractére universel et son lien avec des fondamentaux de la
biologie tels que la mort cellulaire programmeée (Chen et al., 1997), la migration cellulaire
(Lecuit et al., 2007) ou encore |’ orientation du plan de division pendant la mitose (Gibson et
al., 2011). Par ailleurs, des modéles numériques de morphogenése font I'objet de
développements a différentes échelles : du tissu (voir par exemple Jamali et al., 2010) et de
I’ organe voire de |’ individu (voir par exemple Fleury, 2012).

La morphogenése, de par sa complexité, est encore largement inexpliquée (Bissell 2008
: "We know alot about the language and the alphabet of the genome, but we know very little
about the language and alphabet of form."). En outre, I’impact de la morphologie de la cellule
sur son métabolisme, et donc le lien entre la forme et la fonction, est largement établi mais
mal compris (Cau et Seite, 2001 ; Chen et al., 1997 ; Chicurel et al., 1998 ; Ingber, 2006 ;
Davidson et al., 2009). En 2006, Nelson et Bissell rappellent que « The microenvironment
influences gene expression so that the behavior of a cell is largely determined by its
interactions with the extracellular matrix, neighboring cells, and soluble local and systemic
cues». Aingl, s la physigue en général et la mécanique en particulier sont pressenties pour

jouer un réle moteur déterminant dans les processus de morphogenese, pas ou peu d'études
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permettent a ce jour de décrire ce réle potentiel (Galbraith et al.,1998 ; Montell, 2008 ; Jamali
et al., 2010).

Afin d’ apporter des éléments de réponse sur ce sujet, les travaux présentés dans cette
thése I’ abordent via une approche multidisciplinaire croisant études expérimentales (sur des
modeles biologiques), simulations numériques et analyses biostatistiques. Cette collaboration
est née de la volonté de biologistes de I’ Institut des Sciences de I’ Evolution de Montpellier
(ISEM) d approfondir leurs recherches en utilisant la modélisation mécanique et les
compétences numériques de I'éguipe « Conception en Structures» du Laboratoire de
Mécanique et Génie Civil. Son expertise dans les systemes structurels, appliquée depuis peu a
I’étude de la génération et la structuration de systemes vivants a I'échelle cellulaire
(Baudriller et al., 2006, Maurin et al., 2008) permettait d’ aler dans le sens de cette demande.
Les modéles biologiques développés par nos collegues biologistes de I'I|SEM ne leur
permettaient ainsi pas de tester certains facteurs expérimentaux dont ils souhaitent évaluer
I’influence sur la morphologie épithéliale. Le recours a la simulation numérique a pour
premier objectif d'y avoir acces et, ainsi, de mieux comprendre certains mécanismes de la
morphogenese épithéliale. Pour ces raisons, nous avons developpé un nouveau modele
constituant ainsi une premiére approche destiné & mettre en valeur le réle que peut jouer la
mécanique dans le processus de formation de tissus.

L’ ensemble des travaux de biologie menés dans le cadre de cette thése (dével oppement
de modéles, comptage, imagerie) a été réalisé par |’ équipe « Biologie du Développement et
Evolution » de I'lSEM lors de la these de Karim Azzag, sous la direction de Stephen
Baghdiguian. Les analyses statistiques sur les modéles biologiques et humériques ont été
réalisées par Francois Rousset de I'ISEM. Il a en particulier développé la notion
d’ « homéostasie » permettant notamment une comparaison intra et inter tissulaire.

Cette approche pluridisciplinaire a tout d’' abord permis d enrichir et d’ guster au mieux
les model es numériques dével oppés au LMGC. Nos partenaires biologistes ont ainsi vérifié la
pertinence des hypotheses et la cohérence des résultats obtenus au cours de la construction de

ces modélisations.

Le principa objectif de ces recherches est d ordre biologique et consiste a montrer que
certains facteurs influencent I’ organisation épithéliale (en particulier I'apoptose), puis d' en
étudier leurs incidences et de montrer le réle de la mécanique dans la morphogenese
épithéliale. Les seules éudes expérimentales ne permettent pas, en effet, de faire varier tous

les facteurs expérimentaux influents. La simulation numeérique est complémentaire et permet
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d’ approfondir ces recherches en testant une plus large gamme de parametres inaccessibles
bi ol ogiquement.

Afin de reproduire une morphogenese épithéliale proche de celle observée
expérimentalement, le modéle du tissu doit cependant étre le moins « contraint » possible
c'est a dire avoir une grande capacité de libre organisation. L’ enjeu est de développer des
simulations gouvernées par des lois simples et reproduisant I’ organisation des cellules au sein
de tissus formés selon différents processus.

La morphogenese est, par ailleurs, un processus dynamique non linéaire. Son évolution
dépend de I'ensemble des constituants mais de maniére non additive: le fonctionnement
global ne se résume pas a la seule somme des mécanismes individuels. Il a donc paru
pertinent de représenter le développement de tissus par un modele d’ épithélium dynamique a
partir de la méthode des éléments discrets. Cela autorise ains I’auto organisation sous
contrainte des cellules et une plasticité de forme de celles-ci, ce qui permet de mettre en
valeur notamment le lien entre les forces et les formes au sein d'un tissu ains généré. Ce
modele est également a vocation évolutive pour permettre |'intégration progressive de
différents scénarios, et ce, afin de mieux comprendre les mécanismes réegissant la

morphogenése d’ épithéliums.

Ce manuscrit se décompose en cing parties.

La premiére présente d’ abord les notions de biologie abordées dans cette éude, puis la
problématique mécanique et |les modeles biol ogiques étudiés, notamment les épithéliums non
prolifératifs et prolifératifs. Ces systemes constituent les références biologiques des modéles
numeériques développés au cours de ce travail de thése. Différentes simulations informatiques
existantes de cellules et de tissus sont également présentées.

La deuxieme partie détaille ensuite |es aspects numériques. Elle décrit les modélisations
de la cellule et du tissu réalisées puis I’organisation du code de calcul. Elle présente les
différents parametres du modéle et les scénarios définis pour les diverses simulations
effectuées sur les cas d études d’ épithéliums non prolifératifs et prolifératifs. Les méthodes de
comptage et I’ anal yse biostati stique des tissus sont enfin décrites.

La troisiéme partie détaille les résultats des études sur les tissus biologiques et leurs
simulations numeériques. Elle explicite les similitudes et les différences entre ces deux

approches.



Dans la quatrieme partie, les résultats obtenus sont discutés dans leur ensemble.
L’ apport des ssimulations, par exemple sur |’ étude des vitesses de développement de tissu
(VDT) ou sur lerble de I’ apoptose, est mis en évidence.

L es perspectives concernant le modéle numérique développé sont présentées en derniere
partie. Un nouveau modéele de type treillis et son implémentation dans les modéisations
permettrait par exemple une description plus fine du tissu intégrant la structure du
cytosguelette. Ce propos est aussi éendu au cas de I'hyperprolifération cellulaire avec ce
modéle.

Une conclusion générale fait la synthese des travaux réalisés, des résultats obtenus et
des dével oppements ultérieurs envisagés.



2. Contexte et enjeux

Afin de pouvoir élaborer un modéle mécanique permettant de simuler la morphogénése
tissulaire, il est nécessaire de bien comprendre comment sont formeés les tissus et quelles sont
les approches possibles. Dans ce chapitre, nous présentons d abord I’élément de base (la
cellule eucaryote animale) et trois types d’ épithéliums monocouches ayant comme différence
leur mode de formation et/ou leur géométrie. Puis les méthodes pour caractériser leur
topologie ainsi que les processus qui régissent leur formation sont abordées. Ensuite, les
modeél es biologiques étudiés et la problématique mécanique qu’ils posent sont décrits. Enfin,
nous verrons quelques modeles de développement de tissus et des modéles mécaniques

cellulaires et tissulaires.

2.1. La cellule eucaryote animale

Lacellule est I unité structural e et fonctionnelle du monde vivant. Elle a été décrite pour
la premiére fois en 1665 par Hooke (Hooke, 1665) en observant du liege au microscope. La
cellule eucaryote (Figure 2-1) est composée d'un noyau (1) entouré dune membrane
nucléaire (2), du cytoplasme (lui-méme composé de divers organites: mitochondries (9),
centrosomes (13), réticulum endoplasmique granuleux (5), etc.) et d’un cytosquelette dont un
filament de microtubules est grossiérement représenté ci dessous (7). Ces trois éléments sont
encapsul és dans une membrane cytoplasmique (11) formée par une bicouche lipidique (Figure

2-1). Lataille d'une cellule eucaryote varie entre 10 et 100 um.

Figure 2-1: Couped’une cellule eucaryote (http://fr.wikipedia.or g/wiki/Cellule).
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Le cytosquelette (Figure 2-2) confere a la cellule ses propriétés mécaniques. C'est un
ensemble de polymeéres protéiques filamenteux entremélés qui structure le cytoplasme des
cellules eucaryotes. Il est constitué de trois polymeres :

* les microfilaments sont des polymeres d'actine d’'un diamétre de 6 a 8 nm qui
travaillent essentiellement en traction. Le réseau d actine particulierement dense
sous la membrane cellulaire se nomme actine corticale. En outre les filaments
d’ actine peuvent s associer avec des molécules de myosine pour former des fibres
detension ou fibres de stress.

* les microtubules sont des tubes creux formés de monomeres de tubuline d'un
diamétre de 25 nm supposés travailler essentiellement en compression. Les
microtubules rayonnent a partir du centrosome (élément proche du noyau) vers la
membrane.

» les filaments intermédiaires sont des polymeres d’ un diamétre de 11 nm dont le
monomere change en fonction du type cellulaire (vimentine, kératine, etc.). Leur
réle mécanique est moins bien identifié, il empécherait cependant de trop grandes

déformations de lacdllule.

(R

Figure 2-2 : Réseaux des trois filaments composant le cytosquelette : microtubules (a), filaments

d’actine (b) et filaments intermédiaires (c). Vue au microscope éectronique des microtubules et des
filaments d'actine entremélés (d), ains que des filaments intermédiaires ().

(http://cellix.imba.oeaw.ac.at/1-cytoskeleton).

Les microfilaments et les microtubules sont dynamiques: ils sont en construction et
déconstruction permanente alors que les filaments intermédiaires semblent plus stables.
D’autres ééments jouent également un roéle mécanique: les protéines d adhésion (par

exemple les cadhérines et les intégrines). Ces complexes d’ adhésion sont liés au cytosquel ette
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et a I’environnement de la cellule (matrice extracellulaire, cellule, etc.) et représentent de
véritables mécano-senseurs pour lacellule.

Ces différents constituants mécaniques permettent a la cellule d’ adhérer et de se
mouvoir tout en adoptant un grand nombre de formes différentes. In vitro, la cellule peut
prendre une forme trés étalée ou de goutte d’ eau en fonction de son état d adhésion au
substrat. In vivo, certaines cellules sont tres mobiles et peuvent se déplacer a travers les tissus
comme les leucocytes par exemple. Cependant, les cellules qui nous intéressent, a savoir les
cellules épithéliales, se déplacent peu et sont tres adhérentes a leur environnement (matrice

extracellulaire, cellules), formant ainsi un tissu épithélial.
2.2. Les épithéliums monocouches

2.2.1. L'architecture des épithéliums monocouches

Les épithéliums sont des tissus de cellules confluentes (i.e. il N existe pas de « trou »,
d’ espace entre les cellules). Les épithéliums monocouches se classent en trois types en
fonction de la forme de leurs cellules : épithdlium pavimenteux unistratifié, épithélium

cubique unistratifié et épithélium prismatique (ou cylindrique) unistratifié (Figure 2-3).

pavimenteux
(A)
cubique
(B)
prismatique
(©
pavimenteux
(D)
pseudostratifié
cylindrique

(E)

Figure2-3: (A), (B) et (C) sont lestrois différentstypes d’ épithélium monocouche.

(http://histoblog.viabloga.com/texts/le-tissu-epithelial--cour s-n-2-)

Les épithéliums se forment notamment par accrétion ou par prolifération. Dans le
premier cas, les cellules présentent dans le milieu s agglomeérent et se lient (entre elles et au
substrat) pour former un épithélium. Ce dernier se développe par accrétion de cellules, sans
division. On parle aors d épithélium non prolifératif. Dans le second cas, des cellules
présentent sur une surface se divisent et/ou meurent pour former un épithélium prolifératif qui

se développe vialacroissance et la division cellulaire.
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2.2.2. La topologie cellulaire

La morphogenese des épithéliums peut s éudier par la description de la topologie
cellulaire, qui constitue une de ses caractéristiques. Cette topologie est déterminée par
I’ organisation des cellules les unes par rapport aux autres au sein d’un tissu, a un moment
donné du développement de cet épithélium. Elle peut étre définie en comptant le nombre de
cellules voisines de chague cellule (ce qui correspond au nombre de cotés de la cellule) puis
en totalisant ces nombres de voisins pour |’ensemble des cellules de I’ épithélium. Ainsi, le
total de ces nombres divisé par le nombre de cellules de I’ épithélium définit |a fréquence de
nombre de voisins. La distribution de la fréquence du nombre de voisins (pourcentage de
cellules an cotés) et la moyenne du nombre de voisins sont couramment utilisées en biologie
pour décrire la topologie d épithéliums (Gibson et al., 2006 ; Classen et al., 2005 ; Farhadifar
et al., 2007).

Hooke, en 1665, a été le premier a décrire la structure polygonale des épithéliums en
observant du liege avec un microscope. La forme polygonale des cellules épithéliales est une
caractéristique de la morphogenese. Elle est observée depuis longtemps et se retrouve aussi
bien dans |e regne animal (Schawnn, 1847) que végétal (Lewis, 1928). Puis, ¢’ est en 1847 que
Schawnn, dans son ouvrage Microscopical researches into the accordance of structure and
growth in animal and plants, traite de la topologie cellulaire (Schawnn, 1847). Il est le
premier a décrire la structure hexagonale des cellules dans les épithéliums simples. Plus tard
en 1917, D’Arcy Thompson, connu comme le précurseur des biomathématiques, compare
I’ organisation de cellules au sein d’un épithélium et la structure alvéolaire des nids d abeilles
gu’il considere comme spatialement optimale (Thompson, 1917).

Il existe actuellement de nombreux modeles biologiques destinés a étudier la topologie
cellulaire: cellules columnellaires de disque d'aile, disque d'cal de drosophile, culture
cellulaire, etc. La topologie de ces épithéliums est elle méme influencée notamment par des
processus cellulaires tels que la division cellulaire, I'apoptose, le recyclage des jonctions
cellulaires ou I’ orientation de I’ axe de division. Deux de ces processus ont particulierement
été étudiés ici (la division et I'apoptose) et sont davantage détaillés dans les paragraphes

suivants.

2.2.3. La division cellulaire

Ladivision cellulaire est un processus fondamental dans le monde vivant, ¢’ est le mode
de multiplication de toute cellule. Elle se déroule en quatre phases (Figure 2-4) :

* lacroissancedelacdlule,
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* laréplication del’ADN,
* lareprise delacroissance de lacellule jusgu’ a environ deux fois satailleinitiale,

* |amitose: lacellule mére donne deux cellulesfilles.

oarly prophase I2te prophase prometaphase

{ote onaphase late telophase

Figure 2-4 : Etapes de la division cellulaire (http://snews.over-blog.com/article-animation-flash-
sur-la-mitose-45383247.html).

Gibson et ses collaborateurs ont montré récemment que la division cellulaire modifie la
topologie de I'épithélium (Figure 2-5) et joue un réle dans sa morphogenese (Gibson et
Gibson, 2009). La division d'une cellule a n cotés engendre deux cellules filles a n-1 cotés.
Par ailleurs le nombre de c6tés des cellules voisines est modifié.

Figure 2-5: Réorganisation cellulaire suite a unedivision (Gibson et al., 2009).

En 2006, Gibson et Perrimon ont démontré que, pour un épithélium, le nombre de cotés

moyens par cellule diminue quand la fréquence de divisions augmente. Pour un épithélium
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hyperprolifératif, les cellules ont moins de voisins que pour un épithélium sauvage (Gibson et

al., 2006). Ladivision joue donc un réle important sur I’ organisation de I’ épithélium.

Lewis, en 1928, a étudié la stabilité des épithdiums prolifératifs (Lewis, 1928). Il a
comparé les résultats sur I’organisation d épithéliums de concombres avec ceux obtenus
auparavant sur les cellules pigmentaires de la rétine et mis ainsi en évidence la conservation
de la distribution des polygones. En 2009, Gibson a publié une nouvelle éude sur les
épithéliums prolifératifs. Il a comparée les épithéliums prolifératifs monostratifiés de plantes et
d’ animaux et mis en évidence leur stabilité (Figure 2-6). |Is sont composés d’ environ 45% de
cellules hexagonal es, 30% de pentagonales, 20% d’ heptagonales et de quelques cellules a 4, 8

voire 9 et 10 cotés.
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Figure 2-6 : Fréquence du nombre de voisins correspondant a la forme polygonale des cellules pour

des épithéliums prolifératifs de plantes et d’animaux (Gibson et al., 2009).

Il est a noter que cette organisation commune des épithéliums prolifératifs se distingue
d’autres morphologies telle que la structure en nid d'abeille composée uniquement

d’ hexagones.
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2.2.4. ’apoptose

L’ apoptose est la mort cellulaire programmeée de la cellule. Cette derniere subit une
rétraction du cytoplasme et une condensation du noyau avant d étre reconnue par des
phagocytes qui I’ endocytent et permettent finalement son élimination.

Tout comme la division, I’apoptose influence fortement la topologie de I’ épithélium
(Toyama et al., 2008). La mort d une cellule modifie I’organisation du tissu et permet sa
réorganisation. Toyama et ses collaborateurs prennent |’exemple du tube neural chez la
drosophile ou certaines cellules en mourant permettent la fermeture du tube neural. Si
I’ apoptose est inhibée ou surexprimée, la fermeture est ralentie ou accélérée. L’ apoptose joue
donc un rdle dans la morphogenese des épithéliums mais dépend d’ autres paramétres tels que

la durée du processus de mort cellulaire ou la quantité de cellules en apoptose.

2.2.5. Lien entre la division et ’apoptose

Prenons un exemple, qui sera développé par la suite: celui des disques d'ailes de
Drosophila melanogaster (Ila mouche du vinaigre), c'est a dire une partie de la larve qui
donnera les ailes de la mouche. Au cours de sa croissance, des cellules se divisent et d’ autres
meurent par apoptose. La durée et la quantité de ces processus vont déterminer |’ organisation
del’ épithélium.

La quantité de mitose est de 1,7% et sa durée est de 1 heure (Milan et al., 1996) aors
gue la quantité d’ apoptose est 1,4% pour une durée du processus de 2 a 4 heures (Milan et al.,
1997). Le fait que I’ apoptose soit un processus plus long et moins fréguent par rapport a la
mitose permet donc a |’ épithélium de croitre. On imagine aisément que la modification de la
durée et/ou de la fréguence de ces processus se répercute sur la vitesse voire la capacité de

croissance d' un tel épithélium.

2.3. Les modéles biologiques étudiés

Les épithéliums folliculaires d’'ascidies non prolifératifs se forment par accrétion de
cellules non soumises al’ apoptose, autour d’un ceuf, et prennent une configuration sphérique.
Les épithéliums de cellules COS prolifératifs se développent par division et apoptose;
I’ épithélium est alors plan ou sphérique, suivant si les cellules sont étalées ou en suspension.
Les épithéliums de disques de drosophile prolifératifs se forment avec ou sans apoptose et

sont plans.
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2.3.1. Ciona intestinalis

L es ascidies sont des organismes marins hermaphrodites, invertébrés filtreurs et sessiles
(fixés sur un support). lls sont couramment utilisés en biologie du développement.
L’ organisme modéle choisi est Ciona intestinalis (Figure 2-7) : ¢’ est une ascidie mesurant une

dizaine de centimétres. Son cycle de reproduction est rapide et bien connu.

Figure 2-7 : Ciona intestinalis adulte mesurant une dizaine de centimetres (A.Gittenberger,

www.ascidians.com).

Les caufs d'ascidies (de taille finale variant de 150 a 250 um) ont une structure
commune : I’ovocyte mature est pratiquement sphérique. Il est couvert de deux couches de
cellules dont la supérieure forme un épithélium monocouche a base polygonale, avec une
topologie réguliere proche d’ une organisation théorique optimale composée uniquement de
pentagones et d’ hexagones, comme défini par Euler (Poincaré, 1893). Dans le cas de Ciona
intestinalis, |’ovocyte est recouvert d’une couche d’ environ 1200 cellules de la testa, elles-
mémes recouvertes d’ une soixantaine de cellules folliculaires en forme de doigt (en moyenne
58,7+/- 1,85) (Martinand-Mari et al., 2009). Les cellules de la testa ne présentent pas
d’ organisation remarquable contrairement a la face basale des cellules folliculaires (Figure
2-8).
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Figure 2-8 : (a) Reconstruction 3D d'un cauf de Ciona intestinalis mature marqué avec de la
phalloidine fluorescente (blanc). Les pointillés roses représentent la base des cellules folliculaires. La
coupetriangulaire permet de visualiser la couche sous-jacente de cellulesde la testa. Le tracé vert souligne
les contours de la base d’une cellule folliculaire (a). (b) Image en microscopie par fluorescence des cellules
folliculaires, avec mar quage des filaments d’actine en vert et des noyaux en rouge. Barred’échelle: 10 um
(Martinand-Mari et al., 2009).

La maturation d’un ovocyte débute dans le tissu ovarien et se poursuit dans la région
folliculaire. Ensuite I’ ovocyte transite jusqu’ a la région terminale de I’ épithélium germinal et
passe dans I’ oviducte a partir duquel il sera expulsé dans le milieu environnant.

Au cours de I’ovogenése, I'ovocyte est progressivement entouré par trois types de
cellules folliculaires : les cellules de la testa, les cellules folliculaires internes et les cellules
folliculaires externes, I’ ensemble de ces cellules éant nomme cellules accessoires.

De nombreuses équipes ont tenté d expliquer I'origine des cellules folliculaires. Il
ressort de toutes ces observations deux théories:

» cesont descellules germinales qui se divisent puis se différencient sur I’ oauf,

» ce sont d’'abord des hémoblastes libres présents dans le tissu ovarien qui s infiltrent

dans |’ épithélium folliculaire ou ils se différencient.

Cependant a I'instar d’Okada et ses collaborateurs (Okada et Yamamoto, 1999), les
observations de nos collégues biologistes correspondent au second scénario, c'est la raison
pour laquelle le modéle suivra cette hypothese.

Les fonctions des cellules accessoires different selon les especes d' ascidie. Chez Ciona
intestinalis, les cellules folliculaires permettent la flottaison et d’ attirer les spermatozoides ou

de ralentir le déplacement de |’ oauf dans|’ eau (ce qui permet ainsi d’ augmenter les chances de
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rencontre avec les spermatozoides). Par ailleurs, les cellules de la testa ont, par exemple, un
réle dans la nutrition de I’ ovocyte et synthétisent des enzymes nécessaires al’ éclosion.

Nous étudierons uniguement la monocouche de cellules folliculaires formée sur
I’ ovocyte par accrétion de cellules présentes dans le milieu. Cet épithélium non prolifératif est

considéré comme un model e biologique. Ces cellules ont la spécificité de ne pas se diviser.

2.3.2. Les cellules COS

Selon le mode de culture, certaines lignées de cellules peuvent s organiser dans |’ espace
en formant une monocouche qui entoure une lumiére analogue a des acini (forme ronde
tridimensionnelle). Ces structures permettent d’ étudier I’ organisation tissulaire, I’adhésion
cellulaire et dans certains cas la polarité cellulaire ainsi que I’ activité des oncogenes.

Les cellules COS proviennent d’ une lignée cellulaire dérivée du singe vert africain. Lors
de leur mise en culture dans des boites de culture a fond hydrophile (présence de groupement
OH libre), elles s étalent (Figure 2-9 (a) et (b)). Dans des boites de culture a fond hydrophobe,
les cellules COS adoptent un comportement particulier : elles n’adhérent pas et se retrouvent
en suspension dans le milieu. Apres de deux a trois semaines, les cellules COS forment des

organoides de type acinus (Figure 2-9 (c)).

Figure 2-9 : Cellules COS adhérentes étalées dans le plan des noyaux (a) et basal (b). (c) Organoide
de cellules COS d’environ 200 um. Barre d’ échelle: 10 um

2.3.3. Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, connue sous le nom commun de mouche du vinaigre, est un
insecte de I’ordre des diptéres. Il a éé parmi les premiers utilises en génétique et est

aujourd’hui un modéle universel. Des transformations génétiques dans cet organisme sont
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possibles depuis 1987. De nombreuses expérimentations sont aujourd hui effectuées sur la
drosophile, et ce grace a la quantité importante de biologistes travaillant sur cet organisme et
au perfectionnement des techniques de transformation génétique. Drosophila Melanogaster
est donc un bon modele d’ étude de la morphogenese épithéliale.

Lors de son développement, elle passe par une sé&rie de stades larvaires et nymphaux

avant d’ atteindre saforme adulte (Figure 2-10).

female male

embryo

1st instar larva

prepupa e &7 '
2nd instar larva

3rd instar larva

Figure 2-10 : Stadeslarvaires et nymphaux du développement de la Drosophila melanogaster.
(http://www.anatomy.unimelb. edu.au/r esear chlabs/whitington/img/life_cycle.jpg)

Au début de I’embryogenese, des structures appelées «disques imaginaux »
apparaissent. Ce sont les ébauches des futurs appendices de la mouche. Ils se développent au
cours de I’embryogenese, passant de quelques dizaines de cellules a plusieurs dizaines de
milliers pour enfin former les organes de la mouche.

Au troiséme stade larvaire, les disques d'aile sont formés de deux épithéliums
monocouches composes, pour le premier, de cellules péripodiales (grosses cellules plates) et,
pour le second, de cellules columnellaires. Usuellement, seule la monocouche de cellules
columnellaires est considérée dans | es études portant sur latopologie cellulaire (Classen et al.,
2005 ; Gibson et al., 2006). Elle est le modéle d épithélium monocouche que nous allons

utiliser. Ces cellules sont trés épaisses (60 um). Lors de la division, elles migrent vers le pble
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apica et sarrondissent. Cependant, les jonctions cellulaires ne permettent pas un
réarrangement des cellules qui gardent les mémes voisins.

La fin du développement du disque d'aile se caractérise par un réarrangement des
cellules columnellaires qui forment ce disque. L’ épithélium columnellaire se compose alors
d’ environ 45% de cellules hexagonales, 30% de pentagonales, 20% d heptagonales et de
guelques cellules tétragonales et octogonales. Apres 25 heures, la réorganisation progressive
des cellules columnellaires aboutit a une proportion de 85% de cellules hexagonales, 15% de
pentagonal es (des heptagonal es apparai ssent rarement).

La monocouche de cellules columnellaires du disque d'aile de la Drosophila
melanogaster nous servira, dans cette éude, de modéle de développement d’ épithélium

prolifératif se développant sur une surface plane.

2.4. La problématique mécanique

Dans les paragraphes précédents, trois types d' épithéliums monocouches ont été
décrits:

o I"épithélium de cellules folliculaires de I’ cauf de Ciona intestinalis, non prolifératif
et formé par accrétion sur une surface sphérique ;

o |’épithélium de cellules COS prolifératif (division et apoptose) sur une surface
sphérique ;

o |’épithélium de cellules columnellaires de Drosophila melanogaster prolifératif
(division et apoptose) sur une surface plane.

Tous ces modes de développement produisent finalement des tissus confluents de
cellules, c'est adire que les cellules sont toutes jointives et sans espace entre elles. Lors de la
formation de ces tissus, il semble que les cellules se repoussent et exercent des efforts les unes
sur les autres. Les forces exercées par les cellules voisines conférent a chague cellule saforme
et les pressions mises en jeu lors de la formation des tissus semblent ainsi jouer un role dans
leur organisation et donc dans leur topologie (Montell, 2008, Mammoto et Ingber, 2010). Il
nous a donc semblé pertinent d’ aborder ce probléme de morphogenése tissulaire d’ un point de
vue mécanique et d' éaborer un modele numérigue afin de caractériser le lien entre les forces
et laforme au sein de tels épithéliums et, plus généralement, d’ étudier le rdle de la mécanique
dans ce processus hiologique. Dans une premiére approximation, le modéle présent
considérera I'aspect incompressible du cytoplasme en équilibre avec |'ensemble tendu

membrane — actine corticale.
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2.5. Des modeles biomécaniques de morphogenése de tissus biologiques

2.5.1. Des modéles de développement tissulaire

Lorsgue I’on s'intéresse aux travaux menés en morphogenése de tissus biologiques, on
constate que peu de modélisations numériques sont proposées. Les approches sont souvent
basées sur des aspects géométriques ou énergétiques (Dubertret et Rivier, 1997 & 2000 ;
Lecuit et Lenne, 2007) et plus rarement mécaniques (Nelson et al., 2005 ; Jamali et al., 2010).

L es modeles géométriques présentent |’ avantage de reproduire fidelement les topologies
épithéliales. Classiquement, ces approches sont essentiellement baseées sur le modéle de
Dirichlet (appelé aussi diagramme de Voronol) qui peut étre décrit comme suit: Soit un
nuage de points dans le plan, le domaine de Dirichlet d’un point est la partie du plan la plus
proche de celui-ci. A partir d'une image 2D d'épithélium, en placant un point au centre
géométrique de chague cellule d’un tissu, on obtient un tel nuage de points. En construisant
ensuite leurs domaines de Dirichlet, on obtient un maillage qui est une trés bonne
approximation de la géométrie du tissu (Figure 2-11 ; Honda, 1978).

Figure 2-11 : Domaine de Dirichlet représentant une topologie épithéliale (Honda, 1978).

Ensuite, des lois d évolution peuvent étre appliquées a ce maillage représentant
I’ épithélium. De maniére itérative, on peut réduire le périmeétre des cellules sans changer leur
aire (Honda et Eguchi, 1980) ou déterminer le minimum local d une fonction géométrique
dépendant de la tension membranaire et de la surface de la cellule (Farhadifar et al., 2007).
De tels modeles permettent de faire évoluer la topologie épithéliale, issue d’ une configuration
initiale construite a partir d’ images expérimentales. Cependant, la physique du tissu est trés

succinctement représentée atravers ces approches.
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Suivant une approche plus physique, le Cellular Potts Model (CPM) est un modéle
cellulaire dynamique utilisé habituellement pour la simulation d’ épithéliums prolifératifs. Il
sagit, en fait, d'un automate cellulaire dans lequel peuvent étre intégrées des lois
biochimiques de diffusion influencant le développement du tissu. La topologie évolue alors en
calculant la probabilité de passer d’ une configuration a une autre, déterminée a partir d’une
fonction énergie. Par exemple, Graner et Glazier ont développé un modéle de différenciation
cellulaire a partir de cette approche (Graner et Glazier, 1992 & 1993). Cette méthode permet
donc d obtenir des géométries épithéliales réalistes (Figure 2-12) et s adapte a de nombreux
cas d' études car elle est basée sur une fonction énergie. En revanche, €elle ne permet pas de

prendre en compte les efforts mécaniques entre cellules en tant que tels.

Figure 2-12 : Représentation épithéliale a partir d’'un CPM (Glazier et Graner, 1993).

Une premiere approche intégrant une éude mécanique de tissus en dével oppement a été
proposée récemment (Nelson et al., 2005). Les auteurs modélisent le tissu monocouche par un
milieu continu isotrope sans considérer individuellement les cellules qui le constituent et
S attachent essentiellement a établir un lien potentiel entre concentration de contraintes dans
le tissu et division céllulaire. Ils tentent ainsi de prédire les zones de plus fort renouvellement
tissulaire. Néanmoins, le modéle ne reproduit pas le processus de genése du tissu, lequel est
déa représenté par une monocouche a I’ état initial dont |’ organisation n’évolue finalement

pas au cours des calculs.

Jamali et ses collaborateurs ont depuis peu aussi développé une approche mécanique et
construisent des tissus a partir d’un modéle de cellule considérant des membranes tendues liés
a des éléments viscoéd astiques subcellulaires modélisant e cytosquel ette (Jamali et al., 2010).
En outre, les cellules peuvent croitre, se diviser et mourir. Les tissus monocouches formes a

partir de telles cellules permettent notamment I’ étude de I’interaction entre les cellules et
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I’effet de I’environnement (intensité des forces d'adhésion par exemple). Cependant, les
cellules sont toutes identiques et ne permettent donc pas de modéliser une population en tant
gue telle. De plus, elles sont représentées de facon totalement symétrique a I’ état initial. En
outre, le contact entre les cellules n’est défini qu’ a travers des points de connexion (lien entre
les éléments constituant la membrane et les ééments cytosquelettiques) et d éventuels
déplacements cellulaires relatifs s'en trouvent fortement limités. Ces remarques rejoignent

celles faites pour les milieux continus qui seront présentées dans la partie suivante.

Notre objectif est de développer un modéle biomécanique de tissu décrivant son
évolution et permettant |’étude du nombre de voisins des cellules d’une population. Les
approches numériques proposees a ce jour ne décrivent généralement pas les phénomenes
mécaniques mis en jeu au coaur des tissus. Les deux dernieres méthodes présentées dans cette
partie offrent I’ avantage d’ étre basées sur des aspects mécaniques. Or, la premiere méthode ne
considere pas les cellules individuellement et ne ssimule pas le processus de morphogenése.
Quant a la seconde, bien qu’ elle prenne en compte ces cellules et leur évolution, elle néglige
leur diversité et limite la réorganisation cellulaire. Nous nous sommes donc intéressés a
d’ autres approches, généralement non appliquées a la morphogenese. Dans la partie suivante,
certains modéles mécaniques caractéristiques, appliqués a I’ étude des cellules et tissus sont
ains présentés.

2.5.2. Des modeéles mécaniques de cellules et de tissus

Différents modéles de cellules ont été développés ces cinquante dernieres annees,
depuis les approches rhéologiques 1D en passant par les milieux continus 2D et 3D jusgu’ aux
approches structurales comme les systemes de tenségrité ou plus récemment les milieux
granulaires (Se reporter par exemple aLim et al., 2006 ou Ingber, 2003). Ces méthodes ont

montré leur pertinence a décrire le comportement mécanique des cellules et des tissus

épithéliaux.

A travers les modéles de milieux continus, la cellule est classiguement considérée
comme un matériau auquel on peut conférer diverses lois de comportement : éasticité
linéaire, hyper-élasticité, visco-élasticité, etc. (se référer par exemple a Ohayon et al., 2004 ou
Mijailovich et al., 2002). Dans ces éudes, la cellule est le plus souvent représentée dans sa
globalité, avec une géométrie simplifiée (un parallélépipede rectangle dans les cas cités), et le

corps cellulaire est généralement vu comme un milieu homogéne. En utilisant la méthode des
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géments finis, les différents auteurs ont ainsi pu étudier la propagation des contraintes et des
déformations au sein du cytoplasme, en simulant des tests mécaniques ressemblant a ceux
effectués expérimentalement (magnétocytométrie dans les cas cités). Les résultats obtenus
avec ces modeles continus apparaissent utiles lorsque I'on veut, par exemple, se faire une
premiére idée de ce qui peut se passer au sein d'une cellule soumise a un effort extérieur.

Par ailleurs, des modeles similaires ont éé développés dans le but d'étudier le
comportement mécanique de tissus mous. La cellule y est généralement tantot négligée (ou
vue comme un point matériel) tantét prise en compte par un éément fini issu de la
discrétisation du milieu en fonction du besoin de finesse dans la description de la
microstructure (voir par exemple, Famaey et al., 2012, Holzapfel et Kuhl, 2012). Parmi ces
approches continues, certaines apparaissent assez originales comme, par exemple, les travaux
de Vychitil et collaborateurs (Vychytil et Holecek, 2008 ; Moravec et Holecek, 2010). Dans
ce modele, le point est considéré comme un micro-domaine assorti d'une structure
élémentaire, capable de se déformer dans les différentes directions de I'espace et gjoutant des
degrés de liberté au milieu continu.

Malgreé l'intérét évident des approches basées sur les milieux continus, en particulier
dans I'éude du comportement mécanique global et de la propagation des contraintes dans la
cellule ou le tissu, ces modeles semblent toutefois difficiles a adapter au cas de la
morphogenese. En effet, I'hétérogénéité du milieu biologique n'est pas, ou sommairement,
prise en compte (a I’échelle des tissus les modéles sont généralement périodiques) et sa
dynamique d'évolution est absente. En outre, la méthode des éléments finis ne permet pas de
mouvement relatif des composants du maillage les uns par rapport aux autres, ce qui limite les
possibilités de réorganisation des cellules et des tissus, et est un frein a son application a la

morphogenese épithéliae.

Une facon de prendre en compte I'hétérogénéité cellulaire, en particulier le
cytosquelette, est d'utiliser la mécanique des structures, parmi lesquelles les structures de
tenségrité sont des représentantes emblématiques. En 1985, Ingber et Jamieson imaginent la
cellule comme une structure de tensegrité dont les extrémités permettent une adhésion
discréete au contraire des approches continues (Ingber et Jamieson, 1985). Les filaments du
cytosguelette sont représentés par les cables en tension et les microtubules par les barres en
compression de la structure. Les nombreux modéles de tenségrité développés a ce jour ont
permis d'étudier, entre autres, le réle de la tension interne, I'effet de I'état adhésion ou encore

de la fréquence de sollicitation, ainsi que de prédire des valeurs d'éasticité ou de viscosité

25



cellulaire (Wendling et al., 2000 ; Stamenovic et al., 2002 ; Cafadas et al., 2003 ; Sultan et
al., 2004). Un modéle original a aussi été proposé par McGarry et Prendergast, considérant
une structure de tenségrité représentant le cytosquelette, immergée dans un milieu continu
hétérogéne représentant la membrane, le cytoplasme et le noyau (McGarry et Prendergast,
2004). Un autre modele inspiré des systemes de tenségrité a été développé au LM GC en 2006
(Baudriller et al., 2006). Il propose une méthode de recherche de forme liée a la méthode
numeérique de relaxation dynamique pour générer une forme de tenségrité non réguliére. Le
cytosguelette calculé confere a la cellule diverses formes analogues a celles observées
expérimentalement (Figure 2-13) et constitue une amélioration par rapport aux modéles de

tenségrité réguliers utilisés précédemment.

Figure 2-13 : Deux systémes de tenségrité complexes avec des éléments en compression partant du
centre dela cellule et des éléments en traction concentrésala périphérie dela cellule et diffusal’intérieur
(Baudrillet et al., 2006). Plus les ééments sont bleus, plus ils sont tendus et plus ils sont rouges, plusils

sont comprimes.

Au niveau tissulaire, aucune étude ne semble avoir été publiée a ce jour. On peut
toutefois signaler les travaux menés, dans I'équipe Conception en Structures du LMGC, sur
les grilles de tenségrité dont une application biomécanigque possible pourrait concerner I'étude

de la propagation des efforts entre cellules jointives au sein d'un tissu (Cafadas et al., 2009).
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Néanmoins, ces grilles de tenségrité sont a ce jour construites par répétition périodique d’ une
structure de tenségrité de base.

Toutefois, ces modéles structuraux, bien que plus descriptifs que les milieux continus,
sont eux aussi assez statiques et semblent peu a méme de représenter la dynamique biologique
des cellules et tissus. La encore, ils apparaissent difficiles a adapter pour |'étude de la

morphogenese épithéliae.

C'est notamment cet aspect « figé» des approches précédentes qui a conduit certains
chercheurs a se baser sur une autre méthode, a savoir I'approche discréte qui consiste a
représenter la cellule par un ensemble d'ééments pouvant interagir entre eux (Baudriller et
al., 2006 ; Milan et al., 2006 ; Maurin et al., 2008 ; Van Liedekerke et al., 2010). Van
Liedekerke propose un modéle particulaire pour étudier la réponse d'une cellule a des
sollicitations mécaniques au niveau sub-cellulaire. Ce modéle est composé pour sa partie
interne d’'un ligquide encapsulé dans une membrane viscoélastique, composee de particules
solides, le comportement du liquide étant géré par la méthode SPH (Smoothed-particle

hydrodynamics) et celui de la partie solide par |a méthode des é éments discrets (Figure 2-14).

lo.ooz mis,
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Figure 2-14 : Compression numérique d'une cellule végétale jusqu'a déchirure de la membrane
(VanLiedekerkeet al., 2010).

Milan et ses collegues (Milan et al., 2006) ont élaboré un modéle granulaire 2D dans
lequel un systéme de cébles et de barres virtuels, reliés par des grains qui peuvent se

réorganiser, représente le cytosguelette et ses caractéristiques dynamiques et hétérogénes
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(Figure 2-15). Les résultats obtenus ont notamment mis en évidence I’ interdépendance des
constituants du cytosquel ette. Ce modéle permet aussi d’ éudier le réarrangement architectural

du cytosquel ette lors de I’ application d’ une sollicitation externe.

Figure 2-15 : Essai mécanique de compression (b) et traction (c) d'une cellule a partir d'un état
initial précontraint (a) (Milan et al., 2006).

Au LMGC, un modele granulaire d' éaement de cellules a aussi été développé (Maurin
et al., 2008). Cette approche a pour objectif la recherche de formes de la structure du
cytosquelette lors des processus d'adhésion et d étalement cellulaire sur un substrat plat
(Figure 2-16).

Figure 2-16 : Etapes de I'éalement de la cellule sous I’action de croissance des microtubules
(Maurin et al., 2008).

La cellule est représentée par des grains rigides liés par des interactions a distance
(comme des ressorts virtuels) qui simulent le cytosquel ette. Des microtubules en compression
croissent du centrosome vers la membrane, ce qui génére des efforts de tension équilibrant le
reste du réseau, |’ ensemble conduisant a I’ étalement de la cellule. La répartition ainsi obtenue
des éléments en tension et en compression présente de fortes analogies avec les observations

expérimental es des réseaux de filaments d’ actine et de microtubules (Figure 2-17).

28



Figure 2-17 : Réseau de filaments d’actine (a) et (b) : réseau de tension (a) et vue en microscopie
confocale. Réseau de microtubules d'une cellule étalée(c) et (d): réseau de compression (a) et vue en
contraste de phase (b) (Maurin et al., 2008).

Au niveau tissulaire, on peut citer le modele discret de Newman (Newman, 2005 ;
Sandersius et Newman 2008), dans lequel chaque particule appartient a une seule cellule et
est en contact élastique amorti avec les autres grains de sa cellule (Figure 2-18). Ce modele
considére ensuite plusieurs de ces cellules qui interagissent entre elles pour former des
agrégats. La géométrie du tissu ains modélisée est le résultat de I'interaction entre les
particules constitutives. Ce modéle mécanique tridimensionnel permet notamment de calculer

des contraintes et des déformations locales au sein des cellules tout en représentant I'échelle

tissulaire.

Figure 2-18 : Modéle de cellule avec des éléments subcellulaires. Vue d'une céllule en coupe (a), de
deux cellulesliées (b) et d’un agrégat (c) (Sandersius et Newman, 2008).

Ces approches discrétes représentent un niveau de description plus fin que celui des
modeles structuraux et continus, tout en permettant de représenter dynamiquement un tissu en
évolution. En effet, il est possible de représenter une structure cellulaire a travers les
interactions entre grains et d'en suivre I'évolution architecturale en cours de sollicitation. De
plus, les particules de ces modeles peuvent totalement se mouvoir les unes par rapport aux
autres, offrant une plus grande diversité et liberté de configurations que pour les approches

citées auparavant. Ainsi, des « cellules granulaires » peuvent aussi interagir entre elles et se
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réarranger, réorganisant le tissu qu'elles forment. |1l semble donc concevable d'envisager la
modélisation de la morphogénese par une approche discrete. En outre, I'ajout ou la
suppression des constituants est assez aisée, ce qui est un atout supplémentaire considérable
dans le cas des tissus prolifératifs. Le modéle de morphogenese épithéliale développéici sera

donc basé sur la mécanique des milieux divisés.

2.6. Conclusion

La morphogenese d’ épithéliums monocouches est étudiée depuis longtemps d'un point
de vue biologique. Numériquement, il existe plusieurs modeles de cellules et de tissus mais
peu permettent I’éude de la morphogenese de tissus. Ceux basés sur la mécanique des
milieux divisés nous ont semblé étre les meilleurs candidats. Pour I’ étude de la morphogenése
d’ épithéliums monocouches, nous avons donc choisi de créer un modele numérique
d épithélium dynamique dans lequel le comportement de chaque céllule et les interactions
entre cellules sont pilotées par des lois simples et bioréalistes. Cet avatar numérique de bio-
ingénierie peut ains permettre de reproduire in silico des développements d épithéliums
observés in vivo et de tester des paramétres inaccessibles par des expérimentations
biologiques (taux de mitose, variation de vitesse de développement, etc.). Ces études
prospectives mécaniques donnent un éclairage original sur cette problématique de
morphogenése d'épithéliums monocouches et peuvent, peut-étre, apporter des clés

comportemental es et organisationnelles.
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3. Modeéle granulaire de morphogenése tissulaire

Dans la partie précédente, les épithéliums ainsi que les mécanismes qui permettent leur
formation ont été présentés. En outre, des modéles mecaniques de cellules et de
développement de tissus épithéliaux ont été présentés et décrits. L’ approche granulaire, bien
gue peu utilisée pour la modélisation tissulaire possede de nombreux atouts par rapport aux
modélisations considérant la cellule comme un milieu continu ou une structure. En effet, cette
approche permet de rendre compte de I’ é&tat mécanique de la cellule et de sa capacité a se
déformer.

Cette partie est dédiée a la présentation d’un modéle basé sur une approche de ce type.
La cellule composée de grains et d’ éléments peut croitre, se diviser et mourir et ainsi former
un tissu. Deux types de tissus sont développés : prolifératif et non prolifératif.

Ensuite nous verrons plus en détails le fonctionnement du code régissant I’ évolution des
tissus, les paramétres utilisés et les cas d' études. Enfin, les méthodologies de comptage et

d’ analyse statistique sont deécrites.

3.1. Introduction

Afin de simuler la morphogeneése de tissus cellulaires monocouches, nous nous sommes
d’ abord accordés avec nos collégues biologistes sur les grands principes du modéle. L’ idée est
de créer un modéle mécanique piloté par des regles naturelles, smples, bioréalistes. Il doit
également permettre I’ étude de différents scénarios: épithélium non-prolifératif formé par
accrétion avec possibilité de faire varier différentes vitesses (de croissance des cellules, de
I’ cauf et d'arrivée des nouvelles cellules) ou épithélium prolifératif avec une variation possible
de la fréguence d’ apoptose et de mitose. Ces tissus doivent aussi pouvoir se développer sur
une surface sphérique ou plane de tailles et de conditions aux limites variables.

Au vu des avantages et inconvénients des modeles géométriques et mécaniques
existants (voir chapitre précédent), I’ approche discréte a semblé la plus adaptée pour répondre
aux objectifs de cette étude, en particulier dans sa capacité a conférer aux cellules une certaine
plasticité de forme et une grande liberté d' auto-organisation ainsi que de part le faible codt et
la relative facilité de mise en oauvre des calculs correspondants. En outre, un modele
biomécanique basé sur la physique des milieux divisés permet de construire facilement des
scénarios de morphogenese autorisant le gain ou la perte de matiére via la suppression ou

I”gjout de grain.
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Ce premier modele développé au cours de ce travail de thése est bidimensionnel. Il est
composé de cellules discrétisées par des grains de matiére contraints de se mouvoir sur une
surface (sphérique ou plane selon le cas d étude). |ls sont repositionnés géométriquement sur
cette surface a chaque pas de temps.

L’ ensemble des cellules formées de grains se déplacant sur une surface constitue un
tissu numeérique qui consideére les interactions mécaniques a I’intérieur des cellules et entre
eles. Les réactions biochimiques, les aspects énergétiques, etc., ne sont pas directement

considérés dans cette étude.

3.2. Modele numérique de la cellule

3.2.1. Représentation d’une cellule

Le modéle de la cellule doit autoriser une libre réorganisation interne pour adopter la
forme la plus adaptée a son environnement. Pour ce, il a été choisi de représenter la cellule
par un nuage de grains massiques en interaction. 1ls sont de deux types:

» Lesgrainsinternes de cing tailles différentes (représentés en noir sur la Figure 3-1
et de cing couleurs différentes sur la Figure 3-2 (a)) modélisent le cytoplasme. |ls
sont en contact rigide avec amortissement mais sans adhésion ni frottement. Ils
travaillent donc en compression. La polydispersité de ces grains internes permet de
rendre compte de I’ hétérogénéité intracellulaire et d' éviter ainsi une représentation
trop cristalline.

* Lesgrains membranaires, tous de méme taille, sont liés par des ééments de cébles
viscoélastiques (Figure 3-1 (b) et (c) : les ééments membranaires sont en vert) qui
travaillent en traction. Cet ensemble représentant la membrane de la cellule
encapsule les grains internes avec lesquelsils sont en contact rigide. Ils jouent aussi
le réle du cortex d'actine, réseau dense d actine filamenteuse en tension présent

sous lamembrane et alaquelleil est directement connecté.
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Figure 3-1 : (a) Grains seuls (internes en noir et membranaires en vert) constituant le modée de
cellule; (b) éléments membranaires seuls (¢) ensemble de la cellule. Sur la derniére image, les grains
membranaires se distinguent peu des éléments membranaires car leur rayon est le méme que celui des

cables membranaires.

Afin de mieux représenter les cellules observées au sein d un épithélium monocouche,
des mécanismes d évolution fondamentaux ont été intégrés dans le modéle : croissance,

apoptose et division.

3.2.2. l’état de contrainte d’une cellule

Afin de déterminer |’état de contrainte d’une cellule du modéle et étant donnée sa
constitution en grains, il est nécessaire d'utiliser un tenseur de contraintes spécifique aux
milieux granulaires. D’ apres Moreau (Moreau, 1997), il est ainsi possible de calculer un tel
tenseur de contrainte pour chague grain dans un volume donné, la somme de ces tenseurs
tendant vers e tenseur de Cauchy de ce volume. Etant donné que le modéle de cette étude est
bidimensionnel et non tridimensionnel, les grains sont considérés sur une surface et non dans
un volume, le tenseur étant alors défini comme suit :

Soit un graini et la contrainte o',; associée & ce grain.

Soit j I'indice des grains avec lesquelsle grain i est en contact dans une surface S,

La contrainte est aors donnée par :
1 o .
O = §E f, 13, (Rothenburg et Selvadurai, 1981)
J
ou I représente la longueur entre les grainsi et j en contact, et f! la force appliquée par
legrainj sur legraini.

La contrainte globale de la cellule est alors obtenue en sommant les contraintes de tous

les noaudsinternesi delacelule de surface S :

1 _
O zggofzﬁs
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Le premier invariant de cette matrice de contraintes donne une valeur de I’ éat de
contrainte de la cellule, définissant ainsi un critére mécanique, qui peut étre alors comparé a
celui d’autres cellules.

Ladirection des contraintes principales est définie par le vecteur propre correspondant a

la plus grande valeur propre.

3.2.3. La croissance cellulaire

Afin de rendre compte de I’ augmentation de la taille des cellules observées au cours de
leur phase de croissance, il a été décidé d implémenter des lois simples qui permettent
d’ augmenter le nombre de grains internes ainsi que d alonger des ééments membranaires
(Figure 3-2). La stratégie choisie est la suivante : tous les n pas de temps, un nouveau grain
interne est ajouté au centre de la cellule. Ce nombre entier n est un parameétre qui définit alors
la vitesse de croissance de la cellule (Vcrs cellule) et qui est déterminé empiriquement en
fonction de la dynamique globale du systéme. Si n est trop petit, la vitesse de croissance des
cellules est trop grande, les grains internes de la cellule n’ont pas le temps de s organiser, la
cellule n’a donc pas une forme stable. Si n est trop grand, la cellule croit lentement et la durée
de la simulation augmente. En outre, la taille du nouveau grain interne gjouté dans la cellule
est déterminée en fonction du nombre de grains déja présents. Ainsi, une cellule a un méme
nombre de grains internes de chaque taille a un grain pres afin de conserver une granulométrie

réguliere.

Figure 3-2 : Etapes de la croissance d’une cellule & partir de trois grains internes. Les cing tailles
différentes de grains sont représentées par cing couleurs différentes. La forme en apparence polygonale

decertainsgrainsest due al’interpénétration autorisée entre eux (cf. 3.4.1).

Laurent et ses collaborateurs ont montré que la tension du cortex d actine est bornée et
gue sa rigidité est faiblement impactée par I'action de la cytochalasine D (Laurent et al.,
2003). Dans les conditions utilisées lors de cette étude (faible concentration et courte durée
d’ exposition), cet agent contribue a réduire la tension des assemblages d'actine. On
considérera donc, en premiére approximation, que la tension de la membrane évolue peu.

Toutefois, I’augmentation du nombre de grains internes tend a augmenter la tension des



éléments membranaires. Afin de lalimiter et de lui donner une valeur quasi-constante, il a été
choisi de régir le comportement de cette membrane avec les régles suivantes (I’ ensemble des
parametres mécaniques est synthétisé dans le Tableau 3-3) :

* d latension d'un élément membranaire est inférieure & une valeur fixée (Tmin),
alorssalongueur libre 7, diminue et est recal culée comme suit :

Ui =(EnAnOI(ERAL+ Thin)

* s deux éléments liés ont une longueur inférieure a une valeur donnée (Lmin_mb)
alors ces éléments fusionnent pour n’en former qu’ un seul.

* g latension d un éément membranaire est supérieure a une valeur choisie (Tmax)
alors salongueur libre ¢, augmente comme suit :

U =(EnAn O IER AL+ Tia)

s la longueur d'un éément membranaire est supérieure a une valeur définie
(Lmax_mb) alors cet élément est scindé en deux éléments de méme tension et de
méme longueur.

Par conséguent, |’ augmentation du nombre de grains internes conduit a un allongement
de la membrane dont la tension reste bornée. La croissance de la cellule s arréte quand le
nombre de grains internes atteint une valeur limite (n_max cf. Tableau 3-3). La cellule est
donc considérée comme ayant atteint sataille maximale.

Enfin, nous avons défini deux types de croissance de cellule: unecroissance dite
«linéaire» et une croissance dite «mécanique». La premiere, définie en premiére
approximation, consiste a faire croitre la cellule aintervalles de temps réguliers ce qui définit
une vitesse de croissance (Vcrs_cellule). La seconde conditionne la croissance de la cellule
par une valeur seuil liée au niveau de contrainte (Chen et al., 1997 ; Basan et al., 2009). Les

détails sont développés dans le paragraphe 3.2.2.

3.2.4. La division cellulaire

Sur la base d observations expérimentales, nous avons développé un modele de

division pour lacellule « granulaire » (Figure 3-3).
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Figure 3-3: Etapesdeladivision cellulaire (en bleu le cable d’ actine).

Une celule a diviser éant identifiée (soit aéatoirement, soit selon un critere
mécanique), uncable «actine» est créé entre deux grains membranes diamétralement
opposés par rapport au centre de masse de la cellule (Figure 3-3). Puis, la longueur de ce
céble diminue progressivement jusqu’'a une longueur seuil. Les deux grains membranes
extrémités et quatre éléments membranaires sont alors supprimés. Pour finaliser la division,
deux nouveaux grains membranes et quatre nouveaux ééments membranaires sont créés afin

de fermer les deux membranes des deux cellulesfilles (Figure 3-4).

(@) (b) (©

Figure 3-4 : (a) Etape de fin de la division ; (b) et (c) premiéres éapes de croissance des cellules
filles. En bleu, I’élément « actine » représentant I’anneau d’actine. En noir les éléments membranes qui
vont étre supprimés (a), en rouge ceux créés (b) et en gris ces derniers divisés suivant lesrégles de gestion

delamembrane.

Ains le nombre de grains et de cables ne varie pas au cours de la division : la somme
des nombres de grains et d’ é éments des cellules filles est égale a ceux de la cellule mére. Par
ailleurs, lorsde ladivision, la cellule ne croit pas et ne peut pas entrer en apoptose.

Deux types de division sont envisagés : selon une approche géométrique (« division
géométrique ») ou mécanique (« division mécanique »).

La premiére consiste a créer le céble d’ actine entre les deux grains de membrane les

plus proches, opposés par rapport au centre de masse de la cellule. Pour ce faire, on détermine
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pour chaque grain membrane son « grain opposé » (en réaité le « plus» oppose), puis on
sélectionne parmi ces couples de grains opposes, le couple pour lesquels les grains sont les
plus proches. On considére, pour cela, les vecteurs gue chague grain membrane forme avec le
centre de masse de la cellule. Le produit scalaire minimum de ces vecteurs normés définit
pour chague grain, le grain «le plus opposé». Une fois ces couples de grains opposés
déterminés, le minimum des produits scalaires des vecteurs, que forment ces couples de
grains avec le centre de masse de la cellule, indique le couple des grains les « plus proches »
qui seront alors les extrémités du cable d’ actine a créer.

Dans la seconde approche dite mécanique (« division mécanique »), on considére le
vecteur représentant la direction des contraintes principales de la cellule (cf. paragraphe 3.2.2)
et les vecteurs formeés par e point centre de masse de la cellule et les grains membranes. Le
minimum et le maximum du produit scalaire normé de ces vecteurs déterminent les deux
grains membranes qui seront aux extrémités du cable d’ actine a créer.

Ces modéles de division ont été discutés avec nos partenaires biologistes qui les ont
jugés tous deux pertinents dans le cadre de cette étude. Ils ont donc tous deux été considérés

ici.
3.2.5. L’apoptose

Biologiquement, nous avons vu que |’ apoptose se caractérise essentiellement par une
rétraction du cytoplasme associée a celle de la membrane. Ce processus a donc été intégré
dans notre modéle par analogie avec cette observation. Les grains internes sont ainsi
régulierement supprimés par groupe de cing (ce qui définit la vitesse d apoptose, Vapop) et,
lorsque le nombre de grains dans la cellule est inférieur a cing, ces derniers ains que la

membrane sont finalement supprimés.

Figure 3-5: Etapes de |’ évolution d’une cellule en apoptose. Une cellule en apoptose est car actérisée
par le marquage de leur noaud membrane en noir.
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3.3. Le modeéle numérique de morphogenése tissulaire

3.3.1. Introduction

Le modéle de tissu est compose des cellules décrites précédemment. Celles-ci se
déplacent sans adhésion sur une surface sphérique ou plane et sont soumises aux efforts de
contact avec les cellules voisines et les éléments «de bord » (S'il y a des conditions aux
limites). Le tissu se développe alors selon le scenario de morphogenése par accrétion ou par
prolifération. Dans le premier cas, de nouvelles cellules venant du milieu extérieur
s agglomeérent a des cellules préexistantes sur la surface. Aucune cellule ne se divise, C est
pourquoi |’ épithélium est dit non prolifératif formé par accrétion. Dans le second cas, des
cellules présentes sur une surface se divisent et/ou meurent. Le tissu présente finalement, dans

les deux cas, une organisation cellulaire qui lui est propre.

3.3.2. L’adhésion cellulaire et les liaisons inter-cellulaires

Pour ce modéle de tissu, I’adhésion entre les cellules et le substrat n’est pas prise en
compte directement. En revanche, les cellules sont contraintes de rester au contact du substrat
en étant repositionnées géométriquement a chague pas de temps du calcul sur la surface
(sphérique ou plane). C'est une facon de prendre en compte indirectement (en premiére
approximation) I’adhésion des cellules au substrat tout en leur laissant la possibilité de se
mouvoir sur la surface.

Par ailleurs, les cellules au sein du tissu sont en interaction, chacune exercant sur ses
voisines des efforts répulsifs via le contact entre ses grains membranaires et les ééments
membranaires des cellules voisines (Figure 3-6 (a)).

La seule adhésion proprement dite considérée dans cette étude est celle entre cellules.
Elle est représentée par des éléments tres courts de céble entre les grains membranaires de
deux cellules. Ces éléments seront appelés par la suite ééments « cadhérine » (Figure 3-6

(b)), du nom des liaisons intercellulaires qui existent au sein de ce type de tissu.
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s kl
Figure 3-6 : Lesinteractions entre les cellules sont de deux types: répulsif par contact rigide (a) ou

d’adhésion par cabletendu (b).

Afin de permettre une mobilité des cellules au sein du tissu, les éléments « cadhérines »
subissent un processus de construction et de déconstruction a I’instar des observations faites
par nos collaborateurs biologistes sur | aspect dynamique des liaisons intercellulaires. Aingi,
lorsque la distance entre les grains membranaires de deux cellules est inférieure & une distance
donnée (Lmax_cad cf. Tableau 3-3), un céble « cadhérine» est créé entre ceux-ci. Afin
d éviter que deux cellules adhérent trop entre elles et ne puissent plus se « détacher », seul un
grain membrane sur deux peut étre lié & une autre cellule par un élément « cadhérine ». Apres
une période définie arbitrairement (n_cad cf. Tableau 3-2), tous les éléments « cadhérine »

sont détruits puis d’ autres sont recréés en fonction de la nouvelle géométrie du tissu.

3.3.3. Le scénario de morphogenése d’un épithélium non prolifératif

D’aprés les observations de Karim Azzag de I'ISEM (Institut des Sciences de
I’ Evolution de Montpellier), le scénario de morphogenése d’ épithélium non prolifératif formé
par accrétion propose comme configuration initiale une sphere (représentant I’ ceuf de Ciona
intestinalis) de 80 wm de diamétre sur laquelle sont disposées aléatoirement dix cellules de
petite taille, représentant les cellules folliculaires, contenant trois grains internes (le nombre
de cellules initiales et leur taille sont arbitraires). Ensuite, de nouvelles cellules viennent se
poser aléatoirement dans les espaces libres entre celles déja présentes sur cette sphére. Toutes
les cellules ainsi que la sphére croissent simultanément jusqu’ a des limites fixées : le diamétre
de la sphere est ains borné a un maximum de 160 um et chaque cellule a un nombre
maximum de grains internes (c.f. 3.2.3). Chague simulation est arrétée quand la surface de la

sphére est entiérement couverte de cellules, ce qui correspond approximativement a 60
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cellules. Les principales étapes de ce scénario peuvent étre aussi visualisees dans la partie 4.
Résultats expérimentaux et numériques de ce mémoire (Figure 4-5).
Trois parametres sont prépondérants lors du dével oppement par accrétion :
» lavitesse de croissance des cellules Vers _cellule,
» lavitesse d' arrivée des cellules Vaccrétion,
* lavitesse de croissance de la sphere Vcrs_sphére.

L’ensemble de ces trois vitesses définit une vitesse de développement du tissu (VDT)
dont nous alons étudier I’influence par la suite. Le caractére aléatoire du positionnement des
cellulesinitiales et de |’ arrivée des nouvelles conduit a des organisations au sein des tissus qui
sont uniques a chaque fin de ssimulation.

3.3.4. Le scénario de morphogeneése d’épithélium prolifératif

A la différence du scénario d’accrétion (pour lequel la surface, sur laquelle le tissu se
développe, augmente), le modele d’ épithélium prolifératif, formé de cellules qui se divisent
et/ou entrent en apoptose, se forme sur une surface constante. Si ¢’ est une sphere, elle ne croit
donc pas au cours du calcul et son diametre reste de 160 um. Pour une surface plane, deux
configurations ont été étudiées : avec et sans condition de bord. Dans le premier de ces deux
cas, les conditions limites sont matérialisées par des ééments de bord qui restent fixes. La
surface sur laquelle se développe le tissu n’évolue donc pas. Dans la seconde situation, les
conditions de bord étant absentes, le tissu se développe librement sur une surface plane
infinie.

Pour toutes ces configurations, quinze cellules sont initidlement positionnées
aléatoirement sur la surface sur laguelle se développera le tissu. Ensuite, ces cellules croissent
jusqu’a leur taille maximum (cf. 3.2.3). Puis, une fraction établie a 7% des cellules est
déterminée pour entrer en divison (correspondant aux oObservations faites
expérimentalement). Elles sont choisies aléatoirement ou en fonction de la valeur du premier
invariant de leur tenseur de contraintes selon I’ option de calcul choisie (division « aéatoire »
ou « mécanique »). Dans le cas d’'un calcul avec une division « mécanique », ¢’ est la cellule
ayant la plus faible valeur du premier invariant du tenseur de contraintes qui est divisée, ¢ est
adire la cellule lamoins contrainte, ce qui est en accord avec |es observations expérimental es
(Dike et al., 1999, Basan et al., 2009). A lafin deladivision, deux cellules filles sont créées.
Elles peuvent a leur tour croitre puis se diviser ou mourir une fois leur taille maximale

atteinte.
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Le nombre de cellules entrant en apoptose est un autre parametre de calcul qui sera
modifié pour en évaluer I’ effet. Ces cellules sont choisies comme pour les cellules a diviser,
aléatoirement ou en fonction du premier invariant du tenseur des contraintes (respectivement
apoptose « aléatoire » ou apoptose « mécanique »). Dans le cas d'un calcul en apoptose
« mécanique », la cellule entrant en apoptose est celle qui ala plus grande valeur du premier
invariant de contraintes, c’est a dire la cellule la plus contrainte (Dike et al., 1999, Basan et
al., 2009). Seules les cellules ayant atteint leur taille maximale peuvent toutefois se diviser ou
moulrir.

Le taux apoptose/division a été introduit pour tenir compte a la fois du nombre de
cellules qui vont se diviser et mourir. Les études ont été réalisées avec trois taux
apoptose/division de 0, 1/3 et 1/5, afin d’ encadrer le taux réel déterminé a partir de données
biologiques qui est proche de 1/4.

Le tissu numérique se développe au gré des divisions et des morts cellulaires qui
modifient son organisation. De méme que précédemment, le calcul s arréte lorsgue la surface
est entierement couverte de cellules. Les séries de calculs éant effectuées a partir de
configurations différentes, |les résultats des calculs sont uniques |a encore.

Pour le cas particulier des épithédliums se développant avec des conditions aux limites
(c'est adire dans des domaines fermés représentant des « boites »), les bords sont matérialisés
par des grains (blogués en déplacement sur les trois directions) reliés par des ééments
«boites». Ils forment des carrés ou des cercles de différents rayons. L’épithélium se

développe aors contraint par ces conditions de bord.

L’ ensemble des paramétres décrivant la morphogenése d un épithélium prolifératif est

résume dans le tableau suivant (Tableau 3-1).

surface |condition de bord | croissance |axe de division | critere d'arrét |taux apoptose/division | division | apoptose
circulaire 0
sphérique ou linéaire | géométrique | 4800 nceuds ou aléatoire | aléatoire
ou carrée ou ou ou 1/3 ou ou
plane ou mécanique [ mécanique | Scell >0.99*S ou mécanique | mécanique
sans bord 1/5

Tableau 3-1: Casd’études possibles de simulations d’un épithélium prolifératif.
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3.4. Architecture et dynamique du modéle

3.4.1. Les types de contact considérés

D’un point de vue mécanique, les grains et les cables sont seulement soumis a des
efforts de contact (Allen and Tildesley, 1987) dont les caractéristiques sont présentées au
paragraphe 3.5 (Tableau 3-3). Les calculs se font en I’absence de gravité. Il existe dans ce
modele deux différents types de contact mécanique caractérisés par une rigidité et un
amortissement :

* lecontact grain-grain (entre grains internes d’ une méme cellule)

* |e contact grain—€lément (entre grains internes et ééments membranaires ou entre

grains membranaires d’ une cellule et éléments membranaires d’ une autre cellulée).

Le choix a été fait d’ autoriser |’interpénétration entre les grains et avec les déments
dont la rigidité et la viscosité de contact, déterminées empiriquement, permettent de définir
une force de répulsion :

F =Kd-Cv

ou F est laforce de répulsion, d lalongueur d’interpénétration (Figure 3-7), v lavitesse,
K larigidité de contact et C la viscosité de contact (ces dernieres sont définies au paragraphe
3.5.2).

FI

Figure 3-7 : Schématisation de I'interaction entre deux grains interpénétrés. Leurs contours
apparaissent donc non circulaires ce qui explique la forme parfois polygonale des grains internes aux
cellules (Figure 3-2).

3.4.2. L’évolution temporelle du modéle

Le systéme est gouverné par les équations de la dynamique du solide. Son évolution
temporelle est déterminée via une méthode d’intégration explicite. L’ accélération de chaque

grain est calculée en faisant le bilan des forces auxquelles il est soumis. Ensuite, la vitesse et
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la position sont obtenues par intégrations successives. L’ évolution non-linéaire du systeme a
modéliser aimposé logiquement cette approche.

L’ensemble de I'état dynamique du systeme est représenté par un vecteur X, qui
contient la position et la vitesse de tous les grains. A chaque pas de temps, I’ état du systeme
est actualisé gréce au calcul de la fonction f (X,t), dérivée premiére de X en fonction du
temps.

Ladeuxieme loi de Newton permet alors d’ écrire I’ équation suivante :

x(t) ... x,(1) X (1) ... %y (D)
x(t) ... kg(t)} F/m .. Fg/mg]

ou Xy (t), X,(t) et X,(t) représentent respectivement la position du grain g, sa vitesse et

F(X,1) = d);t(t) =

son accelération a l’instant t. Le terme F; désigne la somme des forces agissant sur ce grain

de masse m,.

Pour un grain interne, les forces résultent :
» des contacts avec les autres grains internes de la cellule,
* du contact avec les éléments membranaires.
Pour un grain membranaire, les forces sont issues :
* du contact avec les éléments membranaires des cellules voisines,
* du contact avec les éléments « bords » (calcul avec des conditions limites),
* desééments membranaires auxquels ce grain est lié,

* del’éément « cadhérine » auquel il est éventuellement associé.

Lecalcul delavitesse et de la position a partir, respectivement, de |’ accélération et de la
vitesse, s effectue par une intégration temporelle en suivant la méthode d’ intégration Runge-
Kutta d’'ordre 4. |l sagit d'une méthode classique d’ analyse numérique d’ approximation
d’ équations différentielles a conditions initiales (Dautray et Lions, 1988). En considérant un
probléme scalaire de type x = f(X,t) avec comme condition initiale x(to) = xo, I’ état du systéeme
au temps suivant (t+dt) est :

dt
Xpvar =% + (K1 +2K, +2K, + K4)€

avec les facteurs K définis comme suit :
e Ki=f(x,t) estlapenteal’instant t,
o Ko=f(x+Kidt/2,t+dt/2) est |a pente entre lesinstantst et t+dt,
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o Ks=f(x+Kzdt/2,t+dt/2) est |a pente actualisée entret et t+dt,
o Ka=f(x+Kadt t+dt) est lapente al’instant t+dt.
La méthode RK4 permet d’ obtenir un bon compromis entre robustesse, temps de calcul

et erreur d’ approximation.

3.4.3. Convergence et robustesse des calculs

L’ intérét des méthodes explicites est de garantir la convergence vers un état d’ équilibre
final a condition de choisir un pas de temps suffisasmment petit afin d’ éviter les instabilités
numeriques. Cependant, du fait de la non régularité des contacts entre grains, il a éé
nécessaire de régulariser le probléme afin d assurer la convergence vers un état d équilibre
stationnaire (soit une approche en «quasi-statique»). Pour ce, deux méthodes ont été
appliquées. La premiére consiste a considérer que les grains évoluent dans un milieu
faiblement visqueux, une force proportionnelle alavitesse est ainsi gjoutée a chaque grain. La
seconde utilise un amortissement «cinétique» du systeme (méthode de «relaxation
dynamique »), consiste a annuler les vitesses lorsque I’ on passe par un pic d’ énergie cinétique
c'est a dire au voisinage d’un minimum d’ énergie potentielle, proche d' un état d équilibre.
Ces méthodes ont I’ avantage de diminuer les oscillations dynamiques autour de la position
d’ équilibre finale.

L e pas de temps est déterminé en premiére approximation comme sulit :

dt = Zn\/%, (Cundall et Strack, 1979)

ou k est larigidité de grain laplus faible et mla masse de grain la plus importante.

Ensuite cette valeur de dt et celle des paramétres de viscosité de contact (Tableau 3-3,
page 51) ont été affinées empiriqguement par essai-erreur pour assurer la convergence de
toutes les simulations et leur répétitivité lors des variations apportées sur certains parametres

decalcul.

3.4.4. Algorithmique : les grandes étapes d’évolution du calcul

I ntroduction

Il a été développé au sein de I’ équipe Conception en Structures du LMGC un code

«ToyGL »  (http://www.Imgc.univ-montp2.fr/~averseng/JA/ToyGL.html) qui  permet

d étudier I’ évolution dynamique de structures réticulées selon un modele masse ressort. Les

développements qui ont été effectués au cours des travaux présentés ici sont insérés dans ce



code. Il ala particularité d' utiliser I'interface graphique OpenGL, qui permet de visualiser le

systéme au cours des calculs.

Organisation du calcul

Le code s organise en deux parties (Figure 3-8) : évolution temporelle et interactivité.
La premiere comprend le calcul mécanique, la prise en compte des conditions aux limites et
des hypothéses d' évolution dépendant du temps. Il en résulte de nouvelles positions et
vitesses pour chague grain. La seconde partie permet la modification des paramétres de calcul
(en cours de calcul, entre deux pas de temps), la visualisation (via une interface OpenGL),
I’ analyse (post-traitement des résultats du calcul) et la modification du systeme. Dans cette
derniére partie « modification du systéme» est implémentée |’ évolution structurelle du
systeme, c'est a dire I'gjout ou la suppression de grains ou d ééments, en fonction des
données issues des calculs mécaniques et en suivant les lois d’ évolution qui régissent le
modéle (cf. paragraphe 3.3). Nous alons présenter uniquement cet aspect, la partie liée au

calcul mécanique ayant été exposee précédemment (cf. 3.4.2).

Gvolution temporelle \ Alteractivité \

' ™
- 5 \ Visualisation
Gltegratmn RK4 ; 3
{ ™\
= 'a ™\
C.alcul des forces : Analyse :
K {n:eme:,l - état géométrique
L et ) - état mécanique
p N ol 9 J
Considération des p- ~
conditions aux limites Modification du systeme :
\. ) - ajout/suppression d’entités
- changement de parameétres
N
Comportements
dépendants du temps \ 4
\ A ' /
1 ]
| v
[ Lecture des données et des parameétres ] [ Sauvegarde ]

Figure 3-8 : Architecture globale du code.

La Figure 3-9 présente la partie du code spécifique au comportement du modéle de

tissu. Au début de chague simulation, le systeme est initialisé. Les cellules et le tissu sont
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construits en fonction des données lues dans un fichier définissant la configuration initiale
(positionnement des grains, caractéristiques des grains et des éléments, etc.) et les paramétres
de la morphogenese numérique : type de scénario (tissu formé par accrétion ou par
prolifération), de division, etc. Ensuite, régulierement au cours de la simulation, les
membranes de chague cellule sont mises a jour (allongement, diminution, suppression et ajout
de cables membranaires conformément aux regles d’ évolution de la membrane définies au
paragraphe 3.2.1), et ce, quel gque soit le type de scénario. Puis, en fonction du choix de
développement de tissu initialise, I'algorithme de «tissu non prolifératif » ou «tissu
prolifératif » s'exécute. Les cellules sont ainsi modifiées suivant les lois précédemment
définies (type de division, d’ apoptose, de croissance, €tc.).

Le pas de temps chois étant faible (0,005 s, cf. Tableau 3-3; pour plus de détails se
reporter au paragraphe 3.4.3), le tissu évolue entre deux itérations. Par conséquent, il a été
décidé de n’'actualiser |’évolution du tissu que tous les 100 pas de temps. Ceci permet, en
outre, d’ établir un bon compromis entre le temps de simulation et une évolution du tissu la

plus « bioréaliste » possible.

' N
Données initiales :
- positions et vitesses des grains

= caractéristiques des grains et des éléments

7 v )
Initialisation :
r -1 - construction des cellules et du tissu
: - paramétres de morphogeneése : type de tissu, de division, etc
" . J
1
o R
: Comportement dépendant du temps :
: évolution du tissu
I .
1 | Gestion membrane :
- - L P . . 2 2
- diminution/augmentation de la longueur des éléments
- ajout/suppression d’éléments
I
Tissu non prolifératif : Tissu prolifératif :
- arrivée de nouvelles cellules - division mécanique ou géométrique
- croissance des cellules - apoptose mécanique ou géométrique
- croissance de 1’oeuf - croissance mécanique ou géométrique
- axe de division mécanique ou géométrique
T
|

e-k —————————— e e - /

Figure 3-9: Algorithme simplifié del’ évolution du tissu.
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L’ algorithme d’évolution du tissu permet donc le développement des deux types de
tissu étudiés : non prolifératif (formé par accrétion) ou prolifératif (formé par division et
apoptose).

Le scénario de développement par accrétion est automatique: il consiste a placer de
nouvelles cellules sur la surface « substrat » en fonction de la vitesse d’ accrétion (I’ algorithme
peut calculer jusqu'a 1000 possibilitésde positionnement) et en paraléle faire croitre les
cellules et la surface en fonction de leur vitesse respective définie initialement.

Le scénario de développement par division est plus complexe. Au début de chaque
simulation, les parametres de morphogenése sont initialisés. Ils définissent ainsi les options de
développement du tissu : division « mécanique » ou « aléatoire », apoptose « mecanique » ou
« aléatoire», croissance « mécanique» ou «linéaire» et la divison sdon un axe
« mécanique » ou « géométrique ». Les étapes du développement sont les suivantes :

» détermination des cellules entrant en division,

e début deladivision : création des ééments d actine,

» évolution deladivision : réduction des éléments d’ actine,

» findeladivision: lacellule mére donne deux cellulesfilles,

» évolution des éléments « cadhérine »,

» détermination des cellules devant entrer en apoptose,

e évolution de |’ apoptose : suppression de grain et/ou de cellule.

A chague passage dans la boucle « évolution du tissu », toutes |es opérations ne sont pas
prises en compte pour chaque cellule et seules les fonctions adaptées s exécutent. Par
exemple, une cellule qui n'est pas adulte ne peut pas se diviser ou mourir et une cellule en
division ne peut pas entrer en apoptose. Ces régles ont été introduites pour assurer le plus de
« bioréalisme » possible au systéme et ont été validées par nos collégues biol ogistes.

Dans les deux cas, la simulation s arréte quand la sphére est entierement couverte de
cellules. Le nombre de voisins de chague cellule est alors déterminé et la configuration finale

du systeme est enregistrée.
3.4.5. Organisation des données du calcul

Décomposition de domaines

Le code est écrit en langage C++ et autorise une programmation dite « orientée objet ».

Ainsi chaque cellule est représentée par un objet, c'est a dire une entité regroupant des

47



informations comme les références aux grains internes et a la membrane (grains et é éments).
Les données sont donc organisées pour optimiser le calcul des contacts notamment. Par
exemple, pour le calcul mécanique, chague grain d une cellule ne voit que les grains de cette
méme cellule. Cette organisation des données en décomposition de domaines (chague cellule
étant un « domaine »), présente I’inconvénient de devoir mettre a jour les données des que
nécessaire. Mais il existe plusieurs avantages, dont les principaux sont la réduction du temps
pour détecter les contacts entre grains internes et la possibilité de paralléliser les calculs.

De plus, chaque objet cellule comporte une liste de « cellulesvoisines», c’est a dire
celles avec lesquelles elle est potentiellement en contact. Ainsi, la recherche d'interactions

entre cellules voisines puis la création d’ éléments « cadhérine » sont accél érées.

Parallélisation via OpenMP

La paraléisation des calculs consiste a traiter des données de maniere simultanée en
exploitant le potentiel des processeurs multi-coeurs afin de réduire le temps d’ une simulation.
Il existe plusieurs techniques pour paralléliser un code. Les méthodes invasives, telles que
I’architecture CUDA développée par NVIDIA utilisent les processeurs graphiques et
nécessitent de réécrire une grande partie du code. D’ autres méthodes sont moins invasives,
comme MPI (norme définissant une bibliothéque de fonctions) ou OpenMP (interface de
programmation pour le calcul multi-coeurs) et sont plus simples a mettre en cauvre.

Pour paralléliser, nous avons choisi aprés plusieurs essais d' utiliser OpenMP pour sa
simplicité, sa portabilité et son caractere peu invasif (il est possible d gouter une couche
OpenMP a un code séquentiel préexistant). Cette interface de programmation est relativement
aisée a mettre en oauvre. Dans le code développé pour la morphogenése de tissus, seules les
boucles de calculs mécaniques (détection des contacts entre grains internes d’une cellule,
entre grains internes et éléments membranaires et entre les cellules) ont été parallélisées. En
effet, tout ne peut étre parallélisé dans un code: pour que cela soit bénéfique en terme de
temps de calcul, chaque itération de la boucle parallélisée doit étre significativement longue
par rapport al’ensemble de laboucle. Si ce n’est pas le cas, le transfert des informations peut
prendre plus de temps que le calcul de I’itération lui-méme et le gain de temps global devenir

nul, voire négatif. Dans ce cas, la parallélisation est inefficace car elle ralentit lasimulation.
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3.5. Tableau de paramétres

3.5.1. Parameétres biologiques

L’ évolution du modéle et les parametres de calcul associés dépendent du scénario de
morphogenese choisi. Les valeurs de ces parametres sont réunies dans le Tableau 3-2.

La formation d'un épithélium par accrétion est pilotée par trois vitesses de
développement (vitesses de croissance et d’ arrivée des cellules, et vitesse de croissance de la
sphére). L'ensemble de ces trois vitesses caractérise la vitesse de développement du
tissu VDT. Si elle est faible, les cellules arrivent, croissent lentement et la sphére grandit
doucement. Les cellules ont donc plus de temps pour S organiser.

Dans le cas du scénario d'épithélium prolifératif, les paramétres de pilotage sont la
vitesse de croissance de la cellule et le rapport entre le nombre de cellules en apoptose et celui
de cellules en division (C'est a dire « taux apoptose/division »). La vitesse de mort cellulaire
(vitesse de disparition des grains internes de la cellule en apoptose) est un paramétre qui est
resté constant pour toutes les campagnes de calculs. Elle est plus rapide que la division ce qui

est conforme aux données biologiques.

vitesse de croissance de lacellule: Vcrs _cellule gout d'un noaud tous les 100 pas de

temps

vitesse d' accrétion des cellules : Vaccrétion gjout de cellule tous les 50 pas de temps

vitesse de croissance de la sphere : Vcrs_sphere augmentation de 5% de la surface de la

spheére tous les 50 pas de temps

vitesse d' apoptose : Vapop suppression de 5 grains tous les 100 pas
de temps

renouvellement des cébles « cadhérines » mise ajour tous les n_cad pas de temps :
n _cad =50

distance minimale pour créer un éément | distance minimae D_cad entre deux

cadhérine grains: D_cad =13 um

taux cellule en apoptose/division 0,1/50u1/3

tailled une cellule nombre de grain interne n_max = 46

Tableau 3-2 : Valeurs numériques des paramétres biologiques.
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3.5.2. Parameétres mécaniques

L es contacts entre les grains ainsi qu’ entre les grains et |es €léments membranaires sont
régis par une loi viscoélastique linéaire avec une rigidité en compression K et une viscosité C.
Ces valeurs sont calculées en fonction des caractéristiques mécaniques respectives des deux
solides en contact, comme suit. Soient deux solides de rigidité K1 et K2 et de viscosité C1 et
C2, dors:

KK,
K, +K,

CGC,
C.+C,

Les éléments « actine » et « cadhérine » n’entrent pas en contact avec les grains, quels
gu’ils soient.
L es propriétés mécaniques de chaque type de grains et d’ éléments sont détaillées dansle

tableau suivant (Tableau 3-3) :
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grain interne rayon:r=25,28,30, 33, 35um
masse : m = 0.003 Kg

rigidité de contact : K = 10 (N/m)
viscosité de contact : C = 0.35 (N/(m.s-1))

grain « membrane » rayon:r=215pm
masse : m = 0.0015 kg
rigidité de contact : K = 13 (N/m)

viscosité de contact : C = 0.5 (N/(m.s-1))

élément « membrane » rayon:r=215pum

masse volumique : m_vol = 0.01 (kg/m3)

force de rappel detraction : EA_trac = 8 (N)

force de rappel de compression : EA_comp =5 (N)
viscosité axiadle: C=0.1 (N/(m.s-1))

rigidité de contact : K = 10 (N/m)

effort detension: Tmin=0.4N ; Tmax = 0.8 N

longueur : Lmin_mb =2 um ; Lmax_mb = 5.5 um

élément « actine » masse volumique : m_vol = 0.1 (kg/m3)

force de rappel detraction : EA_trac = 8 (N)

force de rappel de compression : EA_comp =5 (N)
viscosité axiadle: C=0.1 (N/(m.s-1))

longueur : Lmin_actine=6 um

élément « cadhérine » masse volumique : m_vol = 0.001 (kg/m3)

force de rappel detraction : EA_trac =5 (N)

force de rappel de compression : EA_comp =5 (N)
viscosité axiale: C=0.1 (N/(m.s-1))

longueur : Lmax_cad = 1.3 um

élément de « bord » rayon : r = 1.8 (um)
rigidité de contact : K_contact = 10 (N/m)

pas de temps 0.005 s (cf 3.4.3)

Tableau 3-3 : Valeurs des caractéristiques mécaniques des grains et éléments utilisées dans les

simulations.
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3.5.3. Parameétres numériques

Le choix de la taille des grains qui constituent le modéele de cellule a résulté d’'un
compromis entre le niveau de discrétisation et le temps de calcul pour réaliser un épithélium
numeérique. Pour une taille de grains plus faible, il faut plus de grains pour constituer une
cellule de mémetaille. Le calcul est donc plus précis mais le temps de ce calcul est plus élevé
(il augmente selon le carré du nombre de grains). Afin d effectuer |I’ensemble des calculs
prévus et de permettre un traitement biostatistique de ces données dans un délai raisonnable, il
nous a paru nécessaire de limiter le temps de calcul adix heures maximum pour les plus longs
(C'est a dire le scénario prolifératif avec un taux apoptose/division égale a 1/3), ce qui a

permis de déduire le niveau adapté de discrétisation, ¢’ est adire lataille des grains.

3.6. Les cas d’études

3.6.1. Développement d’un épithélium non prolifératif

Toutes les simulations de morphogenése d’ épithéliums non-prolifératifs formés par
accrétion ont été réalisées sur une surface sphérique, rappelant le modéle de Ciona
intestinalis. Plusieurs vitesses de développement de tissu (voir le paragraphe 3.3.3) ont été
utilisées pour ces simulations. Par ailleurs, une premiére campagne de simulations a été
réalisée avec des ééments « cadhérine » entre les cellules et avec une vitesse de croissance de
cellule fonction de la vitesse de croissance de I’ ceuf. Deux vitesses de développement de tissu
ont été testées pour cette configuration. Une deuxiéme campagne de simulations, avec des
vitesses de croissance indépendantes et sans cadhérine, a permis de tester trois VDT

différentes.

3.6.2. Développement d’un épithélium prolifératif

En ce qui concerne la morphogenése d’ épithéliums prolifératifs, de nombreuses options
de calcul ont été mises en place mais toutes les combinaisons n’ont pas été testées. Tous les
cas étudiés apparaissent dans le tableau suivant (Tableau 3-4). Les cellules qui vont étre
divisées sont déterminées aléatoirement (division «aléatoire») ou suivant un critére
mécanique (division « mécanique ») (cf 3.3.4). De méme, le critére pour déterminer la cellule
gui va entrer en apoptose est aléatoire (apoptose « aléatoire») ou mecanique (apoptose
« mécanique») (cf 3.3.4). Le nombre d apoptose est défini par letaux « apoptose/division
» (sans apoptose, 1 cellule en apoptose pour 5 divisées, 1 pour 3). Les épithdliums se

développent sur une surface sphérique ou sur une surface plane avec des conditions de bord
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de forme carrée (« carrée ») ou circulaire de taille différente (« cercle de petit rayon » ou «
cercle de grand rayon ») ou sans condition de bord (« sans bord »). Le cercle de petit rayon a
la méme aire que la sphere (de diametre 160um) et le cercle de grand rayon aune aire égale a

unefois et demiel’ aire de la sphére.

. taux mode de division-apoptose
condition . axe o i i
Surface de bord | €roissance | . giicion | Critere d'arrét ap_oPt_ose.r‘ aléatoire- {mécanique- | aléatoire-  mécanique-
division aléatoire ! mécanique ! mécanique: aléatoire
4800 noeuds 0 X ; : H
linéaire | géométrique | 4800 noeuds 1/3 X '
4800 noeuds 1/5 X '
. ¢ Gealane Scell > 0.99*S 1/3 X X :
surface linéaire é t A
sphérique ineaire | 9°ometriate | seeil > 0.99%s 1/5 X X X i X
mécanique | géométrigue Scell > 0.99*S 1/3 A X :
Scell > 0.99*S 1/5 X X
Lo . : Scell > 0.99*S 1/3 X X
linéaire mecanique Scell > 0.99%S 1/5 X X
cercle de . R E Scell > 0.99*S 1/3 X X
] | m
petit rayon inéaire | gédmEIGue Scell > 0.99*S 1/5 X X
cercle de g g : Scell > 0.99*S 1/3 X X
I
surface |grand rayon Inésire | geomEridue Scell > 0.99*S 1/5 X X
plane . & g B Scell > 0.99*S 1/3 X X
carree linéaire | géometrique Scell > 0.99%S 1/5 X X
T — t>400 s 1/5 X X
sans bord linéaire | géométrigue t>600 s 1/5 X X

Tableau 3-4 : Casd'éudes des épithéliums prolifératifs.

Dans le Tableau 3-4, on voit que plusieurs critéres d arrét du calcul ont été utilisés.
Tous correspondent a une couverture complete de la surface. Dans un premier temps, c'est le
nombre de grains qui a éé limité. Ensuite, afin d’ étre plus précis, un nouveau critere a été
élaboré. Dans celui-ci, la somme des surfaces de chaque cellule est calculée et est comparée a
la surface finale (celle de la sphére ou celle délimitée par les conditions de bord). La
simulation est arrétée lorsgue la somme des surfaces des cellules est supérieure a 99% de la
surface finale.

En ce qui concerne les simulations sans condition de bord, les calculs sont arrétés aprés
un certain temps (400 a 600 secondes) qui correspond a environ 60 a 90 cellules. Nous

reviendrons sur ces nombres de cellules par la suite (cf. paragraphe 3.7.3).

3.7. Les comptages de la forme des cellules

3.7.1. Introduction

La caractérisation de la morphogénése retenue ici est liée a la détermination de la
topologie du tissu, c'est a dire par I'identification de la forme des cellules. L”hypothése est
faite que le nombre de cétés du polygone formé par une cellule correspond au nombre de ses

voisins immédiats. Ainsi, une cellule de forme pentagonale, hexagonale ou heptagonale sera
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entourée respectivement de cing, six ou sept voisins. La limite de cette définition apparait

toutefoislorsqu’il y a des vertex (Figure 3-10).

-

Figure 3-10 : CEuf mature d’ascidie (Styela clava) montrant un exemple de vertex a quatre dans une
structure ou la presque totalité des vertex sont a trois. Le nombre au centre des cellules formant ce vertex

correspond au nombre de voisins prisen compte.

Dans le cas d'un vertex a quatre par exemple (ici le vertex formé par les cellules
numeérotées dans la Figure 3-10), la cellule voisine mais ne formant qu un contact

« ponctuel » atravers ce vertex, ne sera pas comptabiliseée.

3.7.2. Le comptage expérimental

L e comptage expérimental consiste a dénombrer le nombre de voisins de chague cellule
d'un tissu, et ce, a partir d'images d’ épithéliums. Bien qu’il existe des logiciels permettant de
réaliser cette tache, les comptages des voisins de chaque cellule ont été faits alamain, a partir
dimages réalisees au microscope confocal, par Karim Azzag de I'lSEM. Dans le cas
particulier des épithéliums se développant sur une sphére, une reconstruction 3D de la demi
sphere (Figure 3-11) est effectuée puis un cercle représentant 80% de la surface est tracé.
Seules les cellules a I'intérieur de celui-ci sont prises en compte. Cette démarche permet
d' éviter les erreurs liées au comptage des cellules dont les voisines ne peuvent étre

distinguées.



Figure 3-11 : Reconstruction 3D d’'un ceuf de Ciona intestinalis mature. Ce type d'image sert de

support aux biologistes pour le comptage des cellulesfolliculaires.

3.7.3. Le comptage numérique

Sans condition aux limites

Dans le cas de I’ épithédlium numérique formé sur une sphere, et a la différence des
comptages expérimentaux, |I'ensemble des cellules est pris en compte (Figure 3-12). Une
cellule est considérée comme voisine si I'un de ses ééments membranaires est en contact

avec un grain membrane de la cellule étudiée.

Figure 3-12 : Deux représentations d'un méme tissu avec et sans grains internes. Au centre de

chaque cdllule, est affiché le nombre de sesvaisins.
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Pour les épithéliums formés sur une surface plane sans conditions de bord, les cellules
dont plus de deux grains membranaires consécutifs ne sont pas proches d ééments
membranaires d' une cellule voisine sont exclues du comptage (Figure 3-13). Pour un total de
60 cellules, seules une quarantaine sont ainsi considérées dans le calcul statistique. Pour
pouvoir prendre en compte environ 60 cellules dans ce calcul, il est nécessaire d' atteindre un
nombre global de I’ordre de 90. Ce procédé sert a identifier les cellules se trouvant sur les

bords de I’ agrégat, n’ étant donc pas completement entourées par d autres cellules.

Figure 3-13 : Epithdium formé sans condition de bord. En bleu les cellules prises en compte et en

rouge celles exclues du comptage.
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Avec conditions aux limites

Pour les épithéliums dével oppés dans des domaines fermeés (¢’ est a dire dans des boites
rondes ou carrées), les cellules dont au moins un des grains membranaires est en contact avec

un bord sont également exclues du comptage.

3.8. Analyse biostatistique

L’ analyse statistique est basée sur la notion d’ homéostasie, ¢’ est a dire la capacité d’ un
systeme a conserver son équilibre. Afin daméliorer le traitement statistiqgue des données
issues des modeles numeériques et biologiques, Frangois Rousset, directeur de recherche a
I"Institut des Sciences de I’Evolution de Montpellier (ISEM), a développé une nouvelle
méthode d’analyse appelée homéostasie tissulaire. Elle permet d’ évaluer la sur-dispersion
intra et inter individus et de comparer la distribution polygonale des cellules entre différents
modeles, qu'ils soient biologiques ou numériques. En outre, elle tient compte de la
dépendance entre les formes des cellules dans un méme tissu.

S la forme de chaque cellule est considérée statistiguement comme un tirage
indépendant alorsil est possible d' utiliser la batterie standard de tests et les modéles linéaires
généralisés (GLM). Le modéle avec une erreur distribuée selon une loi multinomiale est
classiquement utilisé pour les données de comptage. Ce modéle peut aussi étre écrit comme
un GLM avec une erreur distribuée comme une loi de Poisson. Cependant, étant donné la
dépendance des formes des cellules entre elles au sein d’'un tissu, il faut utiliser un GLM
guasi-poisson (Venables et Ripley, 2002) pour réaliser les études statistiques des données
numériques et biologiques et ainsi pouvoir les comparer.

D’un point de vue statistique, les tissus formés selon un méme processus (c'est a dire
par accrétion ou par division avec ou sans apoptose) sont appel és réplicats. Pour un individu,
la sur-dispersion, notée d, est la variance de la fréquence d'une forme de cellule entre
réplicats ramenée a la valeur attendue dans un modele multinomial. Elle mesure la déviation
par rapport a une forme de cellule compl éement indépendante de laforme des autres cellules.

La vaeur de I’'homéostasie h est h = 1 — d. Elle est déterminée pour un ensemble de
tissus formeés par un méme processus. Cette valeur varie entre —1 et 1 et permet d’ évaluer la
capacité d’'un processus de formation de tissus a maintenir une régularité de topologie
cellulaire. Si h =1, il n'y a pas de variance entre les tissus de I’ échantillon : la probabilité de
trouver deux formes de cellule identiques entre deux individus est plus élevée que la

probabilité de trouver deux formes de cellule identiques au sein d’un méme individu. Le
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processus de formation produit des tissus tous identiques. Si h = -1, la variance entre
individus et entre les formes de cellule d'un individu est maximum. La probabilité de trouver
deux cellules d’une méme forme entre deux individus est moins élevée que la probabilité de

trouver deux cellules identiques dans un méme tissu. L’ organisation épithéliale est instable et

peu reproductible.
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4. Résultats expérimentaux et numériques

Dans cette partie, sont présentés les résultats des distributions polygonales des
épithéliums étudiés expérimentalement et d’ un point de vue numérique, la discussion de ces
données étant exposée dans la partie suivante. Pour chague cas, les résultats issus des études
expérimentales et numériques donnent la distribution du nombre de voisins des cellules. Les
valeurs d’ homéostasi e topol ogique ne sont présentées que pour les résultats expérimentaux et
les simulations correspondantes afin de pouvoir les comparer.

Trois types d épithéliums monocouches ayant comme différence leur mode de
formation et/ou leur géométrie sont étudiés expérimentalement. Les simulations d’une part
reprennent ces caractéristiques de développement et de géométrie et d autre part vont plus
loin en développant d’ autres types de tissu a partir de diverses hypotheses : mécaniques, de

géométrie, de condition aux limites.

4.1. Expérimentation sur des épithéliums folliculaires de Ciona

intestinalis

4.1.1. Morphogenése du systeme folliculaire

La topologie d'un tissu est une fagcon de caractériser sa morphogenése. Or pour
comprendre cette topologie, il est nécessaire d’ étudier le mode de formation de I’ épithélium.
La morphogenese des épithéliums folliculaires qui recouvrent les ovocytes d ascidies est peu
décrite dans lalittérature. Nos partenaires biologistes ont donc disséqué des gonades de Ciona
intestinalis afin d’ observer les caufs a différents stades de maturation et de mieux comprendre
la morphogeneése des cellules folliculaires. 1l existe deux hypotheses expliquant le
recouvrement des ovocytes d ascidies par les cellules folliculaires. La premiére suppose que
I’ ovocyte est couvert de cellules folliculaires primaires qui se divisent ensuite pour former
deux couches cellulaires: celle de cellules de latesta sur I cauf et celle de cellulesfolliculaires
au dessus (Sugino et al., 1987). La seconde hypothése suggere gue I’ ovocyte est d’abord
recouvert par les cellules de la testa qui se divisent, puis par les cellules folliculaires
provenant du milieu extérieur (Mancuso, 1965). Les travaux présentés ici montrent que la
surface de I'cauf est progressivement recouverte de cellules folliculaires au cours de

I’ ovogénese (Figure 4-1).
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Figure 4-1 : Séquence d’images prises en microscopie fluor escente montrant des ovocytes de Ciona
intestinalis a différents stades de maturation. Les filaments d’actine des cellules folliculaires sont révélés
par marquage avec de la phalloidine-FITC (vert) et les noyaux des cellules de la testa sont mis en évidence
par le DAPI (bleu).

De plus, des expériences de double margquage spécifique de la phase S et de |’ apoptose
ont permis de mieux comprendre le mode de recouvrement de I’ovocyte par les cellules
folliculaires. Les plus petits caufs (de 30 & 80 um de diametre) sur lesquels ont été réalisées
ces expériences sont tres peu recouverts par ces cellules. Des observations analogues ont été
faites sur des caufs mesurant jusgu’ a 140 um de diamétre (non compléement couverts) alors
gu’ en fin de maturation, les cellules folliculaires occupent latotalité de la surface de I’ ovocyte
qui peut mesurer jusqu'a 190 wm. Au cours de toutes les expérimentations de dissection,
aucune image de division cellulaire et d’ apoptose n’'a été observée. Ces résultats confirment
donc les travaux sur |’ apoptose des cellules folliculaires de Ciona intestinalis (Martinand-
Mari et al., 2009) et sont en accord avec ceux de Mancuso (Mancuso, 1965). Le systéme
folliculaire de I'ascidie Ciona intestinalis est donc considéré comme constitué d’'un
épithélium monocouche a base polygonale non prolifératif, formé par un processus

d accrétion au cours de |’ ovogenese.

4.1.2. Fréquence des polygones et homéostasie

Les distributions des polygones de plusieurs épithéliums de Ciona intestinalis ont été
déterminées pour étudier leur topologie. Les fréguences sont proches de celles obtenues
théoriquement, d’ aprés le théoreme de Descartes-Euler (ou relation d’Euler) pour un objet
sphérique composé de 60 polygones (48 cellules hexagonales et 12 cellules pentagonales). Si
on consideére un polyédre ou s est e nombre de sommets, a le nombre d’ arétes et f le nombre
de faces alors, d’'apres ce théoreme, s— a + f = 2. Si la sphére est recouverte uniquement
d’ hexagones, larelation n’est pas satisfaite. 1l faut au minimum 12 pentagones pour qu’elle le
soit. Les comptages faits a partir d’ceufs de Ciona intestinalis ont donné des résultats

présentant un ordre topologique dont les proportions sont 63% de cellules hexagonales, 29%
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de cellules pentagonales et 7% de cellules heptagonales. Ces résultats sont présentés sous
forme d’ un histogramme alafin de cette partie (Figure 4-19).

Les épithéliums qui couvrent I’ ovocyte de Ciona intestinalis présentent une distribution
réguliere de polygones. Pour ces tissus non prolifératifs formeés par accrétion, le calcul de la
valeur de I'homéostasie effectué a partir d’autres comptages de la distribution de cellules
polygonales sur des caufs de Ciona intestinalis, a donné une valeur de 0.73 (Azzag, 2011 ;
Azzag et al., 2012). Cette valeur d’ homéostasie proche de 1 montre que, pour ces épithéliums
non prolifératifs, les formes cellulaires sont interdépendantes. La faible variance entre les
fréquences de polygones confirme que I’ organisation épithéliale est stable et reproductible
entre ovocytes.

Ces travaux ont permis de montrer que les épithéliums folliculaires d’'ascidies se
forment par accrétion et qu'ils sont non prolifératifs. L’organisation de ces tissus en
monocouches cellulaires est réguliere et les distributions de polygones d' un individu a I’ autre

sont reproductibles.

4.2. Expérimentation sur des épithéliums prolifératifs de cellules COS

4.2.1. La morphogenése des cellules COS

Les cellules COS sont classiquement utilisées en culture cellulaire mais rarement dans

le cas d’ un épithélium sphérique monocouche (Figure 4-2).

Figure 4-2 : Epithélium monocouche sphérique de cellules COS. Vue en coupe (a) et d’ensemble (b).

Sur I'image (b) la fléche montre une division en cours.
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La formation sphérique de cet épithélium monocouche est particulierement intéressante
dans le cadre de I’ é&ude de I’ influence de la géométrie sur |a topologie des tissus prolifératifs.
Des épithéliums constitués a partir de la méme lignée cellulaire et formés sur une sphere ou
sur un plan vont pouvoir étre comparés.

Différentes expériences ont été réalisées pour mieux comprendre la cinétique de mise en
place de ce type de structure. Lors de la culture de cellules COS en suspension (sur substrat
hydrophobe), elles s associent et ensemble prennent une forme sphérique. Certaines d’ entre
elles se différencient et servent de support a d autres cellules en suspension. Initialement, la
formation de I’ épithélium est caractérisée par I’ accrétion de cellules. Ensuite de nouvelles
cellules viennent encore se fixer par accrétion tandis que celles déa présentes se divisent, et
ce, jusqu’ au recouvrement complet de la sphére. Ensuite I’ organoide continue de croitre : son
rayon augmente et les cellules se divisent a sa surface. Saformation fait intervenir I’ accrétion
de cellules et leur division. L’importance de ces deux processus dépend de la concentration de
cellules en suspension dans le milieu de culture (plus la concentration est forte, plus le
processus d’ accrétion est important). Les expériences menées ont permis de constater que la
sphére totalement recouverte de cellules continue de croitre grace aux divisions cellulaires
(Figure 4-2 (b)). Le processus d'apoptose est aussi présent dans la formation de cet
épithélium. Les organoides formés par les cellules COS ressemblent donc a des ascinis
présentant a leur surface un épithélium monocouche qui se forme par accrétion, puis

prolifération et apoptose.

4.2.2. Fréquence des polygones et homéostasie

Des comptages ont été effectués sur des épithéliums de cellules COS cultivées en
suspension et sur des substrats adhérents. Les distributions des polygones sont proches pour
les deux conditions de cultures: 4% de tétragones, 30% de pentagones, 40% d’ hexagones,
20% d’ heptagones, 4% d’ octogones (Figure 4-19) et quelques cellules a 9 et 10 cotés. La
géométrie sphérique ou plane de la monocouche cellulaire n’'influencerait donc pas la
topologie du tissu. La distribution de formes cellulaires observée est celle qui est retrouvée
dans la mgjorité des épithéliums prolifératifs du monde vivant (cf. Figure 2-6 issue de Gibson
et Gibson, 2009).

Lavaleur de I"homéostasie pour ces épithéliums est de 0.07 pour les cellules adhérentes
et de 0.16 pour les cellules en suspension. Ces valeurs sont proches. La géométrie influence

donc peu la topologie épithéliale. Ce résultat laisse donc la possibilité de pouvoir comparer
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des épithéliums développés sur une sphére et sur un plan en excluant un effet possible de la
géométrie. Par ailleurs, le fait que les valeurs d’ homéostasie soient proches de 0 signifie que
les formes des cellules sont indépendantes, |a structure de I’ épithélium n’est pas stable et sa
reproductibilité est faible. Ces résultats traduiraient le réle désorganisateur de la division

cellulaire au sein d’ un épithélium.
4.3. Expérimentation sur des épithéliums columnellaires de disques d’aile

4.3.1. La morphogenese des épithéliums de disques d’aile

Les disques imaginaux de Drosophila melanogaster, du fait de leur croissance rapide,
se prétent bien a |’ étude de la morphogenése épithéliae. Les techniques développées par nos
partenaires biologistes permettent notamment d’'inhiber |’ apoptose (Figure 4-3) au sein de ces

tissus et ainsi d’ étudier son influence sur latopologie épithéliale.

Figure 4-3 : Image au microscope de cellules columnellaires (en bleu) de deux disques d’aile de
mouche. Disques avec mar quage de |’ apoptose (en rouge) : pour un disque d’aile de mouche sauvage (a) et

pour un disque pour lequel I'apoptose est inhibée (b). Barres d’ échelles: 10 um.

4.3.2. Fréquence des polygones et homéostasie

Les épithéliums columnellaires sont prélevés dans la poche de I'aile, plus précisément
dans la lame de I'aile sur des disques d'aile au 3°™ stade larvaire. Les comptages sont
effectués a partir d'images du pble apical et permettent de déterminer la distribution des
formes des cellules columnellaires. Le pdle apical est idéal pour I’ analyse topologique parce
gue les cellules en division remontent vers celui-ci et que I’ épithélium est plus organisé par

rapport au pble basal ou lesliaisons intercellulaires sont absentes (Figure 4-4).
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Figure 4-4 : Image réalisée au microscope confocal montrant les p6les apical (a) et basal (b) d’'un

épithélium columnellaire. Barresd’ échelles: 10 um.

Les résultats obtenus montrent que ces épithéliums ont des distributions de polygones
sensiblement identiques, a savoir quelques tétragones, 22% de pentagones, 50% d’ hexagones,
22% d’ heptagones et quelques cellules a8, 9 et 10 cotés.

Les valeurs de I’homéostasie pour les épithéliums formés avec et sans apoptose sont
respectivement de + 0.34 et — 0.19. La variance entre les formes de cellules dans le cas des
épithéliums pour lesgquels I’ apoptose est inhibée est plus importante que pour ceux formeés
avec de |’ apoptose. L’ inhibition de I’ apoptose dans le disque d' aile n’influence toutefois ni la
taille finale du disque, ni la distribution moyenne de la forme polygonale des cellules.

Les valeurs d homéostasie montrent ainsi que |’ apoptose stabilise 1a morphogenéese

épithéliale sans modifier latopologie cellulaire ¢’ est adire la distribution des polygones.

4.4. Simulation d’épithéliums non prolifératifs

4.4.1. La morphogenése d’épithéliums non prolifératifs

La simulation de formation d épithéliums non prolifératifs par accrétion vise a
reproduire les résultats obtenus a partir de systemes folliculaires d’ caufs d’ ascidies. Rappelons
la morphogenése du tissu numérique: dix cellules contenant trois grains internes sont
positionnées a éatoirement sur la sphere, de nouvelles cellules arrivent s'il est possible de les
placer également aléatoirement entre celles d§ja présentes. La sphére ainsi que les cellules
existantes et arrivantes croissent. Les cellules forment a la fin de la simulation un tissu

confluent recouvrant la totalité de la sphére (Figure 4-5). La vitesse de développement du
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tissu (VDT) est définie par |I’ensemble de trois vitesses: la vitesse d’ arrivée des nouvelles

cellules, lavitesse de croissance des cellules et 1a vitesse de croissance de |’ oauf.

a)

Figure 4-5 : Etapes de développement d'un épithélium formé par accrétion de (a) a (d). La derniére

structure (e) est équivalente al'avant derniére (d), sansreprésentation desgrainsinternes.

Deux campagnes de calculs ont été réalisées: une avec des él éments « cadhérine » qui
lient les cellules et I’autre sans lien. La particularité de la premiére série de ssimulations est
gue la vitesse de croissance des cellules est proportionnelle a celle de la sphere. Pour la
seconde série, ces deux vitesses sont indépendantes. Ces deux modéles reposent ainsi sur des
hypothéses proches mais non similaires.

Les séries de calculs sont effectuées a partir de configurations initiales différentes
(positionnement des cellules) et les cellules qui arrivent sont placées aléatoirement. Ceci
confere un aspect non déterministe aux simulations. Chaque calcul fournit donc un résultat

original.

4.4.2. Prise en compte des cadhérines

La premiére campagne de simulations de développement d’ épithéliums non prolifératifs
avec des éléments « cadhérine » a été réalisée en considérant deux vitesses de dével oppement
de tissu(VDT) : I'une lente et l'autre rapide (calibrée par rapport aux résultats
expérimentaux). Les résultats obtenus (Tableau 4-1) ont éé déterminés a partir de 8
(respectivement 9) simulations pour une VDT lente (respectivement rapide). Le nombre final

moyen de cellules par tissu est d’ environ 59.

Tableau 4-1 : Résultats de la moyenne du nombre de voisins par cellule (%) et del’ écart-type (ET)
pour deux séries (lente et rapide) de simulations de for mation de tissus par accrétion avec prise en compte

des cadhérines.
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Les distributions de polygones de ces épithéliums sont assez proches entre elles ainsi
gue de celles observées pour les épithéliums folliculaires de Ciona intesinalis (cf. 4.1.2). On
note toutefois une nuance. La distribution de I’ épithélium réalisé avec une VDT rapide est la
plus proche de celle observée expérimentalement alors que, pour celle issue des résultats de
simulations réalisées avec une VDT lente, le nombre d’ hexagones est plus important et le
nombre de cellules de forme non hexagonale est plus faible.

Les deux valeurs dhoméostasie calculées pour ces résultats sont relativement
comparables. Pour 1a VDT lente, h=0.72 et pour la VDT rapide, h=0.64. Ces valeurs élevées
de h (proches de la valeur expéimentale qui est de 0.73, cf. paragraphe 4.1.2) confirment la
stabilité de latopologie épithéliale, al’image de celle observée pour Ciona intestinalis. Enfin,
lavariation de laVDT parait peu influencer la topologie épithéliale méme si I'on peut trouver
une éventuelle tendance a voir cette stabilité de la topologie diminuer avec I'augmentation de

laVDT. Ceci reste toutefois a confirmer par des études complémentaires avec d'autres VDT.

4.4.3. Sans prise en compte des cadhérines

Pour cette seconde campagne, a la différence de la premiere, les tissus se forment sans
élément « cadhérine » et les vitesses de croissance des cellules et de I’ ceuf sont indépendantes.
Une VDT de « référence », se rapprochant des résultats expérimentaux (effectués a partir de
Ciona intestinalis), a é&té déterminée puis a été multipliée par 2 et respectivement divisée par 2
pour donner deux nouvelles VDT : une « rapide » et une « lente » tel que:

VDT,
VDT, gyerge = VDT, = — 2

référence lent 2

Pour chaque VDT, une dizaine de calculs ont été effectués aboutissant a des tissus
d’ environ 59 cellules. Les résultats issus de ces simulations sont présentés dans le Tableau
4-2.

Tableau 4-2 : Résultats des distributions des formes polygonales des cellules issues de simulations

pour trois VDT différentes, sans prise en compte des cadhérines.

La distribution de polygones de I’ épithélium obtenu avec la VDT de référence est

encadrée par les deux autres. Plus la VDT est lente, plus le nombre d’hexagones semble
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augmenter alors que le nombre de pentagones et d’ heptagones parait en diminution, les autres

formes polygonal es restant stables.

4.4.4. Synthese

La simulation de la morphogenese d’ épithéliums formés par accrétion avec ce modéle a
permis de montrer la possible influence du paramétre de VDT et d’ évaluer une tendance de sa
variation sur topologie épithélide. Plus la VDT est lente, plus le nombre de cellules
hexagonales semble augmenter et le nombre de cellules non hexagonales diminuer. Au-dela,
les résultats issus des deux séries de simulations, bien gqu'ayant éé calculés avec des
hypotheses différentes (avec ou sans cadhérines, variation des vitesses de croissance) ont

donné des distributions de polygones assez proches.

4.5. Simulation d’épithéliums prolifératifs sur une surface sphérique

4.5.1. Introduction

Les expérimentations biologiques ont montré que les caractéristiques topologiques et
organisationnelles de certains épithéliums sont indépendantes de la géométrie (sphérique ou
plane) sur laguelle ils se forment. La plupart des simulations d’ épithéliums prolifératifs ont
donc été réalisées sur des surfaces sphériques afin de s affranchir du probléme des conditions
de bord et également de pouvoir prendre en compte le plus grand nombre de cellules dans les
comptages (voir le paragraphe 3.7.). Des ssimulations avec des conditions de bord différentes

ont toutefois été réalisées pour évaluer leur possible influence sur latopologie.

4.5.2. La morphogenése de I’épithélium prolifératif

Les épithéliums prolifératifs se développent uniquement grace la division cellulaire,
avec ou sans apoptose. s ont été implémentés pour reproduire les résultats issus des
expérimentations biologiques, estimer le réle des conditions de bord et évaluer I’influence de
parametres inaccessibles a I’ expérimentation. Le scénario de prolifération se déroule comme
suit : quinze cellules sont positionnées aléatoirement sur une surface (plane ou sphérique),
elles croissent puis se divisent et/ou meurent jusgu’ a recouvrir compléetement la surface. La
encore, |les résultats des calculs sont tous originaux car les conditions initiales sont différentes.
Ils le sont d’autant plus que la division et I’ apoptose peuvent étre déterminées al éatoirement
dans certains cas d'éudes. Ces choix donnent un caractére non déterministe a la

morphogeneése épithéliale (Figure 4-6).
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Figure 4-6 : Image au cours du développement d'un épithélium prolifératif. Les cadres indiquent

des cellules en division ou en apoptose.

Les résultats présentés ci-aprés sont issus de simulationsavec plusieurs options
potentielles : surface de développement du tissu sphérique ou plane, sans condition de bord ou
avec (forme circulaire ou carrée), croissance « linéaire » ou « mécanique » des cellules, choix
de I’axe de division « géométrique » ou « mécanique », taux d’ apoptose/division de 0, 1/5 ou
1/3, mode de division « mécanique » ou « aéatoire » et mode d’ apoptose « mécanique » ou
« aéatoire » (cf. paragraphe 3.2.4 et 3.2.5).

4.5.3. Influence du taux apoptose/division

Pour estimer I'influence du taux apopotose/division, trois séries de 11, 10 et 9
simulations ont été calculées avec troistaux : 0, 1/5 et 1/3. Lors de ces calculs, I’ épithélium se
développe sur une surface sphérique, les cellules ont une croissance « linéaire » et se divisent
selon un axe de division « géométrique ». Le calcul est arrété lorsque e modél e contient 4800

grains, ce qui correspond a environ 65 cellules.

mode de taux tétragone pentagone hexagone heptagone octogone Nombre de | Nombre moyen
division-d'apoptose apoptose/division o ET o ET o ET o ET o gT | simulations de cellules
0 3.3% 18 ||333% 46 [44.0% 87 | 18.1% 438 1.1% 12 11 65,7
aléatoire-aléatoire 1/5 34% 1.0 343% 4.6 43 3% 6.1 16.9% 27 1.9% 1.3 9 65,1
173 2.9% 22 f1313% 36 [S500% 37 [146% 23 1.2% 14 10 65,1

Tableau 4-3 : Pourcentage du nombr e de voisins des cellules pour un épithélium prolifératif limitéa
4800 grains.
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Les résultats de ces ssimulations (Tableau 4-3) montrent que I’ épithélium ayant un taux
d’ apoptose/division de 1/3 est celui qui est constitué de plus de cellules hexagonales et le
moins de cellules non hexagonales, ce qui indique que c'est celui qui aboutirait a
I’ organisation se rapprochant le plus des motifs « parfaits» d’ Euler (Poincaré, 1893). Ce
résultat est en accord avec les valeurs d’homeéostasie. Pour un taux d’ apoptose/division de
respectivement 1/3, 1/5 et O, les valeurs d’ homéostasie sont de 0,54, 0,47 et 0,26. Ces résultats
suivent les mémes tendances que ceux obtenus chez la drosophile ou, plus le taux d’ apoptose
est important, plus la valeur de |I’"homéostasie est élevée, c’'est a dire que la topologie

épithéliale est plus stable et plus reproductible d’un tissu al’ autre.

4.5.4. Comparaison des deux modes de division et d’apoptose

L’intérét des simulations dont les résultats sont présentés ci-dessous (Tableau 4-4), est
de permettre une comparaison de I'influence des modes de division et d apoptose
(« aléatoire» ou « mécanique ») sur |’organisation topologique. Pour ces simulations, les
épithéliums se développent sur une surface sphérique, la croissance des cellules est
«linéaire» et la division s effectue selon un axe de division « géométrique ». Le calcul
S arréte lorsque la somme des surfaces des cellules est supérieure a 99% de la surface de la
sphere a la différence de ceux présentés dans le paragraphe précédent 4.5.3. Deux taux
d’ apoptose/division sont testés : 1/3 et 1/5.

mode de taux tétragone pentagone hexagone heptagone oclogone Nombre de | Nombre moyen

division-d'apoptose | apoptose/division @ ET % ET o ET % ET % gET | simulations | de cellules

. . 113 4 4% 31 [[354% 35 |#47% 58 | 150% 38 || 04% 07 1 62,0
aléatoire-aléatoire
1/5 43% 23 35.6% il 45 2% 56 13.7% 2.3 1.2% 15 10 61,7
g o 1/3 1.8% 21 34 8% 52 53.2% 78 10.3% . 0,0% 00 13 61,6
mecanique-mecanijue

1/5 1.0% 1.1 || 351% 34 [540% 57 || 99% 33 | 0% 0.4 19 60.8
aléatoire-mécanique 1/5 405 24 | 34.7% 52 [[469% 94 13.5% 50 0.9% I3 1 61,1
mécanique-aléatoire 1/5 2 4% 1.8 | 36,3% 33 | 48,6% 79 136% 68 0,1% 0,5 1 619

Tableau 4-4 : Résultats issus d'épithéliums formés a partir de cellules qui se divisent et/ou entrent

en apoptose (processus " aléatoire" ou " mécanique") avec une croissance « linéaire ».

Pour |’ensemble des ssimulations, les épithéliums contiennent environ 61 cellules. Les
tissus formés a partir d'un mode de division et d’ apoptose « aléatoire-aléatoire » ont une
distribution de polygones proche de celle observée au paragraphe précédent. Les comptages
sur les tissus formés avec un mode de division et d apoptose « mécanique » présentent
toutefois un pourcentage d’ hexagones (53,2% et 54%) plus important et d’ heptagones moins
important (10,3% et 9,9%) par rapport a ceux formés pour un mode de division et d’ apoptose
« aléatoire-aléatoire » (44,7% et 45,2% d hexagones; 15,1% et 13,7% d heptagones). Les
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pourcentages des autres formes cellulaires sont par contre relativement proches. En ce qui
concerne les épithéliums formés avec les modes de division et d apoptose « aléatoire-
meécanique » ou « mécanique-aléatoire », les résultats sont encadrés par ceux des deux

configurations précédentes.

4.5.5. Evaluation de I'effet de la croissance mécanique

La croissance « mécanique» permet une croissance cellulaire uniquement dans un
environnement mecanique favorable, c'est adire si les cellules sont peu contraintes, sinon les
effets dynamiques ne permettent pas d’ atteindre un état d’ équilibre du systeme. A I'inverse,
la croissance « linéaire » impose une croissance en fonction du temps indépendamment des
conditions mécaniques environnantes, c'est a dire une vitesse suffisamment faible pour
atteindre un état d' équilibre relatif. La comparaison des résultats suivants (Tableau 4-5) avec
ceux du paragraphe 4.5.4, permet d’ évaluer I'impact du type de croissance cellulaire sur

| organi sation des tissus.

mode de taux 1éragone pentagone hexagone heptagone oclogone Nombre de | Nombre moyen

division-d'apoptose | apoptose/division o ET % ET o ET % ET % gT | simulations | de cellules

L L 13 4 .0% 25 36,9% 49 39,1% 51 16,7% 3l 2 9% 1.6 11 764
aléatoire-aléatoire ”
/5 4.4% 27 3I55% 4.1 39.7% 3.6 17.5% 29 2.8% 1.2 12 718
p—— —— 1/3 0.8% 09 334% 31 48 8% 62 16.4% 36 0.4% 06 9 803
mécanique-mécanique

/5 0.9% 13 31,7% 29 53.9% a5 13.2% 36 0.3% 08 11 72,1

Tableau 4-5 : Pourcentage moyen du nombre de voisins de chaque cellule pour des épithéliums

formés avec une croissance « mécanique ».

Cette comparai son montre que les taux d’ hexagones sont plus faibles et corrélativement
le nombre d’ heptagones plus important dans les épithéliums formeés a partir de cellules qui
croissent selon un critére « mécanique » par rapport aux tissus dont la croissance est
«linéaire». Les répartitions des autres formes cellulaires sont, par contre, quasiment
inchangées.

Au-dela, le nombre moyen de cellules par épithélium est plus important avec une
croissance cellulaire « mécanique ». Etant donné que le développement des cellules n' est pas
imposé, le nombre de cellules adultes est moins élevé. En effet, un plus grand nombre de
cellules conservent une dimension inférieure a la taille adulte car elles ne sont pas dans des
conditions mécaniques favorables pour poursuivre leur croissance. Elles sont ains trop
contraintes par les autres cellules ce qui entraine un arrét de leur croissance (phénoméne de

confinement).

70



4.5.6. Evaluation de 'effet de la division selon un axe « mécanique »

Pour I’ensemble des simulations précédentes, les cellules sont divisées selon un axe
«géométriqgue». Un éément actine est créé entre les deux grains membranaires
diamétralement opposés et les plus proches (voir paragraphe 3.2.4).

Les résultats suivants (Tableau 4-6) ont été obtenus a partir d épithéliums formés avec
des cellules se divisant selon un axe « mécanique ». La direction de I’élément d’ actine est

calculée apartir de celle de la direction principale de contrainte de la cellule.

Tableau 4-6 : Pourcentages issus d'épithédliums formés de cellules se divisant selon un axe

«mécanique ».

La comparaison de ces résultats (Tableau 4-6) avec ceux du paragraphe 4.5.4 (division
selon un axe « geométrique », Tableau 4-4) montre qu’ils sont relativement proches, et ce
pour toutes les formes cellulaires a I’ exception des hexagones ou |I’on observe une légére
baisse de 45.2% a 40.0% et de 54.0% a 50.7%.

4.5.7. Synthése

Le modéle numérique permet de reproduire la morphogenése d'un épithélium
prolifératif et de faire varier de nombreux paramétres tels que le taux apoptose/division, le
mode de division et d apoptose, le type de croissance de la cellule et I orientation de |’ axe de
division. En considérant d’' une part les simulations faites avec un mode de division-apoptose
« aléatoire-aléatoire» (Figure 4-7) et, d'autre part, celles avec un mode « mécanique-
meécanique » (Figure 4-8), on constate que la variation du taux d apoptose/division modifie
peu lafréguence des polygones. En outre, en comparant ces deux modes de division-apoptose,
on remarque que le nombre d hexagones est plus élevé tandis que celui de tétragones et
d’ octogones I'est moins pour le mode «mécanique-mécanique» par rapport au mode
« déatoire-aléatoire ».
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Figure 4-7 : Distribution des polygones des épithéliums prolifératifs formés sur une sphére avec un
mode de division-apoptose « aléatoire-aléatoire». Les informations entre parenthéses indiquent dans

I'ordre: letaux d'apoptose/division, le type de croissance, le critére de formation de I’ axe de division.
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Figure 4-8 : Distribution des polygones pour un épithélium prolifératif formé sur une sphére avec
un mode de division-apoptose « mécanique-mécanique ». Les informations entre parenthéses indiquent
respectivement : le taux d’apoptose/division, le type de croissance, le critére d'orientation de I'axe de

division.
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On observe que ces distributions issues des résultats numériques (environ 35% de
pentagones, 50% d’ hexagones, 10% d heptagones et quelques tétragones et octogones)
suivent celles obtenues expérimentalement (22%-30% de pentagones, 40%-50% d’ hexagones
et 20%-22% d’ heptagones cf. paragraphes 4.2.2 et 4.3.2).

4.6. Simulation d’épithéliums prolifératifs sur surface plane

4.6.1. Introduction

Laformation simulée d’ épithéliums prolifératifs se développant sur une surface plane se
déroule de maniere analogue a celle décrite pour les épithéliums se formant sur une surface
sphérique. Quinze cellules sont positionnées aéatoirement, puis elles se divisent et/ou
meurent jusqu’a ce qu’elles recouvrent I’ensemble de la surface. Les simulations avec des
conditions aux limites permettent d’évaluer leur influence sur la topologie épithéliae. Ces
conditions sont matérialisées par des grains bloqués en déplacement (dans les directions x, y
et 2) et liés par des éléments de bords. Ces grains peuvent étre disposés en forme de cercle ou
de carré pour créer des « boites » virtuelles (Figure 4-9). Les triangles liés a chaque grain sur

un bord permettent de visualiser |es déplacements bloqués.
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Figure 4-9 : Boites de formes et tailles différentes: carrée d'aire S (a), circulaires d’aire S (b) et
circulaired’aire1,5x S(c).

Pour les études de développement d épithéliums sur des surfaces planes, seuls les
modes de division-apoptose « aléatoire-aléatoire » ou « mécanique-mécanique » et le taux
d apoptose/division varient. La division est systématiquement effectuée selon unaxe de

division « géométrique » et la croissance des cellules est «linéaire ». Ces modes ont été

73



retenus car ils constituent les cas extrémes du développement d’ épithéliums sur une surface
sphérique.

Les simulations d’ épithéliums prolifératifs avec des conditions aux limites ont un critére
d arrét équivalent a celui des ssimulations d’ épithéliums formés sur une surface sphérique (le
calcul s arréte quand la somme des surfaces des cellules est supérieure a 99% de la surface
délimitée par les bords). En ce qui concerne les calculs sans condition aux limites, le critere
d arrét est le temps : au dela d’ une valeur déterminée arbitrairement, le calcul est stoppé.

Dans un premier temps, deux conditions aux limites de géométries différentes
(circulaire et carrée) sont considérées. Les deux espaces (carré et circulaire) délimités par ces
conditions ont la méme aire, laquelle correspond a la surface de la sphére servant de support
au développement d épithéliums prolifératifs. La derniere série de ssimulations est effectuée
avec des conditions aux limites circulaires dont la surface est égale a une fois et demi celle
des surfaces précédentes. Ce dernier cas d étude permet, en effet, de prendre en compte plus
de cellules afin d'améliorer le calcul statistique de la distribution des polygones. En effet, on
ne prend pas en compte pour ces calculs les cellules en contact avec les limites des boites.
Ceci permet de saffranchir de I'effet de bord bien mis en évidence dans les figures suivantes
(Figure 4-10 et Figure 4-11) et de ne considérer ainsi que les cellules entourées uniguement

d'autres cellules.

4.6.2. Boite circulaire de surface S = Ssphére

Les résultats présentés dans le tableau suivant (Tableau 4-7) sont ceux issus de
simulations de développement d épithéliums prolifératifs sur une surface plane avec des
conditions aux limites circulaires délimitant une surface (S) de la méme aire que la surface de
la sphere utilisée précédemment comme support de développement (notée Ssphére). Lafigure
suivante (Figure 4-10) montre comment le tissu, par son développement, amene les cellules a

remplir I’ensemble de la surface délimitée par le bord circulaire périphérique.
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Figure 4-10 : Image de fin de la simulation du développement d’un tissu dans une boite circulaire
d’'aire Ssphére.

Pour ces simulations, un nombre moindre de cellules est pris en compte dans les
statistiques. En effet pour une méme aire sur une surface sphérique, environ 60 cellules sont
considérées alors que sur une surface plane avec des conditions aux limites seules une
guarantaine de cellules sont étudiées (celles non au contact du bord).

Tableau 4-7 : Résultats des distributions des formes polygonales des cellules pour un épithélium

formé sur une surface plane avec des conditions aux limites de forme circulaire (S=Ssphere).

L es résultats des distributions obtenus avec un taux d’' apoptose/division de 1/3 et de 1/5
sont trés semblables. La comparaison des distributions issues des résultats des modes de

division-apoptose « aléatoire-aléatoire » et « mécanique-mécanique » montre que le nombre
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d’ hexagones est moins important dans le premier cas alors que le nombre de tétragones est

plus élevé. Les fréquences des autres formes polygonal es restent proches.

4.6.3. Boite carrée de surface S = Ssphére

Les smulations de développement d épithédliums prolifératifs sur une surface plane
délimitée par des conditions de bord de forme carrée suivent (Figure 4-11) le méme processus
de formation gque pour une boite ronde (Figure 4-10). Les résultats correspondants, présentés
dans le tableau suivant (Tableau 4-8), ont les mémes caractéristiques que celles présentées au
paragraphe précédent.

-~ -
Figure 4-11 : Image de fin d'une simulation d'un épithélium prolifératif avec des conditions aux
limitesdeformecarréed’'aire Ssphére.

Le nombre de cellules prises en compte pour les calculs statistiques est |égérement

moins éevé pour ce cas d’ étude que pour le précédent (boite ronde) : environ 40 contre 42

précédemment.
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Tableau 4-8 : Résultats des distributions des formes polygonales des cellules pour un épithélium
plan formé dans une boite carr ée (S=Ssphére).

Comme constaté précédemment, la variation du taux apoptose/division influence
faiblement la distribution des polygones. Néanmoins, pour le mode division-apoptose
« aléatoire-aléatoire », les pourcentages du nombre de pentagones sont de 30.7% et 39.0%.
Cette différence est toutefois a nuancer, a cause du faible nombre de simulations (5 et 4). La
comparaison des modes « aléatoire-aléatoire» et « mécanique-mécanique» montre une
augmentation du nombre d hexagones et une diminution du nombre de pentagones et de

tétragones.

4.6.4. Boite circulaire de surface S = 1.5 xSsphére

Figure 4-12 : Image de fin de la simulation du développement d’un tissu dans une boite circulaire
d’'aire 1,5 x Ssphére

7



L es résultats figurant dans le tableau ci-dessous (Tableau 4-1) sont issus de simulations
effectuées dans les mémes conditions que celles du paragraphe 4.6.2 al’ exception de la taille

du cercle. Dans le cas présent, |’ aire totale de la surface considérée est S= 1.5 x Ssphere.

Tableau 4-9 : Résultats des distributions des formes polygonales des cellules pour un épithélium

plan avec des conditions aux limites de forme circulaire (S=1.5 x Ssphére).

De méme que pour les deux cas déude précédents, la variation du taux
d’ apoptose/division influence peu la distribution de polygones. La comparaison des deux
modes de division-apoptose « aléatoire-aléatoire » et « mécanique-mécanique » montre que la
encore le nombre d’ hexagones augmente alors que le nombre de tétragones diminue. Les

pourcentages des autres formes polygonales restent stables.

4.6.5. Sans condition de bord

Pour les épithéliums se développant sur une surface plane sans condition de bord, la
simulation est arrétée aprés un certain temps (t > 400 sou t > 600 s, cf. paragraphe 3.6.2). Les
premiéres séries de simulations ont été arrétées pour t > 400 s. Afin d’avoir plus de cellules
prises en compte dans le calcul statistique, les simulations ont ensuite été arrétées at > 600 s.
Au début de la simulation, quinze cellules sont positionnées aléatoirement dans le plan
(Figure 4-13 (a)), elles se divisent ensuite et/ou meurent pour finalement former un épithélium
(Figure 4-13 (b)).
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Figure 4-13: Simulation sans condition aux limites. (a) situation initiale. (b) fin dela simulation.

Les résultats du tableau Tableau 4-10 sont obtenus a partir de quatre séries de onze
simulations. Les paramétres variables sont le mode d’ apoptose et de division (aléatoire ou

meécanique) ainsi que le critered arrét (t > 400 sett> 600 9).

mode de tore darré Iétragone pentagone hexagone heptagone octogone Nombre de | Nombre moyen
division-d'apoptose enfore et % ET % ET % ET % ET % ET simulations de cellules
. . t>400s 84% 62 [38.1% 65 |[423% 70 |106% 49 | 0.6% 13 n 324
aléatoire-aléatoire
t>600s 52% 34 [405% 83 |[433% 7.7 ||103% 50 | 0.7% 1.0 11 483
] . 1>400s 72% 53 [46,7% 7.0 [438% 10,7 ||23% 32 [[00% 00 11 20,2
mécanique-mécanique
t>600s 0% 32 ||4510% 58 |484% 74 | 31% 23 [ 03% 10 1 33,6

Tableau 4-10 : Résultats des distributions des formes polygonales des cellules pour un épithélium

formé sur une surface plane sans condition aux limites.

Les distributions des polygones des épithéliums arrétés pour un tempst > 400 s et pour t
> 600 s, sont proches pour les deux modes division-apoptose (aléatoire-aléatoire et
mécanique-mécanique). La comparaison de la distribution des polygones entre ces deux
modes montre une augmentation du nombre de pentagones et d’ hexagones et une diminution
du nombre d’ heptagones pour le mode division-apoptose « al éatoire-aléatoire » par rapport a
celui « mécanique-meécanique ».

On peut noter qu’ en augmentant le temps de dével oppement du tissu de 50% (de 400 s a
600 s), le nombre de cellules augmente également d’ environ 50% : le nombre total de cellules
dans ces épithéliums est d’ environ 65 (respectivement 95) pour les calculs arrétés at > 400 s

(respectivement t > 600 s). Le pourcentage de cellules dont le nombre de voisins est compté
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(se reporter au paragraphe 3.7.3 pour la description de la méthode utilisée) oscille donc entre
un demi et un tiers du nombre total de cellules. Le tissu est donc constitué de nombreuses

cellules dont peu sont prises en compte dans la détermination de sa topologie.

4.6.6. Synthese

La figure ci-dessous montre que les distributions sont proches pour les différents cas de
conditions aux limites si I’on considere les modes division-apoptose « aléatoire-aléatoire »
(Figure 4-14) et «mécanique-meécanique» (Figure 4-15). Le taux d apoptose/division
influencerait donc peu la distribution épithéliale. Pour chacune des quatre configurations, il
apparait cependant une augmentation des hexagones en comparant le mode division-apoptose

« aéatoire-aléatoire » et « mécanique-mécanique ».

70% Bcercle (S, 1/3)
Bcercle (S, 1/5)
60% - Ocarre (S, 1/3)

" carre (S, 1/5)
cercle (1.5*S, 1/3)

50% 1 cercle (1.5%S, 1/5)
” | Bsans bord (1/5, t> 400s)
2 40% 1 : sans bord (1/5, t > 600s)
¥
= 30%
20%
4 5 6 7 8

Nombre de cellules voisines

Figure 4-14 : Histogramme des distributions de polygones d'épithéliums prolifératifs formés avec

un mode de division-apoptose « aléatoir e-aléatoire ».
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Figure 4-15 : Histogramme des distributions de polygones d'épithéliums prolifératifs formés avec

un mode de division-apoptose « mécanique-mécanique ».

Les résultats des simulations avec prise en compte de conditions aux limites sont
proches entre eux. En les comparant a ceux des simulations sans considération de condition
aux limites, on constate une variation de la distribution: augmentation du nombre de
pentagones et diminution du nombre d’hexagones. Un résultats intéressant est donc que la
forme des conditions de bord ne semble donc pas influencer la topologie épithéliale alors que

leur absence ou leur présence semble la modifier sensiblement.

4.7. Synthese

4.7.1. Epithéliums non prolifératifs : résultats biologiques et numériques

Les simulations de la morphogenese d’ épithéliums formés par accrétion avec le modele
mécanique ont permis de retrouver les résultats expérimentaux, de mettre en évidence le
parameétre de vitesse de développement du tissu (VDT) et d évaluer I’ effet de la variation de
cette VDT sur latopologie épithéliale. Sur lafigure suivante (Figure 4-16), on voit que, quelle
gue soit la valeur de VDT utilisée, les résultats numériques restent proches des résultats
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expérimentaux. Plus précisément, ces derniers sont encadrés par la VDT rapide (borne
inférieure) et les VDT lentes (bornes supérieures). Autrement dit, plusla VDT augmente, plus

le nombre de cellules hexagonal es diminue pendant que celui des non hexagonales croit.

A @expérience
S VDT 1 lent
W% ® VDT 1 rapide
VDT 2 lent
60% ® VDT 2 reference
® VDT 2 rapide
50%
% 40%
=
30%
20%
10%
0% - i | -

4 5 6 7 8
Nombre de cellules voisines

Figure 4-16 : Histogramme des distributions de polygones des épithéliums non prolifératifs
expérimentaux et numériques. VDT 1 correspond a la premiére campagne de calculs et VDT 2 a la

seconde (cf. paragraphes 4.4.2 et 4.4.3).

4.7.2. Epithéliums prolifératifs : résultats biologiques et numériques sur sphére

La comparaison des résultats des ssimulations faisant varier le taux apoptose/division (0,
1/5 et 1/3) et ceux issus d expériences sur la drosophile (pour lesquelles |’ apoptose a été

inhibée ou pas) montrent que les tendances sont globalement semblables (Figure 4-17).
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Figure 4-17 : Histogramme des distributions de polygones des épithéliums prolifératifs

expérimentaux et numériques.

Les résultats issus des épithéliums de drosophiles avec ceux issus des simulations
d épithéliums prolifératifs sphériques montrent que I’ évolution du rapport apoptose/division
influence peu la fréquence des formes polygonales des cellules. En outre les valeurs

d homéostasie suivent les mémes tendances (cf. 4.5.3).

4.7.3. Epithéliums prolifératifs : numériques sphériques et numériques plans

Les résultats précédents ont montré que les nombres de polygones pour des taux
d’ apoptose/division de 1/3 et de 1/5 sont trés proches. Pour les deux modes de division-
apoptose « aléatoire-aléatoire » ou « mécanique-mécanique », deux taux d’ apoptose/division
de 1/3 et 1/5 ont été étudiés. Les données ont été fusionnées (Figure 4-18) pour comparer
directement les résultats entre ces deux modes.

La comparaison des distributions de polygones pour les épithéliums prolifératifs formés
sur des surfaces sphériques ou planes avec ou sans condition de bord ne fait apparaitre que de
|égeres différences pour un méme mode de division-apoptose. Néanmoins, on retrouve une

méme tendance qui est I’augmentation du nombre d’ hexagones pour le cas « mécanique-
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meécanique » par rapport au mode « aléatoire-aléatoire », et ce dans tous les cas étudiés

(Figure 4-18).
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Figure 4-18 : Distribution des polygones issus des simulations d’épithéliums prolifératifs. Ils se
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développent sur une sphéere ou sur un plan. Les informations entre parenthéses indiquent le mode de
division-apoptose, le type de croissance et le critére pour I'axe de division. Les termes « aléatoire» ou
«mécanique » signifient donc que les modes de division-apoptose adoptés sont « aléatoire-aléatoire » ou
« mécanique-mécanique ». L e second terme « linéaire » ou « mécanique » indique le type de croissance des
cellules. Le troisiéme terme donne le critére pour le choix de I'axe de divison «mécanique» ou
géométrique ». Pour les épithéliums plans, le dernier terme indique la surface délimitée par les conditions
debord.

On remarque qu’ un calcul de simulation de morphogenese proliférative serait plus long
sur une surface plane que sur une sphére. En effet, les cellules au bord de I’ épithélium ne sont

pas prises en compte pour le calcul de latopologie.

4.7.4. Accrétion et prolifération
La distribution des polygones est quas identique pour les deux types d épithéliums

prolifératifs ¢’ est a dire ceux formés par division avec ou sans apoptose. Les épithéliums non

prolifératifs formés par accrétion présentent néanmoins plus d’ hexagones (Figure 4-1).
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Figure 4-19 : Histogramme des distributionsissues desrésultats expérimentaux.
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Figure 4-20 : Histogramme des distributions issues de quelques simulations r epr ésentatives.
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On observe une méme tendance pour les distributions issues des résultats
expérimentaux et numérigues pour les épithéliums prolifératifs, c’est a dire les épithéliums
issus des cellules COS adhérentes et en suspension ains que pour les épithdiums
columnellaires de drosophiles. La distribution des polygones au sein des tissus de Ciona
intestinalis se distingue par un nombre plus éevé d’ hexagones et moindre d' heptagones. Par
ailleurs, en ce qui concerne les valeurs d’ homéostasi e issues des résultats expérimentaux, elles
sont plus élevées pour |’épithélium formé par accrétion (Ciona Intestinalis) que pour les
épithéliums prolifératifs (COS et drosophile).
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5. Analyse et confrontations des modeles expérimentaux et

numeériques

Les résultats expérimentaux et numeériques ont été exposés dans le chapitre précédent
montrant les distributions de polygones dans des tissus prolifératifs et non prolifératifs, de
géométrie sphérique et plane. Dans un premier temps, nous analyserons les deux modes de
formation de ces épithéliums (non prolifératifs et prolifératifs) puis nous les confronterons
afin de mettre en évidence leurs points communs et différences. Enfin, nous verrons I’ intérét
du modele granulaire et en quoi |’ approche multidisciplinaire constitue un réel atout dans

I é&tude de la morphogeneése épithéliale.
5.1. Morphogenése des épithéliums non prolifératifs

Les dissections effectuées, par nos collégues biologistes, sur les ovocytes de Ciona
intestinalis montrent que I’ épithélium de cellules folliculaires se forme par accrétion autour de
I’ oeuf en croissance, et ce, sans apoptose ni division. Au cours du développement, les cellules
du tissu sont soumises a des contraintes biologiques et physiques. La croissance des cellules
et de I’ cauf, conjuguée a I’ arrivée de nouvelles cellules, semble amener une augmentation de
la pression intercellulaire. Ce processus de formation va donner a chague cellule sa forme et,
par conséquent, la topologie du tissu.

D’arcy Thompson a montré que des cellules, si elles sont également contraintes sur une
surface, adoptent des formes hexagonales proches dune structure en nid d abeille
(Thompson, 1917). Les épithéliums de cellules folliculaires de Ciona intestinalis tendent vers
celle-ci, avec plus de 60% de cellules hexagonales. |ls présentent donc des caractéristiques
organisationnelles particulieres. La valeur de I’'homéostasie proche de 1 traduit une forte
reproductibilité entre tissus, donc une forte stabilité du processus de morphogenese. La

formation de ce tissu est un exemple d’ auto-organisation sur une surface sphérique.

Les expérimentations biologiques ne permettent toutefois pas de tester certains
parameétres, en particulier physiques, considérés comme clefs dans la formation d’ épithélium.
Le modele numeérique associé au scénario d accrétion a d’ abord permis d étudier le rble des
contacts intercellulaires. Les simulations d'accrétion sur une sphére reproduisent la
morphogenese de |’ épithélium de cellules folliculaires autour I’cauf de Ciona intestinalis.

Elles représentent fidélement la physique de ce milieu en considérant les interactions entre
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cellules et en autorisant un déplacement des cellules sur la surface. Les résultats issus des
simulations sont comparables aux résultats expérimentaux en terme de distribution de
polygones et de valeur d’ homéostasie, ce qui démontre la pertinence du modele pour le
scénario d'accrétion. Le fait de pouvoir reproduire de telles topologies en considérant
uniquement certains aspects physiques du phénomene et en négligeant les réactions bio-
chimiques ou moléculaires montre I’importance des interactions physiques entre cellules et

leur réle dans |’ organisation finale de I’ épithélium.

Une question se pose, toutefois: les liens intercellulaires formés par les cadhérines
jouent-ils un réle prépondérant dans cette organisation tissulaire ou celui-ci pourrait-il étre
négligeable devant les efforts de contact au niveau des membranes cellulaires ? En effet, les
deux séries de simulations faites avec et sans élément « cadhérine » ont présenté des résultats
assez proches, pouvant mener a penser a un role négligeable dans le processus de
morphogenése. Toutefois, il est & noter que, dans les simulations effectuées avec ééments
« cadhérine », la vitesse de croissance des cellules est dépendante de la vitesse de croissance
de I’cauf alors qu'elles sont indépendantes pour les calculs sans élément « cadhérine » (cf.
paragraphe 4.4.2 et 4.4.3). De plus le critére d arrét des ssimulations n’est pas identique : dans
le premier cas le calcul s arréte quand le systeme compte 4800 grains, dans le second lorsgque
99% de la sphere est recouvert. Ainsi, les modeles présents n'étant pas exactement identiques,
des développements complémentaires, associés a des expé&imentations en présence
dinhibiteurs ou dactivateurs de ces liaisons, sont nécessaires avant de conclure

définitivement.

Les simulations ont aussi permis de mettre en avant la vitesse de développement du
tissu (VDT). Elle regroupe trois vitesses: celle d’arrivée des cellules sur I'oauf, celle de
croissance des cellules et celle de croissance de I’ ceuf. Le développement du tissu semblant
notamment soumis aux contraintes physiques entre cellules voisines, il est intuitif de supposer
gue plus I’ épithédlium est formé lentement, plus les cellules ont le temps de s organiser sur
I’ cauf, tendant vers des motifs plus réguliers et plus reproductibles. Ce raisonnement est
confirmé par les résultats des simulations. En effet, les tissus formés avec un développement
lent sont congtitués d'un plus grand nombre de cellules hexagonales et la valeur de
I”’homéostasie est plus proche de 1, caractérisant ainsi la forte reproductibilité du processus. A

I"inverse, dans le cas d’un développement rapide, les tissus comptent moins de cellules de
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forme hexagonale et la valeur d’ homeéostasie est plus faible, ce qui indique une moindre

reproductibilité.

En résumé, ce modele n’a pas été complétement exploité et peut fournir encore des
résultats utiles, notamment en ce qui concerne le réle des cadhérines, et permettre de mieux

comprendre la morphogenese des épithéliums cellulaires monocouches formeés par accrétion.

5.2. Morphogeneése des épithéliums prolifératifs

5.2.1. Etude comparée expérimental - simulation

Les épithéliums de cellules COS cultivés en suspension ou dans le plan forment une
monocouche cellulaire. Ces tissus prolifératifs, qui se forment sur une surface sphérique et
plane, présentent une méme distribution de polygones et des valeurs d’ homéostasie proches,
ce qui démontre que la forme sur laquelle se développent les tissus n’influence pas leur
topologie. Toutefois, ces valeurs dhoméostasie sont proches de 0 ce qui indique que le
processus de formation tissulaire est moins stable et moins reproductible que celui des
épithéliums non prolifératifs. La principale différence entre les deux modes de morphogenése
de ces tissus réside dans le fait que la multiplication et la mort de cellules interviennent, en
plus de la croissance cellulaire, dans le développement des épithéliums prolifératifs. Sil est
assez naturel de penser que la division cellulaire joue un réle «moteur » dans la
morphogenese tissulaire, se pose la question du réle de la mort cellulaire programmeée sur sa
stabilité.

L’ apoptose est un processus qui peut étre vu comme le pendant de la division cellulaire
et remplit probablement une fonction influente dans le renouvellement du tissu. Son inhibition
dans les cellules du disque d'ale de drosophile a permis de montrer son rdle dans
I’ organi sation topol ogique de I’ épithélium (cf. paragraphe 4.7.4). En effet, la variation du taux
d’ apoptose (avec ou sans) ne perturbe pas la distribution de formes polygonales des
cellulescar les fréquences sont proches. L’'analyse statistique a, en revanche, révélé une
augmentation de la variance des formes cellulaires pour les épithéliums sans apoptose. Les
résultats montrent donc une méme distribution de polygones mais des valeurs d homéostasie
différentes. Quand la mort cellulaire programmée est inhibée, la valeur de |’homéostasie
diminue, ce qui indique que la forme d'une cellule entre de tels épithéliums est moins
dépendante de celle des autres cellules. L’apoptose jouerait ainsi un rdle majeur sur

I'interdépendance des formes de cellules. Au-dela, la mort d’une cellule libére des degrés de

89



liberté au sein du tissu ce qui facilite sa réorganisation (Toyama et al., 2008). Par conséquent,
I’inhibition de I’apoptose fait croitre les contraintes dans I'épithélium et diminue les
possibilités de réorganisation. L’ apoptose permettrait donc une plus grande reproductibilité et

stabilité de latopologie épithéliae.

Par ailleurs, les ssimulations numériques réalisées en considérant des épithéliums se
développant sur une surface sphérique sont plus rapides que celles d’ épithéliums se formant
sur des surfaces planes (pour un méme nombre de cellules pris en compte dans le calcul
statistique). De plus, nous avons vu précédemment que la géométrie adoptée par le tissu
n'influencait pas sa topologie. Ces raisons ont donc conduit a simuler la morphogenése
d épithéliums prolifératifs sur une surface sphérique, puis a les comparer aux résultats
expérimentaux de tissus se développant dans le plan (épithédliums columnellaires de
drosophile), toujours dans le but d'étudier I'effet de I'apoptose. Trois taux division/apoptose
(pas d’ apoptose, 1 cellule qui meurt pour 5 qui se divisent, 1 cellule qui meurt pour 3 qui se
divisent) ont été testés, pour une proportion de cellules en division fixée a 7% du nombre total
dans I’ épithélium. Les résultats issus de ces simulations confirment I’ effet régulateur de
|’ apoptose sur la stabilité épithéliale observé expérimental ement.

Les valeurs d homéostasie (h) suivent en effet les mémes variations numériguement et
expérimentalement : plus la proportion de cellules en apoptose est importante (Ile maximum
étant de 1 cellule en apoptose pour 3 cellules en division), plus la valeur de h augmente. De
plus pour les trois taux division/apoptose testés, les distributions de polygones sont proches
entre elles et de celles observées expé&imentalement, ce qui confirme également I'intérét

potentiel du présent modele pour I'étude de la morphogenése de tissus prolifératifs.

Par ailleurs, d aprés les données de lalittérature (Milan et al., 1996 ; Milan et al., 1997),
le taux apoptose/division lors du développement du disques d'aile est d’ environ 1/3,69. Les
taux utilisés dans le modéle numérique sont de 0, 1/5 et 1/3, ce qui encadre cette valeur
expérimentale. La détermination de ce taux pour d’ autres épithéliums biologiques pourrait
toutefois donner de nouvelles pistes de réflexion. Des taux numériques d’ apoptose/division
plus importants (1/2 ou plus) pourraient étre testés, mais dans ce cas les calculs dureront plus
longtemps. Plus on augmente le renouvellement cellulaire (i.e. augmentation du nombre
d’ apoptoses), plus le tissu va mettre du temps pour se former. Par exemple, une augmentation

de ce ratio entrainerait-elle |'apparition de cellules cancéreuses voire de tumeurs ?
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Numériquement, la variation du taux apoptose/division est simple a mettre en oauvre en deux
dimensions avec le modéle existant. Les tumeurs observées sur des tissus biologiques sont
cependant le plus souvent des épithéliums en trois dimensions. Pour de telles simulations, il
serait nécessaire de changer de modéle ou de le faire évoluer vers un modele 3D. Une telle
évolution nécessiterait beaucoup d’ adaptations. Dans ce cas, il ne suffit plus de considérer une
cellule formeée de grains dans un polygone mais dans un polyédre. Le cas le plus smple serait
de considérer un icosaedre. |l faudrait également, par exemple, non plus considérer un contact
entre grain et éément (grain interne — élément membranaire et grain membranaire — é ément
membranaire) mais entre grain surface! Le temps de calcul augmenterait exponentiellement.
Cependant, il est possible d'imaginer une hyperprolifération 2D en distinguant deux
populations de cellules. L’ une d’ entre elle serait assortie d’ une vitesse de croissance et/ou un
pourcentage de division plus important que I’autre. Ainsi, les deux populations seraient

mélangées mais la population a plus forte croissance serait plus importante.

5.2.2. Etude numérique de l'influence de paramétres difficilement accessibles en

expérimentations

Les simulations d’ épithéliums prolifératifs sur une surface sphérique permettent, d’'un
point de vue mécanique de s affranchir des problémes de conditions aux limites. En outre,
I’intérét du modele est d éudier la variation de parametres physiques inaccessibles aux
expérimentations biologiques. Parmi les simulations numériques réalisées, le choix de I’ axe
de division selon un critere mécanique (par exemple de méme direction que celle de la
contrainte principale de la cellule) n’apporte pas de résultat différent par rapport a une
division « géométrigue » pour laquelle I’ axe est défini par les deux grains membranes les plus
opposés et les plus proches. Il faut noter que le plus souvent ces deux choix de directions de
division, bien que déterminés par des méthodes différentes, donnent des orientations assez
proches. Est-ce a dire que ces deux approches sont quasiment équivalentes ? Rappelons qu’ en
mécanique, il existe un lien fort entre les efforts mécaniques dans un systéme et sa géométrie.
Une étude de la différence angulaire entre ces deux directions et son suivi au cours des
simulations permettrait de vérifier ce lien potentiel dans le cas du choix de |’ axe de division.

L’ étude de la croissance cellulaire s appuie sur deux campagnes de simulations : celles
appliquées a des épithéliums pour lesquels la croissance des cellules est déterminée selon un
critere « mécanique » (c'est adire lorsque I’ état de contrainte de la cellule est inférieure & une
valeur fixée) et celles pour lesguels la croissance est « linéaire» (c’'est a dire que la cellule

croit linéairement dans le temps). Les distributions des polygones correspondantes varient peu
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entre ces simulations. Toutefois, il est a noter que le nombre de cellules est plus important
pour un épithélium a croissance « mécanique ». Les cellules trop contraintes ne croissent pas
et restent donc a une taille inférieure a leur taille adulte sans se diviser ni mourir. Leur taille
demeure constante jusqu’a ce que leur environnement mécanique soit plus favorable (C'est a
dire que la pression des cellules voisines diminue). Dans ce cas, elles croissent a nouveal.
Etant donné que beaucoup de cellules sont dans ce cas, un plus grand nombre de cellules est
nécessaire pour recouvrir la surface de la sphere, ce qui expligue la différence du nombre final
de cellules. Par ailleurs, il est plausible de penser que, certes, il existe des gradients de
contraintes au sein d’un épithélium, mais que ceux-ci doivent probablement étre faibles et
contrélés notamment par la croissance et I’adhésion cellulaire. La croissance « mécanique »
permettrait ainsi d’ éviter des disparités importantes d’ état de contrainte au sein du tissu, de
I”homogénéiser d’un point de vue mécanique.

Le modele permet auss de déterminer les cellules a diviser et a faire mourir,
aléatoirement ou en fonction de leur état de contrainte. Ainsi, dans le cas de la division et de
I’ apoptose aléatoire, la cellule est désignée au hasard. Pour ladivision «mécanique »
(respectivement |’ apoptose « mécanique »), ¢’ est la cellule lamoins (la plus) contrainte qui se
divise (qui meurt). L’ étude comparative des quatre modes de division-apoptose (« aéatoire-
aléatoire », « aléatoire-mécanique », « mécanique-aléatoire» et « mécanique-mécanique »)
montre que les épithéliums formés par division-apoptose « aléatoire-aléatoire » ont le moins
de cellules de forme hexagonale et que ceux formés en « mécanique-mécanique » en ont le
plus. Les distributions issues de ces deux modes sont toutefois proches et encadrées par les
deux distributions précédentes. || semble que ce soit la conjugaison des deux processus et leur
caractere mécanique qui modifie la distribution polygonale. Le fait que les cellules les plus
contraintes entrent en apoptose permet en effet de libérer des espaces libres dans le tissu et de
favoriser la réorganisation des cellules. La division des cellules les moins contraintes permet
au tissu de croitre sans augmenter son état de contrainte. La conjugaison de processus
mécaniques aurait-elle plus d'impact sur I’organisation du tissu? Il est probable qu'un
épithélium qui se développe via une croissance mécanique et un mode de division-apoptose
« mécanique-mécanique » soit plus homogéne en terme de répartition d’ états de contrainte et

présente plus d’ hexagones.

Lors de ces simulations, le tissu se développe sur une surface délimitée par des
conditions de bord de forme circulaire ou carrée d’ aire égale ala surface de la sphére ou a une

fois et demie sa surface, ou sans bord. Toutes les simulations sur une surface plane sont
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effectuées avec une croissance «linéaire» et avec des cellules se divisant selon un axe
« géométrique ».

L es distributions des polygones entre le cas d’ un développement avec une aire égale ala
surface de la sphére ou a une fois et demie cette surface, sont proches. En considérant le mode
de division-apoptose « aéatoire-aléatoire » ou « mécanique-mécanique », les conditions de
bord n’influencent pas la distribution des polygones.

Les simulations d’ épithéliums sur une surface plane sans condition de bord font figures
d’ exception. Ces conditions sont trés différentes de celles appliquées précédemment ou, sur la
surface sphérique comme sur la surface délimitée par des conditions de bord, les cellules de
I épithélium sont contraintes a s organiser sur une surface finie. En I’ absence de condition de
bord, les pressions appliquées aux cellules sont moindres. Dans ce cas, le nombre
d hexagones et de pentagones sont les mémes. Pour le cas de la division-apoptose
« mécanique-mécanique », le nombre d' heptagones diminue par rapport au mode « aléatoire-
aléatoire». L’épithélium étant moins contraint du fait de la division et de I'apoptose
«mécanique », S goute le fait qu’ en I’ absence de condition de bord les cellules peuvent se

réorganiser plus facilement car I’ espace dans lequel le tissu se développe est infini.

L’ étude expérimentale d’ épithéliums prolifératifs de cellules COS a montré que les
distributions des polygones pour les développements dans le plan et sur une sphére sont
proches. De méme, les distributions issues des résultats des simulations dans le plan et sur une
sphere sont globalement trés semblables, malgré un nombre d hexagones |égerement
supérieur dans le plan. En outre, les résultats numériques et expérimentaux sont voisins. La
encore le modéle numérique, reproduisant les résultats expérimentaux, quelle que soit la
géométrie sur laquelle le tissu se développe, savere étre un candidat robuste et souple pour

|'étude de la morphogenése d'épithéliums.
5.3. Comparaison entre épithéliums prolifératifs et non prolifératifs

Ladivision cellulaire est connue pour influencer I’ organisation des tissus (Gibson et al.,
2006). Les vaeurs de I’homéostasie topologique montrent que les formes des cellules sont
plus indépendantes les unes des autres entre individus dans le cas d’ épithéliums prolifératifs
(h < 0,34), notamment sans apoptose (h = — 0,19), que dans celui d’ épithéliums formés par
accrétion (h=0,73). La division cellulaire introduit ainsi un facteur perturbateur dans

I’ organisation du tissu et sa morphogenése.
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Par ailleurs, les résultats obtenus a partir des modéles de tissus biologiques et
numériques indiquent que les épithéliums prolifératifs sont moins organisés et moins stables
gue les tissus non prolifératifs. 1ls présentent moins d' hexagones et leur valeur d’ homéostasie
est plus faible. La géomeétrie des cellules constituant un épithélium formé par accrétion est
ains tres dépendante de celle de ses voisines, au contraire de ce qui a été observé pour les
épithéliums prolifératifs. La morphogenése des premiers est principalement influencée par le
temps de réorganisation des cellules, alors que pour les seconds |’ apoptose et la division
cellulaire jouent un réle déterminant dans le réarrangement topologique. En fait, la relative
désorganisation de la structure du tissu due a la division céelulaire semble notamment
compensée par |'apoptose. Ceci pourrait expliquer la reproductibilité de la distribution des
polygones dans les épithéliums prolifératifs. Les fréquences de polygones (environ 30% de
pentagones, 50% d hexagones et 20% d’ heptagones) et I’homéostasie de 0,4 apparaissent
comme des caractéristiques de la stabilité topologique des épithéliums prolifératifs. Ce
processus apparait ains comme « optimise » pour associer au mieux croissance et stabilité
épithéliale.

5.4. Intérét du modéle numérique discret

La smulation de la morphogenese épithéliale nécessite, pour rendre compte des
observations expé&rimentales, de modéliser un flux de matiere entrant, permettant |’ accrétion
et la croissance, et/ou sortant, autorisant la mort cellulaire. Le systéme mécanigue considéré
doit, dés lors, étre ouvert comme c'est le cas parfois en mécanique des fluides, mais plus
rarement en mécanique des solides (milieux continus, structures, etc.). C'est entre autres pour
ces raisons que |’ approche développée par Nelson n’a pas été retenue dans le cadre de cette
these. Les milieux divisés tels que le modele granulaire développé ici permettent de prendre
en compte cet aspect. En effet, I’gout de nouveaux grains lors de la croissance cellulaire et
I’ augmentation des longueurs des éléments membranaires d’ une part, ainsi que la diminution
des ééments membranaires, la suppression de grains et des éléments membranaires lors de
|’ apoptose d’ autre part, sont les entrées et les sorties de ce systeme mécanique ouvert. Un tel
flux de matiere permet de renouveler et/ou de le faire croitre, selon une quantité de matiere
entrante par rapport a la quantité de matiére sortante.

L’ approche granulaire pour un tel systeme ouvert constitue un réel atout par rapport aux
approches classiques en meécanique des milieux continus ou des structures comme les

systemes de tenségrité. En effet, gjouter ou supprimer un grain, alonger ou raccourcir un
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elément, permet de faire évoluer la masse et la géométrie du systéme en le perturbant a
minima. Les mouvements de chague cellule et les formes gu’ elle adopte, poursuivent ainsi
leurs évolutions spécifiques. Ces mouvements sont absents par exemple dans le modele
développé par Jamali et ses collaborateurs qui considerent par ailleurs un ensemble de cellules
toutes identiques (Jamali et al., 2010).

En outre, la description proposee, de part sa simplicité, permet d avoir des temps de
calcul raisonnables de I’ ordre d’ une dizaine d' heures en fonction du scénario choisi. De plus,
étant donnée la quantité d’ information disponible et la discrétisation du systeme, ce type de
modeél e apparait performant bien que restant encore a optimiser.

Par ailleurs, I'approche granulaire n'exclut ni la représentation d'une structure
cytosguelettique évolutive ni la possibilité d une description tridimensionnelle d' un tissu

constitué de cellules interconnectées (cf. chapitre suivant).

5.5. Intérét de I'approche multidisciplinaire

L’ analyse combinée des études biologiques, statistiques et mécaniques a permis de
mettre en lumiére des clefs organisationnelles de la morphogenése épithéliale. Cette étude
pluridisciplinaire s appuie sur des modéles biologiques variés (Ciona intestinalis, épithéliums
de cellules COS et épithéliums columnellaires de drosophile), le développement d outils
statistiques spécifiques a |’ analyse intra et inter tissulaire ainsi que sur un modele numeérique
granulaire permettant de tester une large gamme de parametres, notamment ceux difficiles a
contréler expérimentalement. Les allers-retours successifs entre observations expérimental es,
analyses statistiques et simulations numériques avec une attention particuliére portée aux
ressemblances entre objets réels et virtuels, ont permis de mieux comprendre certains facteurs
importants qui animent |la morphogenese épithéliale (vitesse de développement, taux
d’ apoptose et de division) et qui peuvent I'influencer (réle de la surface de développement).
Aing, il a été possible de montrer que le caractere dynamique de la morphogenese épithéliale
est fondamental (vitesse d accrétion, renouvellement cellulaire via la division et I’ apoptose)
pour I’organisation du tissu et qu'il peut étre garant de la reproductibilité des tissus entre

individus.

95



6. Vers de nouveaux travaux

Les chapitres précédents ont été consacrés a la description de modeles granulaires de
morphogenése et aux résultats qu’ils ont produits. Rappelons que cette approche constitue une
premiere étape dans |’ étude numérique de la morphogenese. Les travaux présentés dans cette
partie du mémoire concernent des ébauches de nouvelles simulations dans de nouveaux
contextes et des pistes d’ évolution possibles de ces modeles.

Dans un premier temps, d’ autres ssmulations de morphogenese par accrétion ont été
testées pour générer des tissus composés d un nombre plus important de cellules. Nous
verrons que de tels épithéliums conservent |es propriétés topologiques d’ un tissu a 60 cellules,
comme observeé expérimentalement. Ensuite, un modéle de tissu de type « hyperprolifératif »,
c'est a dire composé de cellules ayant des durées de cycle différentes est présenté. Puis, une
nouvelle modélisation de cellule dite « treillis », destinée a prendre en compte les parametres
liés a sa structure interne, est décrite. La représentation d’un cytosquelette dans ce modele
offre de nouvelles perspectives, mais présente certaines difficultés. Tenant compte de ce
constat, un second modele granulaire de cellules est proposeé. Il permet de résoudre une partie
des problémes posés par |’ approche treillis tout en conservant ses avantages. Enfin, nous
discuterons de I'intérét de son intégration dans |'approche développée pour la morphogenese

afin de simuler la structuration des réseaux du cytosquelette lors du développement tissulaire.

6.1. Conservation de la structure folliculaire sur les ceufs d’ascidies

L’ cauf de Ciona intestinalis est notre modele expérimental de référence pour étudier la
formation d’ épithéliums par accrétion cellulaire (paragraphe 2.3.1). Ciona intestinalis n’est
cependant que I’ un des tres nombreux représentants de la famille des ascidies (plus de 2300).
L’ étude de quatre autres espéces (Ascidiella aspersa, Molgula citrina, Phallusia mammillata,
Syela clava) par nos collégues biologistes a montré gu’ un méme morphotype de la structure
folliculaire des caufs est retrouvé chez ces ascidies et qu'il est analogue a celui de Ciona
intestinalis (Figure 6-1). Seul varie le nombre de cellules folliculaires recouvrant les ceufs
(entre 60 chez Ciona intestinalis et 350 chez Styela clava).
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Figure 6-1 : Systéme folliculaire des oafs d’ascidies. Le nombre de cellules folliculaires pour
chaque espéce est donné par n. (a) Ciona intestinalis (n=60), (b) Ascidiella aspersa (n=150), (c) Molgula
citrina (n=200), (d) Phallusia mammillata (n=300), (e) Styela clava (n=350).

Aprés avoir simulé la morphogenese de I’ cauf de Ciona instestinalis (paragraphe 3.3.3.),
il a paru intéressant de tester le modele sur des systemes d’ accrétion avec un plus grand
nombre de cellules. Les simulations reposent sur le méme principe : dix cellules sont placées
aléatoirement a la surface d'une sphére, elles croissent en méme temps que la sphére tandis
gue de nouvelles cellules arrivent et se positionnent al éatoirement dans les espaces libres.

L’ accrétion d’un nombre de cellules plus élevé a toutefois nécessité de modifier les
vitesses de croissance des cellules et de I'cauf ainsi que celle d accrétion. Des nouvelles
valeurs ont été déterminées empiriquement par « essais et erreurs » afin d obtenir un nombre
final de cellules proche de celui observé expérimentalement. Deux morphogeneses
d épithéliums folliculaires d’ cauf d'ascidie ont ainsi été simulées ; elles correspondent aux
especes Ascidiella aspersa et Molgula citrina, pour lesquelles le nombre de cellules
folliculaires est respectivement de 150 et 200 (Figure 6-2).

Figure 6-2 : Simulation de morphogenése folliculaire sur un cauf d’'Ascidiella aspersa (gauche) et

Molgula citrina (droite). Le nombre de cellules en fin de simulation est respectivement de 145 et 213.
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Les distributions de voisins des cellules (Tableau 6-1) pour ces simulations sont
comparables entre elles et a celles obtenues pour e modéle d accrétion de Ciona intestinalis
(cf. paragraphe 4.4). Ceci tend a confirmer la stabilité topologique des épithéliums issus du
mode de formation par accrétion, et ce, quel que soit le nombre de cellules.

Espéce bioloigque | tétragone pentagone hexagone heptagone octogone | Nombre de | Nombre moyen
modélisée % ET % ET %0 ET % ET % ET |simulations| de cellules
Ciona intestinalis | 02% 05 [31,7% 47 [622% 6,1 [60% 25 [00% 00 11 58,8
Ascidiella aspersa | 04% 05 ||[293% 38 [[620% 29 [82% 1.7 100% 00 9 145,7
Molgula citrina 09% 05 |330% 16 [599% 2,1 [6]1% 16 [00% 00 5 2133

Tableau 6-1 : Résultats des distributions des for mes polygonales des cellules pour les simulations de

Cionaintestinalis (VDT référence), d’ Ascidiella aspersa et de Molgula citrina.

Il faut cependant noter que ces tissus comportent plus d « imperfections» que ceux
formés avec 60 cellules. Une fois la simulation arrétée, c'est a dire quand la somme des
surfaces des cellules est égale a 99% de la surface de la sphere, il subsiste plus d’ espaces entre
les cellules. Ce critere d arrét semble ne plus étre adapté avec 150 et afortiori 200 cellules.

L’ explication vient de |’ approximation faite lors de la somme des surfaces des cellules.
Les membranes pouvant s interpénétrer, plusil y a de membranes et plus cette approximation
est grande. C'est pourquoi le critere d arrét utilisé pour Ciona intestinalis est moins précis
pour un nombre plus de important cellules sorganisant sur un ceuf de taille supérieure.

En effet, dans toutes les simulations, les cellules sont de méme taille aors que la sphéere
est plus grande. L’ aire correspondant a 1% de la surface d’ une sphere accueillant 60 cellules
est donc plus petite que pour celle avec 150 ou 200 cellules qui présentera un espace libre en
fin de lasimulation plus grand pour une taille de cellule donnée.

Afin de réduire ces espaces entre les cellules, qui n'ont pas lieu d étre car ne
correspondant pas aux observations expérimentales, il faut corriger ce critére. Une solution
serait d’augmenter larigidité des membranes afin de limiter I’ interpénétration, (cf. paragraphe
3.4.1) ce qui diminuerait I’erreur mais rendrait le systéme plus instable (effets dynamiques
amplifiés). Une deuxieme consisterait a calculer la surface des membranes interpénétrées,
cependant cela serait colteux en temps. Une autre alternative serait d augmenter la valeur de
99% du critere d’ arrét jusqu’ a diminuer suffisasmment I’ espace libre alafin du calcul.

En outre, les espaces entre les cellules ont pour conséquence de Iégerement biaiser le

calcul du nombre de voisins. Les cellules étant moins contraintes du fait des espaces libres,
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elles ont parfois moins de voisins et les calculs de leurs distributions s en trouvent |égerement
altérés.

Une amélioration du critere d arrét permettrait de réaliser des campagnes de calcul avec
des données statistiques plus fiables, ¢’ est a dire sans espace libre entre les cellules et avec un
plus grand nombre d’ échantillons.

6.2. Les épithéliums hyperprolifératifs

Nous avons ensuite simulé des développements tissulaires en incluant le processus
d’ hyperprolifération en 2D (paragraphe 5.2.1) sur une surface sphérique, en s appuyant sur le
modéle de tissu prolifératif (cf. paragraphe 3.3.4). L’ objectif est de montrer la faisabilité de
I’ application de cette approche a une nouvelle modélisation numérique, en I’ occurrence celle
de la prolifération d'une population composee de deux types de cellules ayant des durées de
cycle différentes. Les cellules qui se développent plus vite sont dites « hyperprolifératives » et
les autres « normales ». Les simulations rendent compte du développement de ces deux types
cellulaires et visent, en particulier, a étudier leurs topologies respectives ainsi que celles de
I'ensembl e de la popul ation.

Nos collégues biologistes de 'l SEM ont observé que les cellules hyperprolifératives
sont généralement de plus petite taille que les autres. Un nouveau type de cellule est donc
intégré dans le modele, la différence étant liée au nombre maximum de grains internes (divise
par deux). Leur cycle de division cellulaire est également plus rapide. Le nombre de cellules
hyperprolifératives est ainsi plus important des la fin du premier cycle et la différence entre le
nombre de représentants de chaque type augmente régulierement.

La ssimulation débute par une disposition aléatoire, sur la sphere, de cellules dont la
moitié est choisie comme étant hyperproliférative. Ensuite, ces deux types de cellules se
multiplient et meurent jusqu’ a recouvrir la surface de la sphere.

Les deux familles se distinguent par la couleur de I’ intérieur de la cellule (Figure 6-3) :
rouge (clair et foncé, selon I’ effet d’ ombre) pour les cellules hyperprolifératives et transparent

pour les cellules normales.
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Figure 6-3 : Tissu en formation contenant des cellules hyperprolifératives (en rouge) et normales
(transparentes). Les ééments noirs entre les cellules représentent les cadhérines. La cellule ayant ses
grains membranaires en noir est une cellule en apoptose. Les éléments en bleu au milieu de certaines

cellulesreprésentent I’anneau d’actinelorsdela division céllulaire.

Afin d accroitre I’ hyperprolifération, on pourrait envisager d augmenter la vitesse de
croissance des cellules concernées ou encore de modifier le taux apoptose/division. Ceci
contribue a réduire le temps du cycle cellulaire ou a augmenter le nombre de cellules
hyperprolifératives.

Toutefois, sur le plan expérimenta | hyperprolifération en 2D n’est pas maitrisée. Le
plus souvent, des tumeurs apparaissent c'est a dire des « agrégats » de cellules au-dessus de
I’ épithélium. Dans ce cas, la géométrie du tissu ne peut s étudier qu’en 3D.

Il est évident quavec la modélisation proposée précédemment, ce type de
représentation n'est pas possible. Pour y parvenir, il faudrait que les cellules soient
modélisées en 3D, ce qui N'est pas sans poser un certain nombre de difficultés. En premier
lieu, la structure méme de la cellule serait arevoir. La cellule polygone enfermant les grains
gréce a des contacts grain-élément devrait devenir un polyédre contenant des grains grace a
des contacts grain-surface. Par ailleurs, il faudrait également revoir le contact cellule-céellule,

la division cellulaire, etc. Toutefois, les travaux sur les milieux granulaires et leur
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modélisation numérique effectués au LMGC laissent penser que ces difficultés doivent

pouvoir étre surmontées.

L’ approche hyperproliférative proposée ici permet néanmoins de montrer la faisabilité
de la cohabitation de deux types de cellules et jette les bases d’ un futur développement 3D. |l
faut toutefois noter que le passage a la 3D augmenterait considérablement e temps de calcul.
Cependant I’ organisation des données en décomposition de domaine, déja réalisée pour le
modele bidimensionnel, permet de diminuer ce temps de calcul gréce a la parallélisation et

I utilisation des clusters.

6.3. Modéle intracellulaire de type « treillis »

6.3.1. Introduction

Le modéle granulaire de cellule utilisé jusqu’a présent rend compte du comportement
mécanique global de la cellule, pour faciliter le passage a I’ échelle du tissu. Une description
plus fine, c'est a dire intégrant des composants du cytosquelette (réseaux entremélés de
filaments d’ actine, de microtubules et de filaments intermédiaires) qui conférent a la cellule
ses propriétés mécaniques, permettrait alors de modéliser son organisation structurale
évolutive et son comportement mécanique al’ échelle intracellulaire.

L’ approche utilisée pour la morphogenese épithéliale convient bien pour simuler la
croissance, la division, I’ apoptose et permet de rendre compte des formes cellulaires au sein
d’un tissu. Une modélisation complémentaire du cytosquel ette permettrait, par conséquent, de
mettre en évidence des « chaines de forces » dans les cellules et entre les cellules du tissu.
Relies aux liaisons cadhérines (déja implémentées dans le modéle granulare), les
cytosquelettes des cellules seraient aors interconnectés et pourraient ainsi mettre en évidence
des voies privilégiées de mécanotransduction au sein du tissu ainsi que dans les cellules.

Afin d'aler vers une telle description intracellulaire, nous proposons de poser les bases
d’un modéle de type « treillis» de la cellule ou celle-ci est décrite comme un ensemble de
grains massiques liés par un assemblage régulier d’ éléments ressorts. L’idée est aors de
pouvoir étudier la restructuration dynamique du cytosquelette lors de I’ é&alement cellulaire
(Figure 6-4 ; Galbraith et Sheetz, 1998 ; Stamenovic et Ingber, 2009 ; Loodli et al., 2010).
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(a) (b)
Figure 6-4 : Schéma d’évolution d'éalement d’une cellule. Initialement en suspension (a), elle
S aplatit et crée des pointsd’'adhésion (b) puis s étale (c) (Loodli et al., 2010).

Pour représenter le cytosquelette et a l'instar de la plupart des approches structurales
développées a ce jour, seuls les filaments d’ actine et les microtubules sont ici directement
considérés, modélisant ainsi des réseaux de compression et de traction. Les filaments
intermédiaires, plus stables, ne sont pas pris en compte en tant que tel. On peut cependant
considérer que leur réle mécanique est en partie et indirectement considéré au travers du
réseau de tensions. En outre, le type et la fonction de ces filaments est variable selon les
catégories cellulaires (vimentine, kératine, neurofilaments, etc.).

Par ailleurs, pour cette modélisation en 2D, la cellule n'est plus vue « de dessus »
(comme dans le cas du modele granulaire de morphogenese) mais « en coupe verticale ».
L’ éalement de la cellule doit donner des indications concernant le lien entre sa forme et la
distribution des effortsinternes ainsi que sur la réorganisation dynamique du cytosquelette. La
structuration de la cellule est rendue « dynamique » par la modification des caractéristiques

des éléments en fonction des sollicitations mécaniques supportées.

6.3.2. La description du modéle

A la différence du mod&e granulaire pour lequel les contacts entre grains sont
considérés, cette approche « structure » ne prend en compte que les efforts résultant de la
traction et de la compression des éléments. Le bilan de ces forces est aors effectué pour
chaque grain, sa position et sa vitesse étant ensuite déterminée a partir de la deuxiéme loi de
Newton suivant un schéma d’intégration RK4. La résolution est analogue a celle qui est
présentée au paragraphe 3.4.

Dans sa configuration initiale (Figure 6-5), la cellule est composée des trois types

d’' éléments suivants:
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» les éléments cytoplasmiques (en rouge), représentant un maillage du cytoplasme,
peuvent travailler en traction ou en compression : ils servent de support a la
structuration du cytosquel ette ;

* les éléments membranaires (en vert), modélisant la membrane et |’ actine corticale
(réseau d’ actine sous la membrane), peuvent travailler en traction essentiellement ;

* les éléments « noyaux » (en noir) simulant le noyau et le centrosome (a partir
duquel s organise le réseau de microtubule), sont infiniment rigides par rapport aux
deux autres types d'éléments.

En outre, les positions initiales des extrémités de tous ces é éments correspondent a leur

longueur a vide respective, les ressorts associés étant ainsi ni tendus ni comprimés.
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Figure 6-5: Configuration initiale dela cellule.

Tous ces éléments sont liés par les grains et peuvent se mouvoir uniquement dans le
plan vertical (x, z). Ils sont bloqués en déplacement dans la direction y. En outre, les grains &
la base de la cellule sont bloqués en z pour deux d’entre eux et en X et z pour les six autres.
Ces blocages, représentés par des cones noirs (Figure 6-5) simulent I’ adhésion de la cellule au
substrat a I'état initial de la simulation. La « tranche » de cellule modélisée va alors s étaer
sur le substrat tout en restant dans le méme plan vertical.

Lors de I’ étalement de la cellule sur un substrat, elle va se fixer puis progressivement
Saplatir et finAlement peut-étre se mouvoir. La structure modélisant la cellule reste

inchangée. La simulation de cet étalement nécessite donc d'introduire un processus
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«moteur » qui vainduire la modification de la structure et, par conséquent, la génération de
forces de tension et de compression. Pour ce, le déplacement de deux grains, modélisant le
front d étalement, et la modification des caractéristiques de quatre éléments membranaires
liés a ceux-ci sont imposés (Figure 6-6). Les grains sont trandatés vers le substrat et les
éléments sont transformés en éléments « actomyosine » agissant avec une tension constante
(leur longueur libre est modifiée lors des calculs afin qu’ils gardent une méme tension).
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Figure 6-6 : Premiére étape de modification dela cellule. En bleu les éléments « actomyosine » et en
jauneles grainsdont le déplacement est imposeé.

En réaction a ces modifications imposées, la géométrie de la structure et son état de
contrainte évoluent. Les forces dans les éléments cytoplasmiques, initiadlement nulles,
deviennent alors hétérogenes, certains se trouvant en compression et d’autres en traction
(Figure 6-7).
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Figure 6-7 : Etat de contrainte dansles élémentsde la cellule. Plus un éément est comprimé, plusil

est rouge ; plusun élément est tendu, plusil est bleu.

L e cytosquelette est un ensemble de biopolymeres en constante évolution. Les réseaux
de filaments d’ actine et de microtubules qui le composent, suivent en effet des cycles de
polymérisation/dépolymérisation. Les monomeres d actine présents dans le cytoplasme
s assemblent (ou se dissocient) pour former des filaments pouvant eux-mémes constituer des
structures diverses en fonction des régions intracellulaires ou ils se trouvent (cortex d'actine
sous-membranaire, filopodes, fibres de tension basales, etc.). De méme, les microtubules se
forment a partir de tubulines (monomeéres) présentes dans le cytoplasme et se dépolymérisent
parfois soudainement (phénomene dit de « catastrophe »). Lors de I'adhésion et de I’ étalement
d'une cellule sur un substrat, des fibres de tension se forment surtout au niveau de la face
basale (Stricker et al., 2010) faisant le lien entre les points d'adhésion. Les microtubules,
guant a eux, croissent depuis le centrosome (localisé au centre de la cellule) vers les zones
d'adhésion qu'ils rejoignent (Goode et al., 2000). Ces processus se déroulent en pardléle
jusqu'a |'établissement d'une structure tridimensionnelle constituant la charpente de la cellule
alors «totalement » étalée. De plus, il est connu qu'en réaction a des sollicitations
mécaniques, le cytosguelette se consolide (Howard et Hyman, 2007 ; Hirata et al., 2008 ;
Fletchert et Mullins, 2010). Nous avons donc développé un mécanisme de formation du
cytosquel ette dépendant de I’ état de contrainte intra-cellulaire.

Cette structuration, c’'est a dire la création de «céblesd actine» et de «barres
microtubules » (pour reprendre I'analogie avec les systemes de tenségrité), s effectue alors en
réponse a I'état de contrainte dans les éléments du cytoplasme. Leurs caractéristiques

évoluent en fonction de régles simples que nous avons choisies. Les éléments dont I’ effort de
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compression est inférieur a un seuil minimal deviennent des ééments « microtubule »
(augmentation de larigidité en compression par rapport a celle des éléments cytoplasmiques),
et ceux dont I'effort de traction est supérieur a un seuil maximal deviennent des éléments
«actine» (augmentation de la rigidité en traction). Lorsque I'effort dans un éément

précédemment « actine » ou « microtubule » est compris entre ces deux valeurs, il redevient
élément cytoplasmique.
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Figure 6-8 : Certains éléments cytoplasmiques sont devenus des é éments « microtubule » (en cyan),
d’autres des éléments « actine » (en violet).

De plus, les éléments cytoplasmiques ont les mémes propriétés en traction et en
compression, alors gque les éléments « actine » travaillent essentiellement en tension (comme
les @ééments membranaires) et les & éments « microtubule » en compression. On obtient ainsi
une nouvelle structure de la cellule en réaction aux déplacements imposes et aux
modifications induites par ces regles; les éléments cytoplasmiques en rouge doivent alors étre
percus comme un maillage du reste du cytoplasme indifférencié (Figure 6-8).

6.3.3. Quelques résultats préliminaires

Lors des simulations, les trandations des deux grains membranaires de la cellule sont
imposées de fagcon progressive. Elles entrainent le déplacement de I’ ensemble de la structure

via les ééments « actomyosine » qui leur sont liés, générant ainsi en son sein des réseaux de
forces de traction et de compression (Figure 6-9).
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Figure 6-9 : Evolution de la déformation de la cellule lors du déplacement imposé. Les éléments
«microtubule» comprimés sont en cyan et les éléments «actine» tendus sont en violet, les éléments
cytoplasmiques indifférenciés sont en rouge, les éiéments membranaires tendus en vert, les ééments
«actomyosine» en bleu et le noyau représenté par des éléments quasi-rigides en noir. Les grains

« moteurs» sont représentés en jaune.

Dans un premier temps les deux grains « moteur » sont déplacés vers le substrat puis,
une fois qu’ils adhérent, on leur impose un mouvement d'écartement latéral. Ces conditions
ont pour conséquence d’ aplatir la cellule, ce qui correspond aux observations expérimentales.
En ce qui concerne I'intérieur de la cellule, les caractéristiques des éléments cytoplasmiques
se modifient en suivant les régles décrites précédemment : les efforts de compression
(respectivement de traction) sont repris par les ééments « microtubule » (respectivement
«actine»). On observe le rayonnement des ééments « microtubule» a partir du noyau
(auquel le modéle, en premiére approximation, associe le centrosome) et vers la membrane
ains que la création d'un réseau d'éléments «actine» entre les grains a déplacements
imposés. La connexion entre ces grains est d'abord indirecte, viale noyau, pour devenir par la
suite directe, rappelant les fibres de tension basales.

Les résultats qualitatifs obtenus avec ce modéle sont comparables a certains résultats
expérimentaux et numeériques connus (Milan et al., 2007 ; Maurin et al., 2008). Les él éments
« actine » et « microtubule » sont répartis dans I’ ensemble de la cellule et forment des réseaux

liés. De plus, les éléments « microtubule » rayonnent du noyau vers la membrane tendue,

107



cette forme particuliere s explique par le fait que la rigidité des éléments du noyau est
importante par rapport aux autres éléments (Caille et al., 2002). |Is « concentrent » donc les
contraintes et le réseau d’'ééments en compression s organise a partir de cette région. Le
réseau d' élément «actine» se crée entre les grains en trandation et via le noyau. Ceci
sexplique par le fait que la distance entre les grains augmente a cause des déplacements
imposés. La structure s étire alors et des éléments « actine » peuvent alors se former. Par
ailleurs, le noyau étant stabilisé au centre de la cellule par les éléments « microtubule », les
éléments cytoplasmiques situés entre le noyau et les grains trandatés vont étre en tension et

ains setransformer en éément « actine ».

Le choix des valeurs seuils pour générer des filaments d'actine ou des microtubules, a
é&té mené de facon empirique. Elles ont été déterminées afin que tous les ééments
cytoplasmiques ne deviennent pas des éléments « actine » ou « microtubule ». Si ces valeurs
sont trop faibles (proches de 0), les éléments deviendront facilement éément « actine» ou
«microtubule », avec pour conséguence une cellule difficilement déformable par la suite
(phénomeéne dit de « sur-structuration »). Si ces valeurs sont trop élevées, aucun éément ne

seratransformé et il n’y a pas ou peu de structuration de cytosguel ette.

Les résultats issus de ce modéle rendent bien compte de I’ évolution de la cellule maisle
cas de trop grandes déformations en montre une limite (Figure 6-10). La structure ne peut plus
évoluer, ni retrouver saformeinitiale, si les tranglations des grains a déplacement impose sont

trop importantes.

Figure6-10: Celluleirréversiblement déformée.
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6.3.4. Bilan

Des regles simples, gérant la structuration de la cellule et son caractéere dynamique,
permettent pour de faibles déformations de suivre I’ évolution du cytosguelette et de la forme

cellulaire en réponse a des modifications imposées.

Néanmoins, une discrétisation de la cellule par des éléments présente I’ intérét de mieux
appréhender son état mécanique a |'échelle sub-cellulaire. Le fait de modifier les
caractéristiques mécaniques des éléments permet de faire évoluer les propriétés mécaniques
de la cellule ains que sa forme. En revanche, ce modele ne permet pas de grandes
déformations du fait de sa structure «treillis». Cet inconvénient ains que le caractere
irréversible de la forme cellulaire contraint quelque peu le domaine dutilisation de cette
approche. Pour des études faisant appel a de plus grandes déformations, une autre méthode
Savére nécessaire.

L’idée est dors de proposer un autre modéle qui conserve |I’aspect dynamique et
evolutif de la structuration du cytosquelette tout en s affranchissant d’ une trop grande rigidité
de la structure. Le paragraphe suivant présente un exemple développé au cours de ce travail

de these.

6.4. Modéle intracellulaire de type granulaire

6.4.1. Introduction : description du modéle

L’ objectif de ce modele, toujours bidimensionnel et dans le plan vertical, est également
d étudier I’ étalement d'une cellule sur un substrat, en particulier I’ évolution de sa forme ainsi
gue de son organisation interne. Afin de s affranchir du probléme de rigidité trop importante
de la cellule « treillis», le cytoplasme est modélisé ici par des grains massiques (en orange)
en interaction et pouvant se déplacer dans le plan (Figure 6-11). Les grains représentant le
noyau (en anthracite) sont liés par des éléments tres rigides. Les constituants sont entourés par
des grains membranaires (en vert) liés par des éléments membranaires (ressorts) qui
maintiennent les grains cytoplasmiques a I'intérieur (via des contacts grain-grain). |l faut
préciser que les contacts grain-élément ne sont pris en compte. La cellule ainsi formée repose
sur un substrat, représenté par un alignement de grains (en blanc) blogués en déplacement
dans les trois directions. Il est a noter que I'espace intracellulaire n'est pas complétement

rempli de grains, ceci afin d'accorder au modéle une plus grande capacité de déformation.
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Les efforts résultant de traction ou de compression dans les ééments membranaires
ains que les contacts entre grains sont pris en compte. Le bilan des forces est réalisé pour
chague grain et permet de déterminer ses nouvelles positions et vitesse en utilisant le méme

schéma d’ intégration explicite que précédemment.

Figure 6-11 : Situation initiale: cellule vue en coupe sur le substrat. En orange, les grains
cytoplasmiques, en noir les grains «noyau », en vert les grains membranaires et en blanc les grains

« substrat ».

Afin de permettre a la cellule de se déformer le plus « librement » possible et de
s étaler, des lois simples sont implémentées. Concernant la membrane, la longueur de ses
déments augmente s I'effort normal est supérieur a une vaeur spécifiée. De plus des
ééments « filopode », travaillant a tension constante, sont créés entre la membrane et le
substrat afin de simuler de possibles protrusions membranaires (formation de filopodes ou de

lamellipodes) qui vont permettre I’ é&talement de la cellule.

6.4.2. l’étalement cellulaire

Cet étalement Seffectue par étapes en fonction de la création des ééments
« filopode » (Figure 6-12). lIs lient des grains membranaires, choisis a éatoirement (en rouge),
avec des grains «substrat » s la distance les séparant est inférieure a une valeur seuil
(correspondant ici a trois fois le diametre des grains). En paralléle, la longueur totale de la
membrane est augmentée tandis que de nouveaux grains membranaires sont choisis et, par
consequence, de nouveaux éléments «filopode» sont créés. Ainsi, la cellule sétale

progressivement sur le substrat.
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Figure 6-12 : Etapes de I'éalement cellulaire. En bleu les édéments «filopode», en vert la

membrane, en anthracite le noyau et en rouge les complexes d’adhésion (de type intégrines).

Un tel modéle (Figure 6-12) est plus a méme de représenter un étalement cellulaire sur
de larges régions par rapport au modele précédent de «treillis». Les ééments filopodes
tendent |la membrane en I’amenant progressivement vers le substrat et les grains

cytoplasmiques se répartissent al’intérieur en fonction de cette évolution.

Le modele a été toutefois construit de fagon sommaire avec un nombre réduit de grains
schématisant la cellule. Les grains cytoplasmiques ne remplissent en effet pas totalement la
surface délimitée par la membrane. On remarque aussi que le fait que les grains soient tous de
méme rayon peut entrainer des blocages qui freinent leur mouvement dans la cellule, et donc
son éalement ; il faudrait utiliser un milieu polydisperse pour y remédier. En outre, les
réseaux de forces internes ne sont pas contrélés pour représenter le cytosquelette. Des

propositions de développement de sa structuration sont exposees au paragraphe 6.4.4.
6.4.3. Autres développements du modeéle granulaire d’étalement cellulaire

Les éléments « filopode »

Afin de rendre plus réaliste I’éalement cellulaire des protrusions membranaires ont
aussi été simulées par des ééments qui « sondent » |’ espace environnant la cellule (Figure
6-13; Koestler et al., 2008). Ils sont dirigés aéatoirement vers |’ extérieur de la cellule et s
leur extrémité est proche d’ un grain du substrat, alors un élément atension constante se forme

entre eux.
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Figure 6-13: Modéle granulaire de cellule avec des @éments « filopode » en rouge.

Ce modéle avec des extensions de membrane permet un éalement de la cellule
semblable a celui présenté au paragraphe précédent (6.4.2). Les éléments « protrusion »
permettent toutefois de mieux visualiser les modifications de forme de la membrane mais

N’ apportent rien de nouveau quant al’ évolution de laforme cellulaire au cours de |’ étalement.

La double membrane

Dans le but de modéliser plus finement les protrusions membranaires, le cortex d’ actine,
jusque la intégré a la membrane, est a présent dissocié de celle-ci (Figure 6-14). Pour cela,
une nouvelle membrane (en vert), n'ayant pas de propriétés mécaniques mais pour seul réle
de conserver I'intégrité de la cellule, est goutée sur la membrane existante (en violet),
représentant |'actine corticale et conservant les propriétés mécaniques précédentes. Des
éléments (en rouge) sont alors créés aléatoirement entre ces deux membranes et croissent. Si
un grain de cette seconde membrane externe est proche d’'un grain substrat, un éément a
tension constante se crée alors entre les grains. Cette membrane se déplace ainsi vers le

substrat, reproduisant une protrusion membranaire.
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Figure 6-14 : Modéle granulair e de cellule avec une double membrane.

Cette amélioration du modele va un peu plus loin dans la description de la géométrie de
la membrane lors de I’ étalement ; elle n’apporte toutefois pas de nouveauté majeure quant a

I’ évolution de laforme de la cellule par rapport au schéma avec une seule membrane.

Synthése

L’ apport de ces deux améliorations du modéle (gjout d’ éléments « filopode » et d’une
double membrane) se traduit essentiellement par une meilleure visualisation du processus. |l
ne semble pas, a ce stade, opportun de les conserver dans de prochains développements,

sachant qu'ils pourront étre intégrés de nouveau en cas de besoin.

6.4.4. La structuration du cytosquelette de la cellule

Le modéle treillis représente une tentative de génération d’un cytosguelette a partir
d’ éléments modélisant le cytoplasme. Cependant, cette méthode ne permet pas d’ avoir de
grandes déformations. En revanche, le modele granulaire est compatible avec cette contrainte.
L’idée est a présent d implémenter des nouveaux développements dans le modele granulaire
afin de pouvoir générer un cytosquelette en réponse aux sollicitations mécaniques des grains

cytoplasmiques.
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Une facon d'y parvenir serait d'utiliser des grains plus petits et donc espaceés a l'instant
initial puis de considérer leurs déplacements relatifs: lorsque deux grains séoignent
(respectivement se rapprochent) une interaction de type traction (respectivement,
compression) serait alors intégrée, ces réseaux représentant la encore les filaments d'actine et

les microtubul es.

D’ autres pistes, basées sur une analyse des efforts mis en jeu, peuvent étre envisagées
pour créer un cytosgquelette, par exemple, en intégrant de nouvelles lois entre les grains a
partir de leurs contacts. En considérant un état de contacts donné, si |’ effort entre les grains
augmente au-dela (diminue en dessous) d une valeur spécifiée, un élément « microtubule »
(respectivement « actine ») est généré. Par ailleurs, si la valeur de |’ effort normal dans ces
deux types d’ ééments est située entre ces deux seuils, alors I’éément concerné est supprime.
Les réseaux de microtubules et de filaments d’'actine ainsi formés suivent un principe de
structuration du cytosguelette en réponse a un éat mécanique comme observé
expérimentalement. |1s font apparaitre des « chaines de forces » en compression ou en tension
au seindelacellule.

Une autre fagon de décrire un cytosquelette, sur la base des efforts mis en jeu, serait de
considérer un milieu cohésif au sein duquel les forces dattraction (respectivement, de

répulsion) représenteraient les filaments d'actine (respectivement, les microtubul es).

Ces réseaux sont par ailleurs évolutifs en fonction de I’ état de contact entre les grains
cytoplasmiques. De plus, la modélisation du cytoplasme par des grains ne limite pas
I’ évolution de la cellule a de petites déformations. Cependant, pour affiner la description de la

structure, il sera nécessaire de diminuer les tailles des grains tout en multipliant leur nombre.

6.4.5. Bilan

Bien qu'utilisant une discrétisation rudimentaire, cette approche permet de mettre en
évidence plusieurs mécanismes lors de |'étalement de la cellule: réorganisation du
cytosquelette, allongement de la membrane, évolution de forme, etc.

Dans |le cas du modéle granulaire, la création d’ é éments tendus entre la membrane et le
substrat, couplée a un processus d’ alongement de la longueur membranaire, suffisent pour
rendre compte du changement de forme de la cellule lors de son étalement. De plus, la prise
en compte des pressions entre grains cytoplasmiques permet de créer un cytosquelette, tout en

conservant les avantages de la modélisation du cytoplasme par des grains. Il en résulte un
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modele de cellule pouvant admettre de grandes déformations tout en représentant

I” architecture du cytosquel ette.

6.5. Vers un modéle multi-échelles

La description du cytosquel ette présente un réel intérét dans une approche s'intéressant
au niveau intracellulaire, a plus forte raison pour une intégration de cellules au sein d’ un tissu.
Il permet en effet d'aler au-dela de la description unicellulaire et de pouvoir éudier, par
exemple, la mécanotransduction au sein d'un tissu en formation ou non (Orr et al., 2006 ;
Ingber, 2004 ; Mammoto et al., 2012). Une idée serait donc pour cette approche multi-
échelles, d'implémenter la structuration du cytosquelette telle que décrite dans le modéle
granulaire de cellule (cf. paragraphe 6.4) au sein des simulations de tissus prolifératifs comme
ceux présentés en deuxieme partie du mémoire.

Cet gjout de nouveaux développements n’est toutefois pas possible sans formuler une
hypothese forte qui considere que les processus de structuration du cytosquelette lors de
|’ étalement sont analogues dans une cellule isolée et au sein d'un tissu. Dans ce cas, la
modélisation de I’ évolution du cytosquel ette apparait comme transposable. Des observations

expérimental es restent cependant nécessaires pour confirmer cette hypothése.

Les lois ssimples et régissant la structuration du cytosguelette, utilisées pour I’ étalement
cellulaire, seraient aors applicables a des cellules au sein d'un tissu. Des ééments
« filopode » pourraient ains étre créés entre les cellules. Celles-ci étant en interaction, la
membrane de chacune subirait des déformations dues au contact avec les voisines, ce qui
perturberait I'état d équilibre des grains internes. Les pressions de contact seraient alors
croissantes (ou décroissantes) et des éléments « microtubule » (respectivement « actine »)
seraient générés. Ainsi les cytosquelettes seraient connectés a travers les ééments
« cadhérine » ce qui ouvrirait la voie a de nouvelles études dont notamment |le phénomeéne de
meécanotransduction, comme dégja identifié expérimentalement a I’ échelle cellulaire (Huang et
al., 2004) et tissulaire (Ingber 2004 ; Orr et al., 2006 ; Mammoto et al., 2012).

115



7. Conclusion

La compréhension de la reproductibilité topologique et de la morphogenése tissulaire
est un sujet auquel les biologistes s intéressent depuis le 17°™ siécle. Les travaux menés dans
le cadre de cette these ont permis de contribuer a une meilleure compréhension de la
morphogenese des épithéliums monocouches. Parmi les nombreux facteurs influencant leur
formation, nous avons fait I” hypothése que les efforts mécaniques jouent un réle prépondérant
et avons donc développé un premier modéle permettant de mettre en évidence certains
mécanismes mis en jeu. Cette approche sinscrit pleinement dans une démarche
multidisciplinaire combinant biologie expérimentale, analyse biostatistique et modélisation
biomécanique et numérique.

L’ étude, par nos collégues biologistes de I'lSEM, de différents modéles biologiques
liés a la morphogenése d’ épithéliums monocouches prolifératifs et non prolifératifs a permis
de mieux comprendre leur processus de formation et les phénomenes mécaniques lors du
développement. Les modélisations connues a ce jour sont essentiellement d ordre
géomeétrique ou énergétique, elles n'incluent généralement pas les aspects mécaniques et ne
distinguent pas les cellules d'un tissu individuellement. 1l nous a ainsi semblé pertinent de
développer une représentation mécanique de cellules, ayant chacune ses caractéristiques
spécifiques, et pouvant s assembler afin de constituer un tissu pour étudier son processus de

formation a travers différents scénarios de morphogenése.

Pour ce, nous avons donc mis en place un modéle mécanique cellulaire bidimensionnel
basé sur la physique des milieux divisés, permettant une plasticité de forme et une capacité de
libre auto-organisation des cellules. Cette modélisation reproduisant les principes d' évolution
(croissance, division, apoptose), grace a des lois géométriques et mécaniques simples, permet
de smuler la croissance d épithéliums prolifératifs ou non prolifératifs. Les cellules
regroupées au sein d'un tissu forment ainsi un systeme ouvert, dans lequel des constituants
sont gjoutés et/ou supprimés, dont le comportement est régi par la mécanigue des solides via
les interactions entre composants (grains et ééments liant certains grains). Cette
représentation dynamique tissulaire permet de réaliser des simulations puis d’ étudier les
topologies résultantes. Les tissus expérimentaux et numériques sont caractérisés en
considérant la distribution de la forme des cellules (déterminée en comptant le nombre de

voisins de chague cellule) et la valeur de I’ homéostasie tissulaire (indiquant la reproductibilité
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du processus de formation). La morphogenése de ces épithéliums est ainsi analysee grace a
ces deux criteres.

Les expérimentations biologiques sur les caufs de Ciona intestinalis ont montré que
I’épithélium des cellules folliculaires présentes a la surface de |I'ovocyte se forme par
accrétion. Il se caractérise aussi par un nombre élevé de cellules hexagonales et par une
grande stabilité du processus de développement (valeur d’ homéostasie tissulaire élevée). Ces
résultats ont été confirmés par les modélisations de ce mode de formation qui ont aussi permis
d’aler plus loin en faisant varier la vitesse de développement et de conclure que le niveau
d’organisation du tissu décroit quand sa vitesse de formation augmente. En effet, plus cette
vitesse est élevée, plus les degrés de liberté du systeme se figent rapidement.

L’ étude de cellules prolifératives de types COS, adhérentes ou en suspension, a par
ailleurs montré que la géométrie de ces épithéliums ne semblait influencer ni son organisation
ni sa stabilité de formation. Les résultats des expérimentations biologiques sur les disques
d'aile de Drosophila melanogaster ont été confirmés par ceux issus des simulations, mettant
en évidence le fait que des variations, portant uniquement sur le taux d’ apoptose, ne changent
pas la distribution des polygones. En revanche, la stabilité épithéliale se dégrade lorsque ce
taux diminue. L’ apoptose semble donc étre un régulateur de la morphogenése épithéliale ; en
sciences de I’ évolution, on dit que I’ apoptose « canalise » la morphogenése.

Des simulations ont également été réalistes en faisant varier des parametres
difficilement accessibles expérimentalement, par exemple les hypothéses régissant I’ évolution
des cellules ou les conditions aux limites. Les tissus paraissent ainsi plus organisés avec une
division et une apoptose contrélées par des critéres mécaniques, plutbt que lorsgue le systeme
prolifere suivant un schéma aéatoire. De plus, les simulations de développement
d épithéliums prolifératifs sur des surfaces planes, avec ou sans conditions de bords, montrent
gue les topologies ne semblent pas étre modifiées par rapport a celles issues de tissus formés
sur une surface sphérique.

La comparaison des distributions des polygones a auss permis de différencier les
épithéliums non prolifératifs et prolifératifs. Ceux formés par accrétion sont en effet plus
structurés; ils présentent un plus grand nombre de cellules hexagonales, se rapprochant alors
d’'un systéme énergétiquement de bas niveau et composé uniquement de cellules a six cotés
(tel que décrit par D’ Arcy Thompson). Une telle architecture se caractérise également par une
plus grande stabilité morphogénétique.

Ce travail a donc permis de reproduire la topologie épithéliale et la stabilité inter

tissulaire puis de vérifier qu elles sont influencées par le mode de formation (accrétion ou
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prolifération) et, dans le cas d'un épithélium prolifératif, par le taux relatif entre mitose et
apoptose.

Des calculs complémentaires sur des tissus formés par accrétion, mais composes d’ un
nombre plus élevé de cellules, permettent de retrouver des distributions proches de celles
issues d' expérimentations sur d’ autres especes d’ Ascidies présentant cette caractéristique. Par
alleurs, I'intégration de différents comportements de cellules, avec des durées de cycle
cellulaire distinctes, au sein d'un méme épithdium confirme la possibilité d étudier
I” hyperprolifération, bien que ces développements soient pour I'instant limités a deux
dimensions. En outre, une description intracellulaire représentant la structuration sous
contrainte du cytosguel ette et son intégration dans un modéle tissulaire permettrait d’ identifier
des modes de transmission d'efforts au sein du tissu, ouvrant ains la voie a I’ éude des

processus de mécanotransduction multi-échelles.

Les régles géométriques et mécaniques imposees aux cellules et aux tissus dans ce
travail sont cependant relativement simples. |1 est néanmoins surprenant de voir combien elles
permettent de reproduire assez fidélement des processus aussi complexes que la
morphogenése des épithéliums monocouches, dans laguelle une pluralité de facteurs
(génétique, hormonale, chimique, etc.) interviennent aussi dans laréalité.

Par ailleurs, les complexes de jonctions cellulaires (cadhérines par exemple) étant
impliquées dans diverses pathol ogies épithéliales, notamment cancéreuses, il serait intéressant
d étudier I'impact d’une variation de la frégquence de construction/déconstruction de ces
jonctions, c'est a dire de leur stabilité intrinseque, sur I’ organisation finale des tissus. Ceci
permettrait peut étre d apporter certaines clefs sur la compréhension du développement et de
I’ organisation des tissus prolifératifs mais aussi hyperprolifératifs. Cependant, au vu des
observations bhiologiques, I'éude d épithéliums hyperprolifératifs, notamment de type
tumoral, ne semble avoir de sens gu’ en trois dimensions. Une telle modélisation nécessiterait
des développements plus complexes des outils de calcul (notamment en ce qui concerne la
gestion des contacts) et un accroissement des ressources informatiques. La parallélisation des
algorithmes (détection des contacts essentiellement) et la décomposition de domaine
implémentées dans ce travail de thése, apparaissent d autant plus pertinents pour diminuer le
temps de calcul dans un tel cas de figure.

Par ailleurs, les modélisations et outils développés dans ce travail seraient utiles pour
suivre |’ évolution d’un tissu en continu sur une surface finie, c’est a dire poursuivre I’ é&ude

apres le recouvrement de la surface, en lui imposant une croissance, une division et une
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apoptose faisant appel a des criteres mécaniques. Cela permettrait d étudier non plus la seule
croissance de [|'épithdlium mais aussi son renouvellement et sont éventuellement
réorganisation. La stabilité épithéliale résultante tendrait-elle a croitre avec le temps ou serait-
elle conservée ou influencée uniquement par le taux entre mitose et apoptose ? Faudrait-il
utiliser des cellules avec une durée de vie évoluant en fonction de leur nombre de division et
de leur environnement mécanique ? Ceci constitue autant de questions dont les réponses

permettraient de mieux comprendre la morphogenése des épithéliums monocouches.
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Développement d’un modéle mécanique et numérique de mor phogenése de tissus épithéliaux.

Résumé: L' étude des formes de la nature, de leur diversité, de leur reproductibilité ainsi que de leurs origines
a toujours suscité un vif intérét et, en particulier, la forme polygonale des cellules au sein des épithéliums mo-
nocouches, depuis leur observation par Hooke en 1665. Le travail de thése exposé a travers ce mémoire vise une
meilleure compréhension de la morphogenése de ces tissus. Pour y parvenir, trois approches ont été combinées :
la biologie expérimentale du développement, I'analyse biostatistique et, principalement ici, la modélisation bio-
mécanique et numérique. L’ hypothése d' une influence des efforts mécaniques dans I’ organisation des épithéliums
monocouches en formation a conduit au développement d’ un modé e bidimensionnel de cellules, basé sur la phy-
sique des milieux divisés et permettant une plasticité de forme ainsi qu’ une capacité de libre auto-organisation.
Les simulations de morphogenése de tissus constitués de ces cellules ont alors, d une part, été confrontées aux
observations et, d autre part, permis de faire varier des paramétres difficilement accessibles expérimentalement,
principalement ceux régissant I’ évolution cellulaire ainsi que les conditions aux limites. Les résultats issus de ces
simulations ont ainsi permis de corroborer ceux provenant des expérimentations : les tissus non prolifératifs sont
plus organisés que les prolifératifs et I’ apoptose semble jouer un role stabilisateur de la morphogenese des épithé-
liums prolifératifs. En outre, les études numériques montrent que I’ organi sation des tissus non prolifératifs semble
décroitre quand leur vitesse de dével oppement augmente. Par ailleurs, | es tissus paraissent plus organisés avec une
division et une apoptose contrélées par des critéres mécaniques plutdt que lorsque le systéme prolifére suivant
des critéres aléatoires. En conclusion, ce travail de thése montre I'importance des interactions mécaniques dans le
processus de morphogenese épithéliale et représente une premiére base prometteuse pour des études futures en ce
domaine (étude tridimensionnelle, structuration du cytosquelette, tissus hyperprolifératifs, etc.).

Mots-clés: Biomécanique, morphogenese épithéliale, modéisation numérique, milieux granulaire, homéosta-
se.

Numerical and mechanical modeling development of epithelial tissues morphogenesis.

Abstract : The study of natural forms, their diversity, their reproducibility and their origin has always fasci-
nated the scientists, and particularly the polygonal form of cellsin monolayer epithelia, since their observation by
Hookein 1665. The present PhD work aimsto better understand tissue morphogenesis. To do so, three approaches
have been combined : experimental biology, biostatistical analysis and, mainly here, biomechanical and numerical
modeling. The hypothesis of the influence of mechanical efforts on the organization of forming monolayer epithe-
lialeadsto the development of a 2D cell model based on the physics of divided media, that enables form plasticity
and the ability of free auto-organization. The simulations of tissue morphogenesis composed by these cells have
been compared to biological observations. Besides, this approach enables the variation of parametershardly acces-
sible by experiments, mainly those governing the cell evolution as well as boundary conditions. Thus, the results
issued from these simulations corroborate experimental data: non-proliferativetissues appear more organized than
proliferative ones and apoptosis seems to be a positive regulator in morphogenetic stability. Furthermore, numeri-
cal studies show that the organization of non-proliferative tissues seems to decrease as their development speeds
increase. In addition, the tissues appear more organized if the proliferation is mechanically controlled than if it
is randomly governed. To conclude, this PhD work shows the importance of mechanical interactions in epithe-
lial morphogenesis and constitutes a first promising basis for further studies in this field (3D study, cytoskeleton
structuration, hyperproliferativetissue, etc.).

Key words : Biomechanics, epithelial morphogenesis, numerical modeling, granular media, homeostasis.



