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Avant-propos

Avant-propos

Au fil des covoiturages, des barbecues de famille et des retrouvailles entre amis, des
rencontres les plus étrangeres aux plus intimes, présenter I’objet de ma thése en
quelques phrases est un défi. Cette thése est incongrue et surprenante, force est de le
constater. Il est trés rare que je puisse facilement fuir une conversation avec un rapide
«Oh ? Euh... Je fais une thése en architecture et biophysique, c’était sympa notre
discussion, a la prochaine. » ou « Ce n’est pas banal ce que tu fais, moi, je regarde les
comportements des humains ou des cellules en fonction de l’espace qui les entoure,
finalement ca se ressemble beaucoup nos boulots. » Etrangement, il me faut toujours
développer un peu plus. C’est un plaisir d’échanger avec autant de personnes curieuses.
C’est au travers de ces courtes présentations que j’ai trouvé un défi amusant : essayer de
ne pas me répéter d’une fois a 1’autre, de présenter mon travail sous un angle nouveau,
quitte a ce qu’il soit partiel. Ce n’est pas trés rigoureux mais toujours stimulant : parfois,
je ne parle que d’architecture, parfois que de physique voire de biologie ou de
psychologie... Je cible un objet, une technique ou une discipline particuliére, en me
rassurant : « Si j’arrive a expliquer juste cette partie et que ¢a semble cohérent a mon
interlocuteur, ¢’est que j’ai compris ma thése ! » Vous ne croyez pas ?

De cet exercice, je me suis aper¢u que ’angle disciplinaire est la maniére la plus
simple pour communiquer facilement les enjeux de la these. Je me permets de croire
qu’il s’agit 1a d’un reflet de notre société structurée en silos disciplinaires avec des
connaissances et des expertises propres a chaque profession. A ce moment, mes
interlocuteurs piochent dans une représentation de la discipline qu’ils se sont
probablement déja construite au préalable, qu’ils connaissent et I’amendent en fonction
de notre conversation. Ils ont - ou se créent - donc un apercu des enjeux et de la portée
sociétale de ce qui est produit et s’en servent pour structurer leur pensée et notre
conversation.

Lorsque je ne parle que de biophysique, mes interlocuteurs me suivent aisément :
« Nous voulons comprendre la mécanique de la cellule. Nous plagons des cellules dans
des espaces confinés de différentes géométries et nous regardons comment elles se
déplacent. » Evidemment, cela souléve ensuite beaucoup de questions vers lesquelles la
discussion se dirige ou non, principalement d’ordre technique, mais au premier abord,
cela leur semble étre une recherche valide et legitime.

Lorsque je ne parle que d’architecture, la discussion coince bien plus rapidement, de
deux manicres possibles. D’abord sur le plan philosophique, sur I’objet de la recherche :
I’observation de I’humain et I’infinie profondeur de son libre-arbitre... Puis ensuite, sur
le cadre institutionnel et la nature de la discipline : « De la recherche en architecture,
qu’est-ce que cela veut dire ? ». La récurrence des questions liées a la nature d’une
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recherche en architecture me laisse penser que celle-ci est probablement moins ancrée
dans nos imaginaires collectifs.

Enfin, lorsque je présente les deux a la fois, architecture et biophysique, la
discussion se cristallise immédiatement sur des rapports d’analogie. « Un humain se
déplace comme une cellule tu penses ? ». Je précise alors que 1’analogie ici n’est pas
dans la recherche de telle démonstrations mais qu’il s’agit avant tout d’un outil
méthodologique et qu’effectivement, cela souléve de nombreuses questions
épistemologiques.

Quoi qu’il en soit, ¢c’est un jeu amusant pour moi que de présenter succinctement ma
these de la maniére la plus inédite possible. Mes interlocuteurs m’interrogent
constamment sur les aspects techniques, méthodologiques, épistémologiques,
philosophiques ou méme institutionnels de ma these, avec naiveté ou minutie. lls
challengent vivement mes capacités de synthéses et de communication claire. A présent,
il est temps de faire une présentation plus sérieuse et plus complete.
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Résumé

Cette recherche transdisciplinaire propose une collaboration synergique entre deux
disciplines : la biophysique et I’architecture. Elle porte sur 1’observation des interactions
entre un étre vivant et 1’environnement spatial dans lequel il évolue a deux échelles
conjointement : celle microscopique d’une cellule épithéliale et celle macroscopique
d’un étre humain. Bien que la biophysique et I’architecture manient des concepts en
apparence ¢loignés et héritent d’outils et méthodes radicalement différents, elles se
révélent confrontées a des problématiques similaires. Nous nous proposons ici
d’explorer la pertinence d’une mise en perspective scientifique de protocoles de
recherche analogues au sein des deux disciplines.

En placant les cellules et les humains dans des espaces a la géométrie contr6lée et en
observant leurs mouvements, nous faisons I’hypothése qu’il nous est possible
d’identifier des phénomeénes récurrents ou invariants dans leurs organisations
spontanées, que ces phénomeénes peuvent nous renseigner sur certaines de leurs
capacités de mouvement ou de perception et enfin, qu’il est possible de qualifier
spatialement les environnements en retour, c’est-a-dire en fonction des potentiels
d’actions qu’ils offrent aux cellules ou aux humains. Pour chaque étre-vivant, 1’étude
est faite a trois échelles : celle d’un corps en mouvement, dans des couloirs aux parois
pliées, celle du groupe, dans des intersections de couloirs et celle du territoire, a 1’aide
de plans urbains. Nous €tudions plusieurs séries d'environnements en faisant varier leurs
largeurs, leurs longueurs, la géométrie de leurs angles ou de leurs intersections.

Concrétement, nous cultivons des cellules kératocytes que nous plagons dans des
microarchitectures fabriquées par photolithographie aux UV. Notre protocole permet de
réaliser des environnements sur de grandes surfaces (mm?2) pouvant accueillir de
nombreuses cellules avec une résolution spatiale élevée (um2). Parallelement, a échelle
humaine, nous invitons des participants a se déplacer dans des dispositifs architecturaux
construits dans un espace de recherche dédié. Dans les deux cas, nous concevons les
environnements a I’aide d’outils de modélisation paramétrique et, le cas échéant, nous
nous appuyons sur des résultats d’expériences publiés par des tiers. Nous observons les
trajectoires des cellules a 1’aide de techniques de microscopie a fluorescence et les
analysons avec des programmes de suivi (TrackMate, ImageJ). Nous reproduisons
ensuite ce systéme d’acquisition et ce protocole d’analyse a 1’échelle humaine avec des
caméras et un équipement pour les participants.

Nos expérimentations produisent un ensemble de résultats: nous mesurons
notamment un biais de direction de la migration chez les cellules kératocytes et un biais
de vitesse du déplacement chez les humains dans les geométries de couloirs aux parois
pliées. Egalement, dans les intersections de couloirs, nous identifions, au-dela de
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phénomenes propres a chaque étre vivant, deux types de mouvement communs, a savoir
un blocage des deplacements et un phénomene de stop-and-go. En outre, la mise en
perspective de nos protocoles de recherche se révele utile pour I’amélioration de la
fabrication de microenvironnements a grande échelle, le développement de variantes de
culture cellulaire adaptées aux configurations spatiales étudiées, la production d’un
dispositif architectural pour 1’étude de déplacements humains et la caractérisation des
spatialités en fonction des mouvements cellulaires ou humains.
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Abstract

Abstract

This transdisciplinary research proposes a synergistic collaboration between two
disciplines: biophysics and architecture. It focuses on the observation of interactions
between a living being and the spatial environment in which it evolves at two scales: the
microscopic scale of an epithelial cell and the macroscopic scale of a human being.
Although biophysics and architecture handle apparently distant concepts and inherit
radically different tools and methods, they are confronted with similar problems. We
propose here to explore the relevance of putting into scientific perspective analogous
research protocols within the two disciplines.

By placing cells and humans in spaces with controlled geometry and by observing
their movements, we hypothesize that it is possible to identify recurrent or invariant
phenomena in their spontaneous organizations, that these phenomena can inform us
about some of their capacities of movement or perception and finally, that it is possible
to spatially qualify the environments in return, i.e. according to the potentials of actions
that they offer to the cells or humans. For each living being, the study is made at three
scales: the scale of a body in motion, in corridors with folded walls, the scale of the
group, in intersections of corridors and the scale of the territory, using urban plans. We
study several series of environments by varying their widths, their lengths, the geometry
of their angles or their intersections.

Concretely, we cultivate keratocyte cells that we place in microenvironments built
by UV photopatterning. Our protocol allows us to create environments on large surfaces
(mm?2) where many cells can spread with a high spatial resolution (um?). In parallel, on
a human scale, we invite participants to move in architectural devices built in a
dedicated research space. In both cases, we design the environments using parametric
modeling tools and, if necessary, we rely on experimental results published by third
parties. We observe cell trajectories using fluorescence microscopy techniques and
analyze them with tracking programs (TrackMate, ImagelJ). We then replicate this
acquisition system and analysis protocol on a human scale with cameras and equipment
for participants.

Our experiments produce a set of results: in particular, we measure a direction bias
in keratocyte cells migration and a movement speed bias in humans walks in corridor
geometries with folded walls. Also, in corridor intersections, we identify, beyond
phenomena specific to each living being, two common types of movement: a blocking
of movements and a stop-and-go phenomenon. Furthermore, the perspective of our
research protocols is useful for the improvement of the fabrication of large-scale
microenvironments, the development of cell culture variants adapted to the studied
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spatial configurations, the production of an architectural device for the study of human
displacements, and the characterization of spatialities as a function of cellular or human
movements.
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Cette thése s'inscrit dans un double contexte entre 1’architecture d’un coté et la
mécanobiologie de 1’autre. Il s’agit d’une recherche ouvertement transdisciplinaire.
D'une part, nous étudions le mouvement de I'nomme dans des environnements
architecturaux et d'autre part, nous étudions la migration des cellules a I'aide d'outils et
de méthodes issus de la biophysique. C’est également une recherche exploratoire. Le
pont qui tente de relier ces deux contextes disciplinaires est particulierement atypique et
cache quelques surprises. Il est trés probable que vous, lecteur ou lectrice de ce
manuscrit ne connaissiez pas en profondeur les deux contextes a la fois.

Ayant de mon c6té, passé de nombreux mois a faire des aller-retours sur ce pont, je
me suis rendu compte que certains éléments, qu’ils soient relativement simples ou
réellement complexes, pouvaient trés rapidement devenir confus et nécessitaient d’étre
clarifiés dans le contexte théorique de la thése. Par conséquent, afin de vous
accompagner sur ce pont entre les disciplines, puis de vous permettre de le parcourir en
confiance et en autonomie, je vous présenterai tout au long de ce chapitre chacun des
deux univers et les problématiques formulées pour chacun d’eux. Ce chapitre est donc
structuré en quatre temps :

Dans un premier temps, nous aborderons la relation entre I’architecture et la
recherche. Nous nous pencherons donc sur quelques jalons importants témoignant de la
construction contemporaine de la recherche architecturale et nous en explorerons les
formats.

Dans un deuxieme temps, nous adresserons plus particulierement la question du
mouvement en architecture. Nous définirons d’abord la notion de mouvement des corps
et analyserons ensuite la maniére dont celle-ci est traitée dans la pratique et dans la
recherche en architecture. Nous en dresserons un état de 1’art pluridisciplinaire qui
s’appuie a la fois sur la pratique des architectes, les études en sciences humaines et
sociales et les sciences expérimentales. Enfin, nous poserons les bases d’une
problématique architecturale portant sur 1’observation du mouvement des corps.

Dans un troisieme temps, relativement court, nous prendrons un peu de recul
sémantique sur la définition de notre objet de recherche architectural afin d’appréhender
les possibles points de rencontre entre les deux disciplines.

Et dans un quatrieme temps, nous aborderons les fondements biophysiques qui
étayent cette recherche. Nous présenterons la récente émergence de la mécanobiologie
et expliciterons les objectifs de cette discipline en ce qui concerne les processus de
migration des cellules et la geéométrie de leurs environnements. La aussi, hous poserons
les bases d’une problématique de recherche portant sur I’observation des mouvements
des cellules.

1.1. Architecture et recherche

1.1.1. Introduction

L'architecture est un terme qui définit un large éventail d'objets et d'activités, il
désigne principalement la conception et la supervision de la construction de batiments.
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Cependant, il est difficile, voire impossible, d'en donner une définition exacte et
universelle. Souvent, I'architecture est présentée comme une expression de la culture :

« [L'architecture] est ce qui reste des civilisations et des sociétés et, a cet égard,
elle ne peut étre considérée comme la simple manifestation d'un état de la
technique, d'une demande sociale sans équivoque ou d'un engouement passager
pour le beau. » [1].

Elle implique que sa signification dépend d'une société donnée et d'une époque
donnée. Il n'est donc pas surprenant que I'on trouve de nombreuses définitions, tant
dans I'histoire de I'architecture que dans la théorie de I'architecture.

Sans doute, le but de cette recherche n'est pas de répondre a une ambition aussi
large. Nous n’avons nullement l'intention de développer une définition précise de
I'architecture ni historique ni actuelle. Cependant, il reste indispensable de faire un
travail théorique préalable afin de nous donner une vision globale de ce contexte
disciplinaire polymorphe.

C'est pourquoi, a travers cette partie, nous allons d'abord esquisser les
caractéristiques de l'architecture et comprendre quelles sont ses spécificités. Ensuite,
nous examinerons les interactions entre l'architecture et la recherche, y compris son
contexte théorique, et nous verrons comment la recherche en architecture se positionne
en tant que discipline. Enfin, nous aborderons les formats que peut prendre cette
recherche.

1.1.2. Esquisse des propriétes de 1’architecture

Nous avons établi une premiere représentation de l'architecture dans I'introduction
en tant qu’activité de conception et de construction de batiments.

Afin de remplir ce rble, I'architecture est fondamentalement une discipline
plurielle. Elle relie largement les métiers et les expertises puisque ses domaines de
compétence s'étendent aux techniques et a I'économie de la construction (moyens), a la
conception du mobilier et a l'urbanisme (échelles), a [I'histoire et aux cultures
(contextes), a la sociologie et aux coutumes (usages), a l'anthropologie et aux
philosophies (représentations), etc.

L'architecte est fondamentalement un expert dans le dialogue entre tous les
métiers évoques. Il définira les espaces et les eéléments de construction de maniere
complexe, en fonction de ce grand nombre de parametres. Il opérera une synthése de
toutes les questions inhérentes a chaque partie du projet. Sa responsabilité, face a
I'aspect transversal et interdisciplinaire de son travail, est de maintenir une forme de
cohérence. Pour ce faire, il utilisera deux outils méthodologiques et conceptuels : le
projet et la critique.

« L'architecture définit son principe de pertinence tout d'abord autour du
processus de projet. » [2].

Ici, le terme de projet va de pair avec I'idée de processus, nous pouvons le considérer
comme une approche méthodologique.
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« [Le projet] peut étre circonscrit dans une approche itérative capable de
féderer des informations complexes et parfois méme contradictoires. [...] C'est
une facon de penser, pas un objet identifiable. C'est un processus, une posture,
pas une expression » [1].

C'est ainsi que sont menés les travaux de toute discipline de conception, y compris
l'architecture. A cet égard, lorsqu'ils tentent d'élaborer un cadre théorique et
méthodologique pour la recherche architecturale en 2007, Anne Coste et Alain Findeli
étendent méme la notion de discipline de projet a toutes celles qui impliquent une
activité de conception. Pour donner ce sens elargi au terme de design, ils s'appuient sur
la définition qu’en donne Herbert Simon, ¢’est-a-dire celle-ci :

« Le design est ’activité de quiconque congoit des actions ayant pour but de
transformer des situations existantes en des situations préférées. |[...]
L’ingénierie, la médecine, le management, [’enseignement, le droit,
['architecture et la peinture sont tous concernés dans le fond par le processus de
design » [3]°.

La discipline est basée sur des processus de conception, sur une activité de
projection.

Le deuxiéme outil conceptuel et méthodologique de I'architecte est la critique. La
production architecturale est constamment critiquée :

« La composante professionnelle de [I'architecture trouve son champ
d'évaluation/valorisation selon des protocoles parfaitement établis. Car
personne n'ignore l'importance des concours d'architecture, des prix et des
grands prix, des revues et des publications par et pour les architectes et de leur
production, des critiques dans les journaux et les quotidiens, et parfois méme de
la médiation par la télévision » [4].

Pour I’architecture, c'est ce que 1'on appellerait "I'examen par les pairs" dans les
disciplines scientifiques. Cette discipline est basée sur une logique de critique. En
d'autres termes, il y a une articulation entre l'analyse et l'interprétation d'un contexte
donné d'une part, et un diagnostic accompagné d'une prescription conduisant a la
modification de ce contexte d'autre part.

« Contrairement au point de vue descriptif, analytique, critique, explicatif et/ou
interprétatif des différentes disciplines scientifiques, le point de vue de
I'architecture est diagnostic, car il cherche a améliorer, ou du moins a
préserver, I'habitabilité du monde » [3].

Il y a donc de nombreux échanges entre tout projet architectural et les énoncés
politiques, historiques ou théoriques culturellement présents dans la société.
L'architecture est fagconnée par la critique, du premier niveau, concernant I'insertion d'un
projet architectural dans un contexte donné tres spécifique, au dernier et le plus large,
par lequel une pensée théorique faisant autorité est construite dans un groupe
d'architectes.

® Alain Findeli et Anne Coste se référent a cette définition du mot design, qu'ils traduisent en francais
ainsi dans leur travail a partir de I'ouvrage en anglais d’Herbert Simon : H. Simon, “The Sciences of The
Artificial,” Cambridge, MIT Press, 3éme edition, 1999 (1969).
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1.1.3. Interactions entre architecture, recherche et théorie

Nous pouvons aisément concevoir le fait que les racines de la recherche
architecturale se retrouvent dans de nombreux travaux passés, tant dans les
constructions physiques que théoriques et ce, a travers toutes les époques.

La théorie et I'histoire de I'architecture sont des formes de connaissances trés riches
et diverses. A tel point qu’il nous semble présentement plus pertinent de revenir sur la
structuration de I'enseignement et de la recherche universitaires au cours des derniéres
décennies pour comprendre la construction contemporaine de la recherche architecturale
en général. L'histoire de I'enseignement de I'architecture présentée ici est spécifique a la
situation en France. Cette présentation révele a la fois le contexte spécifique de la
présente thése et la structuration complexe de la recherche dans le domaine de
I'architecture.

Quelques années auparavant, I'enseignement de I'architecture dépendait de
I'académie des beaux-arts. Aprés les événements politiques et sociaux survenus en
France en 1968, 1'architecture a quitté 'académie pour acquérir plus d’autonomie. Les
unités pédagogiques d'architecture (UPA) sont mises en place pour répondre a cet
objectif [5]. Cette période de bouleversement académique a donné lieu a des
revendications sur l'architecture. La discipline est a la recherche d’une meilleure
considération dans les spheéres intellectuelles et crée des liens avec les universités,
notamment avec les sciences humaines et sociales. Elle se rapproche ainsi des
méthodologies et paradigmes de ces derniéres. Les premiers doctorats liés a des objets
de recherche que I'on pourrait considérer comme architecturaux sont hébergés dans des
domaines connexes.

Dans la seconde moitié du XX*™ siécle, les unités pédagogiques d'architecture sont
devenues des écoles et de nombreuses réformes ont été menées, ayant un impact sur les
études d'architecture. Le changement le plus important dans I'organisation des études et
donc de la recherche se fait en 2005 afin d'uniformiser I'enseignement a I'échelle
européenne. Il s'agit de lI'adoption du systeme LMD (licence, master et doctorat). Cela
permet donc la création a part entiére du doctorat en architecture.

Comme nous l'avons vu, la recherche en architecture dans sa forme contemporaine
est nouvelle. Elle s'enracine, d'une part, dans la richesse culturelle et théorique de la
profession, dans son évaluation par les critiques et, d'autre part, dans les diverses
évolutions de l'enseignement au sein d'un univers dont la reconnaissance en tant que
discipline de recherche a été lente. Il est trés complexe de se repérer dans cet univers car
les formes que prend la recherche sont trés variées, les méthodes employées également.

1.1.4. Les difféerentes méthodes pour la recherche
architecturale

L’interdisciplinarité est une caractéristique intrinséque de P’architecture et
conditionne sa validité. C’est en adoptant ce point de vue que nous abordons le sujet
des méthodes de la recherche pour 1’architecture, cette derniére étant, elle aussi,
intrinséquement interdisciplinaire.
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En parcourant quelques exemples de types de recherches menées en lien avec
I’architecture, qu’elles soient réalisées par des chercheurs architectes ou par des
chercheurs issus de disciplines connexes, nous constatons effectivement une grande
diversité de travaux de recherche. Nous ne ferons pas une liste exhaustive de ces
travaux ou des méthodes associées car, de nouveau, nous ne cherchons pas a faire un
travail épistémologique de fond. Plus succinctement, nous constatons que les
recherches en architecture se construisent autour de trois grandes familles de
stratégies méthodologiques, que 1’on peut rapprocher de cadres épistémologiques
disciplinaires.

Nous présentons ces trois familles de méthode de recherche qui sont toutes
conduites dans le champ de I’architecture. La premiére famille de recherche que nous
abordons est relative a la construction historique de la discipline, proche des sciences
humaines et sociales comme nous venons de le voir, particuliérement utilisée dans les
études portant sur les usages, les politiques et les sensibilités liés a 1’architecture. La
seconde famille de recherche que nous introduirons est celle des sciences
expérimentales, correspondante a une approche plus physicienne et technique,
particulierement utilisée pour I’étude des matériaux et des constructions, pour la
normalisation et la réglementation de 1’architecture. La troisiéme et derniére famille de
recherche sur laquelle nous nous pencherons est celle qui associe les méthodes de la
recherche aux méthodes de la conception, puisque ces processus sont parfois hybridés.

Ensuite, nous faisons le lien entre ces différentes familles en esquissant une courte
critique des aspects objectifs, subjectifs et réducteurs d’une recherche. Cela nous aidera
a nous positionner méthodologiquement et ainsi nous repérer dans la construction de
notre propre recherche.

1.1.4.1. Les méthodes des sciences humaines et sociales

Il nous semble pertinent de questionner en premier lieu 1’héritage des sciences
humaines et sociales. L architecture étant une discipline qui, de par son développement
académique et scientifique, s’est construite au plus proche de celles-ci, elle s’est, par
conséquent, intensivement imprégnée de leurs méthodes de recherche.

Pour dégager les principes méthodologiques d’une recherche dans les sciences
humaines et sociales, nous nous appuyons sur I’ouvrage «In situ. Situations.
Interactions et récits d’enquéte » d’Eric Perera et de Yann Beldame [6]°. 1l constitue
pour nous une parfaite introduction aux notions d’immersion, d’enquéte et
d’intersubjectivité.

L’immersion

Le chercheur en sciences humaines et sociales est engagé dans une recherche de
nature in-situ et est acteur de sa recherche. Il est immergé dans le terrain qu’il étudie, il
ne cherche pas obstinément a se soustraire en tant qu’observateur extérieur mais

? Ouvrage publié en 2016, faisant suite au congres international « Chercheur(se) in situ. Immersion par
corps, normes et déviances » tenu en 2014 a I'Université Paul-Valéry de Montpellier. Ce congres a été
I’occasion pour les chercheurs et chercheuses invité.es d’échanger sur leurs situations de recherche
ethnographique et ainsi aborder la diversité des méthodes qu’ils utilisent.
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accomplit son réle face aux personnes étudiées. Le chercheur ne peut se permettre de
faire abstraction de certains éléments de contextualisation. Il est nécessaire pour lui de
savoir rendre compte du contexte global de la recherche in-situ. Il a pour mission de :
« saisir la place du recueil des données entre le terrain et l’analyse et montrer comment
données de terrain, en comparaison avec les données précédemment recueillies,
connaissances du milieu, rapport a soi, ressentis et distanciation réflexive se combinent
pour donner naissance a l’écriture et a ’analyse sociologiquey» [7]. 1l se doit d’associer
les éléments évoqués ici dans la structure de la connaissance qu’il élabore : distanciation
réflexive, rapport & soi et connaissance du milieu. Nous identifions un premier point :
par son immersion dans le terrain d’étude, le chercheur en sciences humaines et
sociales fait nécessairement intervenir sa propre subjectivit¢ au ceceur d’une
recherche in situ.

La situation d’enquéte

Dans les méthodes de recherche en sciences humaines et sociales, nous appelons
enquétes les situations pour lesquelles se construit un dialogue entre le chercheur qui se
place dans un role d’enquéteur et 1’enquété, lui-méme faisant partie des objets de la
recherche. Le dernier témoigne de son expérience subjective. De ce fait, I’enquéteur
s’appuie implicitement sur une forme de connivence avec 1’enquété afin d’établir un
acces a ce qui lui est intime. Il est, par conséquent, cohérent dans cette démarche que le
chercheur puisse établir des stratégies afin de créer des relations de complicités entre
I’enquéteur et I’enquété. « L’enquéte doit étre réciproque, faite de dons et de contre-
dons d’informations et d’expériences » [6]*°. De ce role préétabli et nécessaire au
recueil d’informations, nous identifions un deuxiéme point: le chercheur, en tant
qu’enquéteur, est engagé par le dialogue face a ’enquété. 1l se retrouve une nouvelle
fois en présence de sa subjectivité.

L’intersubjectivité

Une partie essentielle de la recherche étant basée sur le dialogue établi entre
I’enquéteur et I’enquété, la nature méme de ce dialogue peut devenir problématique
pour le recueil d’informations. En effet, I’expérience vécue est verbalisée par I’enquété,
transmise a I’enquéteur puis analysée par ce dernier. Ce sont trois étapes clés de la
recherche pendant lesquelles la nature de I’information peut éventuellement se retrouver
transformée. « Toute expérience est positive, le probléme [...] c’est de passer d’une
expérience physique ou sensitive qui ne passe pas par la parole et de la transformer en
mots, de la verbaliser » [6]''. Par exemple, une critique peut étre faite a I’égard de
certaines recherches dans lesquelles les chercheurs tentent maladroitement de faire
entrer la parole des enquétés dans un cadre conceptuel restreint. Cette déformation
académique peut étre néfaste pour la production des énoncés. C’est du moins la critique
que soutient Christian Bromberger dans la préface de 1’ouvrage In Situ. Nous identifions
ici un troisieme point : il y a une intervention subjective du chercheur lorsque celui-
ci communique autour de son objet d’étude et transmet son expérience.

1% Extrait de la préface de Christian Bromberger, texte original en francais.
11
Idem.
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Ces trois notions que sont I’immersion, 1’enquéte et la considération de
I’intersubjectivité nous renseignent sur la nature des informations recueillies lors de la
recherche. Nous y voyons 1’impossibilité d’une objectivité impartiale et universelle de
la part du chercheur. Ce dernier n’aura aucun intérét a ignorer le caractére subjectif de
I’expérience de I’enquété, sa propre subjectivité et 1’intersubjectivité du partage de cette
expérience, de son recueil et de son traitement.

En conséquence, nous notons que la recherche en sciences humaines et sociales ne
se fonde pas sur un principe d’exactitude mais préférera observer la récurrence de
phénomenes, également, elle se construira par I’inclusion des subjectivités dans les
données de la recherche.

1.1.4.2. Les méthodes des sciences expérimentales

Le principe de la méthode expérimentale est simple : il s’agit de mettre en place un
dispositif expérimental pour vérifier une hypotheése formulée a propos d’un objet de
recherche. A partir de ce dispositif expérimental, un paramétre seul ou un groupe de
parametres peuvent étre modulés. Ensuite, nous mesurons I’impact de ce ou ces
parametres sur I’objet de la recherche. Enfin, c’est a partir de cette modulation et de la
mesure qui s’en suit que nous pouvons valider ou infirmer les hypothéses initialement
formulees.

Concernant 1’architecture, ce modé¢le épistémologique est employé dans des
recherches d’ordre plutot technique, s’adressant aux missions de la discipline quant a la
mise en forme de la matiére, la disponibilité des ressources ou la sécurité des usagers
pour ne donner que quelques exemples. En général, ce sont des recherches portées sur
les propriétés physiques de matériaux ou de configurations spatiales.

Nous pouvons citer I’exemple de 1’étude expérimentale menée par Leonardo Agurto
[8] et ses collégues qui ont étudié le comportement thermique d’un mur Trombe®? &
faible colt dans le contexte environnemental et économique des logements sociaux au
Chili. Pour mener a bien leur expérimentation, ils ont au préalable construit un
prototype de mur Trombe qu’ils ont associé a une cellule de logement correspondant
aux criteres normatifs des logements sociaux tels que définis par 1’état du Chili. Des
capteurs thermiques ont été placés au sein de la cellule et du prototype afin de mesurer
les évolutions de la température puis, ces données ont été analysées afin d’évaluer le
dispositif.

Les connaissances produites a partir de ces méthodes de recherche se veulent
objectives et universelles car vérifiables et répétables. Nous retrouvons le méme
principe de récurrence de 1’observation, visant cette fois-ci une forme d’exactitude. Le
principe étant que la reconduction d’une méme expérience permette d’obtenir les
mémes résultats sur I’objet d’étude. Lorsqu’elles sont appliquées, ces connaissances

2 Un mur trombe est un dispositif thermique passif placé sur la fagade sud d’un batiment. L’objectif de
cette installation est d’utiliser I’énergie solaire pour améliorer les performances thermiques du
batiment. En hiver, le rayonnement solaire chauffe une lame d’air (qui transmet cette chaleur
immédiatement a I'intérieur par ventilation) et les magonneries (qui accumulent cette chaleur de jour
pour la restituer ensuite de nuit). En été, la convection générée par le dispositif aide a I’évacuation de
I'air chaud et aux entrées d’air frais dans le batiment.
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forment une base a partir de laquelle sont souvent constitués les cadres normatifs et les
réglementations.

1.1.4.3. Les méthodes des disciplines de conception

L’architecture est une discipline de conception. Il est par conséquent fréquent de
voir s’hybrider des activités de recherche et des activités de conception dans le champ
de I’architecture. Pour nous donner un cadre théorique et ainsi cerner les spécificités, les
similitudes et les divergences de ces deux activités, nous prenons appuis sur 1’ouvrage
de Linda Groat et David Wang qui les caractérise et les compare [9].

Nous nous appuyons en particulier sur deux tableaux réalisés par les auteurs : le
premier présentant les similitudes entre conception et recherche et le second présentant
les divergences.

Similarité Design Recherche

Programmation Processus de design Méthode scientifique
systématique

Logiques multiples | Abductive Abductive (mise en place de la
Inductive recherche/formation de I’hypothése)
Déductive Inductive

Déductive

Logiques utilisées Modele Générateur / Séquences logiques multiples,
Conjecture dépendamment des questionnements et
Probléme / Solution objectifs de la recherche

Portée Niveaux macro / moyen | Petite / moyenne / grande théorie
/ micro dans un cadre
appliqué / clinique.

Contexte social Pratique située Recherche située

Figure 1. Tableau des similitudes entre design et recherche
Extrait de [9], traduction personnelle depuis I'anglais.

Nous retenons de ce premier tableau les éléments suivants : 1) Les deux activités se
structurent a partir de protocoles systématiques, ce qui les rend rigoureuses. 2) On y
retrouve des raisonnements logiques par induction et déduction pour établir les relations
entre principes genéraux et phénomeénes, ainsi que des raisonnements par abduction,
permettant la construction préalable d’hypothéses et une ouverture vers des éléments
nouveaux. 3) Elles sont menées depuis un contexte social donné mais ont une portée a
toutes les échelles possibles (1I’application de la recherche, sa valeur théorique ou 1’objet
de la conception peuvent tout autant viser un cas particulier qu’avoir une portée
universelle).

Différence Design Recherche

Contribution Proposition d’artefact Connaissance et/ou application
généralisable

Processus dominant | Génératif Analytique et systématique

Temporalité Futur Passé et présent

Dynamique Probleme Question

Figure 2. Tableau des différences entre design et recherche
Extrait de [9], traduction personnelle depuis I'anglais.
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Nous retenons de ce second tableau quesi le processus de la recherche est
analytique, celui du design est géneratif et cette différenciation est relative a leurs
objectifs réciproques. Celui de la recherche serait d’apporter des réponses a une ou
plusieurs questions posées et donc de statuer sur 1’état du réel, actuel ou passé, tandis
que celui de la conception serait 1’apport de « stratégies visant a transformer les
situations existantes en situations préférées » [9]* donc une action transformative du
réel souhaitant en modifier le futur.

Malgré des finalités différentes, les analogies de fonctionnement entre les deux
processus que sont la recherche et la conception permettent de les hybrider. Par
exemple, I’apport de connaissances de la recherche peut rendre plus pertinente la
conception et réciproquement 1’action transformative de cette derniére peut ouvrir de
nouvelles perspectives de recherche. Ces hybridations sont constitutives de démarches
exploratoires dont I’'intérét est de créer de fortes synergies et rendent possible la
production de connaissances nouvelles.

1.1.4.4. Synthése sur les méthodes de recherche pour
I’architecture

La recherche en architecture convoque fondamentalement 1’interdisciplinarité et
aborde une grande variété d’objets de recherche. Par conséquent, elle se construit
méthodologiquement en empruntant a la fois aux champs des sciences humaines et
sociales, des sciences expérimentales et en s’hybridant aux processus de conceptions.
En croisant les trois approches méthodologiques, nous notons deux critiques récurrentes
qui portent sur la nature méme de la recherche et sur la nature des connaissances
produites par la conduite de ces recherches. La premiére concerne la balance entre
subjectivité et objectivité. La seconde concerne le cadrage de la recherche, qualifié de
« réducteur ».

De la balance entre subjectivité et objectivité

Nous adhérons au paradigme selon lequel la production de connaissances répond a
une quéte d’objectivité. Pourtant, lors du développement d’une recherche et
dépendamment des méthodes employées par les scientifiques de tout domaine, il est
possible d’intégrer des éléments subjectifs susceptibles de biaiser tout ou partie de cette
recherche. Nous avons vu que parmi les paradigmes qui encadrent la production de
connaissances dans les sciences humaines et sociales, il est celui de I’impossibilité d’un
observateur pleinement neutre et extérieur.

« Les techniques de neutralisation de la situation d’enquéte, la volonté
d’atteindre une réalité sociale authentique et celle d’obtenir des données de
recherche pures peuvent étre considérées dans cette perspective comme des
illusions. » [6].

Y Linda Groat et David Wang citent ici la définition élargie du terme de design tel qu’Herbert Simon la
présente dans : H. Simon, “The Sciences of The Artificial,” Cambridge, MIT Press, 3éme edition, 1999
(1969). Il s’agit ici d’une traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “courses of action aimed
at changing existing situations to preferred ones.”
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Nous avons également vu que cela n’est nullement une fatalité pour les chercheurs
et chercheuses de ces domaines qui, plutot que d’ignorer ces formes de subjectivités,
préferent les intégrer en tant que données de la recherche. Cette stratégie leur permet de
produire une forme de connaissance partageable bien qu’elle soit hautement
contextualisée et spécifique.

Dans notre recherche, nous nous situons précisément a 1’interface entre des formes
de recherche proches des sciences humaines et sociales et des formes de recherche
expérimentales. Nous avons intégré cette critique dans 1’élaboration méthodologique de
notre recherche. En particulier, nous avons mené des expérimentations en prenant en
considération 1’'impact d’une consigne expérimentale sur le déplacement des corps au
sein d’une architecture [p.137]. Cela nous conduit a formuler 1’hypothése selon laquelle
il nous est malgré tout possible de définir des observables et par conséquent de suivre
une démarche « physicienne » de quantification de ces observables. En ce sens, les deux
approches méthodologiques peuvent coexister [p.150].

De Daspect « réducteur » d’une recherche

Rapprochons-nous a présent de la seule définition de la recherche. D’aprés Groat et
Wang a nouveau, la recherche serait une «enquéte systématique orientée vers la
production de connaissance » [9]*. 1l s’agit d’une définition qui place donc la
production de connaissance comme objectif de la recherche. Elle est relativement
générique et nous pouvons aisément nous mettre en accord collectivement. En d’autres
termes, nous évoquions plus tét la recherche en tant que réponse a des interrogations,
visant a statuer sur 1’état du réel.

En revanche, elle place ’activité d’enquéte systématique comme démarche a adopter
pour la recherche. Or, ces termes-ci, bien qu’eux aussi génériques, peuvent é&tre
interprétés treés différemment selon nos origines disciplinaires. Justement, 1’usage de
cette notion d’enquéte systématique n’est pas anodin pour les auteurs. Ils entendent par
ces mots prendre en compte la critique souvent faite aux expérimentations scientifiques
leur reprochant leur aspect réductionniste, jugé trés approprié pour certaines taches mais
parfois pénalisant pour d’autres.

« Au-dela du probleme épistémologique se profile la diversité refoulée des
sciences, notamment la question de la singularité des sciences dites
expérimentales, c’est-a-dire des sciences qui peuvent isoler et manipuler leurs
objets. Dans quelle mesure les sciences qui n’ont pas cette liberté peuvent-elles
fonder leurs prétentions sur le méme modeéle ? [10] »

Cependant, toute forme de réduction est caractéristique de la recherche puisqu’il est
nécessaire de cadrer 1’objet de la recherche dans un contexte donné et de faire certains
choix méthodologiques en conséquence. « Pour que la recherche soit de la recherche,
elle implique nécessairement de réduire I'expérience vécue ou les phénomenes observés
a des morceaux d'information qui sont notés et traités d'une maniere ou d'une autre »

" Traduction personnelle depuis I'anglais. Cette définition qu’utilisent Linda Groat et David Wang est
empruntée a James C. Snyder dans son ouvrage “Architectural Research” paru en 1984. Texte original :
“systematic inquiry directed toward the creation of knowledge.”
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[9]*°. Pour les auteurs, 1’affirmation que la réduction est en quelque sorte le propre de la
recherche leur permet de mettre sur un pied d’égalité plusieurs méthodologie de la
recherche. lls citent trois exemples : une expérimentation de laboratoire, une étude
qualitative d’un parameétre et une narration historique.

Dans 1’élaboration de notre propre démarche d’enquéte systématique nous faisons le
choix méthodologique de nous rapprocher d’une situation d’expérimentation en
laboratoire. Ce choix est motivé par le caractére exploratoire et transdisciplinaire de
notre recherche, construite dans le dialogue entre 1’architecture et la mécanobiologie et
se focalisant sur la construction d’un objet d’étude commun [p.51].

En effet, pour les deux étres-vivants, cellules et humains, nous avons mis en place
des situations expérimentales que 1’on peut qualifier d’in-vitro car réalisées dans des
conditions spatiales contrélées [p.72]. Comme évoqué, cette démarche n’est qu’une
modalité possible d’une enquéte systématique. Elle permet néanmoins de produire des
résultats valides a partir de phénomene récurrents observeés et identifiés [p.133-144]. En
conclusion finale, nous faisons un retour critique et discutons ouvertement des
perspectives possibles a notre recherche (complémentarité méthodologique, intégration
d’¢éléments plus complexes, ...) [p.151].

1.2. Architecture et mouvements

Architecture

Pour rappel, lorsque les architectes congoivent et construisent des objets
architecturaux a destination des hommes, ils opérent une transformation du monde,
symbolique ou matérielle, dont le but est a priori d’apporter une amélioration du cadre
de vie, de subvenir a un besoin humain comme par exemple le fait d’apporter
habitabilité, confort, sécurité ou tout type de ressources. En d’autres termes, pour
correspondre a I’aspect génératif évoqué plus tét, ils projettent une situation privilégiée
a partir d’une situation donnée.

Néanmoins, pour chacune de ces architectures projetées et produites, il reste trés
difficile d’évaluer toutes leurs qualités et en particulier d’évaluer ce qu’elles proposent
comme expérience et comme vécu a leurs usagers. Il s’agit d’un questionnement tres
vaste, trés ouvert, sur lequel beaucoup de recherches dans le champ de 1’architecture
sont menées, dont la notre.

Mouvements

Du point de vue de la physique, le terme de mouvement décrit le déplacement d’une
entité (substance ou objet matériel) par rapport a un référentiel : il sera absolu s’il se fait
par rapport a un point fixe de 1’espace, il sera relatif s’il se fait par rapport a des reperes
eux-mémes mouvants. Cette définition décrit de fait une infinité de phénomenes ayant
cours en permanence et a toutes les échelles du réel.

15 . . . . .. .

Extrait p.8, traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “For research to be research, it
necessarily involves reducing lived experience or observed phenomena to chunks of information that are
noted and categorized in some way.”
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Rapportés a 1’humain, nous pouvons dire que nos mouvements influencent
fondamentalement 1’expérience que nous faisons du monde. C’est a travers ceux-Ci que
nous percevons, nous explorons, nous parcourons, nous habitons le monde,
perpétuellement, a chaque seconde de nos vies.

Rapportés a I’architecture, nous pouvons cadrer la définition du mouvement un peu
plus préciseément. 11 s’agit alors de décrire I’ensemble des déplacements, des animations,
des gestes, en somme toute I’activité humaine qui se déroule dans un référentiel spatial
gue nous avons congu et construit architecturalement.

Nous retenons de ces éléments de définition que le mouvement occupe une place
prépondérante dans 1’expérience que nous faisons du monde. En conséquence, 1’étude
de ce dernier, a 1’échelle de 1’architecture, vue comme une interface entre soi et le
monde, et a I’échelle du corps, celui des humains qui habitent, occupe également une
place prépondérante dans la recherche architecturale. Ces mouvements apparaissent des
lors comme un point d’entrée privilégié pour 1’évaluation de I1’expérience en
architecture.

Architecture et mouvements

L’objet de cette partie est de faire un état de I’art pluridisciplinaire de la recherche
architecturale portant sur la notion de corps en mouvement, en se penchant sur les trois
approches méthodologiques explicités plus tét [p.27].

Premierement, nous étudions I’approche d’architectes praticiens qui font du
mouvement une notion opérante centrale a partir de laquelle penser le projet
architectural et lui donner forme. Pour ces architectes, il s’agit d’accompagner,
d’orienter, d’influencer le mouvement de 1’'usager a travers les volumes et les espaces.

Deuxiémement, nous étudions des exemples de recherche menées dans les sciences
expérimentales qui décrivent et modélisent les mouvements d’individus ou de groupes
d’humains dans des configurations spatiales dont la géométrie est contrélée.

Troisiemement, nous analysons des exemples de recherche dans les sciences
humaines et sociales, qui utilisent le mouvement comme un outil pour accéder au
sensible, pour appréhender les ambiances architecturales et urbaines et le vécu des
usagers de I’espace.

Enfin, nous prendrons appuis sur I’ensemble de ces €léments pour faire émerger une
problématique architecturale autour de la notion de corps en mouvement.

1.2.1. Le mouvement dans la pratique de 1’architecture

Les architectes praticiens prennent nécessairement en considération les mouvements
des usagers au sein des batiments qu’ils congoivent. Ils configurent leurs architectures
en vue d’offrir des espaces fonctionnels, emblématiques ou confortables. En quelques
sortes, ils adaptent les morphologies construites aux mouvements de la vie des humains
qui les habitent. Pour certaines figures emblématiques de 1’architecture, reconnues pour
leurs productions théoriques ou construites, le mouvement est méme, en tant que
concept opérant, placé au cceur de leur démarche.
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Nous présentons dans cette partie trois exemples de production, théoriques ou
pratiques, empruntées a I’histoire de 1’architecture et a son actualité. Il s’agit de la
production d’architectes, appartenant a des époques différentes au cours des XX*™ et
XXI°™ sigcles et donc traditionnellement rattachées a trois mouvements (au sens
culturel) différents. Le point commun entre ces productions est leur construction
explicite autour de la notion de mouvement, seul aspect de leurs ceuvres respectives trés
succinctement analysé ci-aprés. Nous présentons donc : Le Corbusier et la promenade
architecturale, jalons historique indétronable du mouvement moderne, Bernard
Tschumi et ses Manhattan Transcripts, témoignant de la part sociologique de
I’architecture des villes dans les années 1970-80 et enfin, Zaha Hadid et 1’architecture
fluide, rendue accessible grace aux outils numériques contemporains pour la conception
et la production de I’architecture.

1.2.1.1. Le Corbusier et la promenade architecturale

Le Corbusier est un architecte suisse et francais tres emblématique du mouvement
moderne, ayant un impact majeur dans ’architecture du XXeéme siecle, tant par sa
pratique que dans son corpus théorique. Parmi les éléments de son ceuvre prolifique,
nous retenons en particulier la théorisation de la promenade architecturale et sa
concrétisation dans le projet de la Villa Savoye (1929-1931).

La promenade architecturale est un outil conceptuel qui permet de penser
I’architecture en fonction de la déambulation des corps dans I’espace, une pensée qui
inscrit 1’expérience architecturale dans I’espace mais également dans le temps. Lorsque
nous nous déplacons au sein d’une architecture, les surfaces et les volumes que nous
percevons bougent les uns par rapports aux autres. Cela produit des perceptions
différentes sur les espaces environnants. Sur le plan visuel, nous percevons des
successions de volumes, des effets de profondeurs, des percées, des cadrages multiples.

Ces principes sont mis en exergue dans la Villa Savoye, un projet d’habitation
particulierement représentatif de la promenade architecturale :

« Dans la villa Savoye (1931), la découverte architecturale est basée sur la
promenade, sur une déambulation qui met en jeu les sens de la proprioception,
les muscles, mais dans I’objectif principal de mettre en scene l’environnement a
la maniére d’un kaléidoscope. Il propose des dispositifs spatiaux épurés, des
machines visuelles qui magnifient, par des successions de cadrages et de
recadrages, le regard vers l'extérieur en le détachant en chemin de la réalité
concreéte de l’environnement. » [11]

Ainsi, lorsqu’il réalise la Villa Savoye, Le Corbusier prend en considération les
mouvements des habitants de la maison. Il prolonge méme ce principe en intégrant une
autre cinématique de mouvement liée aux usages de la villa, liée aux mouvements des
habitants, celle de 1’automobile :

«On va donc a la porte de la maison en auto, et c’est I’arc de courbure
minimum d’une auto qui fournit la dimension méme de la maison. L’auto
s’engage sous les pilotis, tourne autour des services communs, arrive au milieu,
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a la porte du vestibule, entre dans le garage ou poursuit sa route pour le retour :
telle est la donnée fondamentale. »

Figure 3. La Villa Savoye congue par Le Corbusier

a.) Croquis du jardin supérieur avec accés au toit. b.) Plan du RDC avec circulation des
autos. c.) Photographie de la fagade Nord-Est. d.) Photographie de la rampe d’accés au
solarium. a.) et b.) sont extraits de [12]. c.) et d.) sont extraites de [13].

Pour résumer, d’aprés Le Corbusier, le mouvement des corps est un outil pour
apprécier I’architecture. Ce mouvement est celui de 1’observateur qui, au cours de sa
promenade architecturale, sera amené a percevoir, principalement de maniere visuelle,
différentes perspectives sur les composantes de 1’architecture : ses volumes, ses
surfaces, ses couleurs. Le Corbusier prend appuis sur ce phénomeéne de déplacement des
corps pour en tirer des principes esthétiques et spatiaux qui sont abordés lors de la
conception architecturale.

1.2.1.2. Bernard Tschumi et les Manhattan Transcripts

Bernard Tschumi est un architecte praticien et théoricien. 1l est notamment connu
pour ses écrits et autres réalisations théoriques comme par exemple les Manhattan
Transcripts (1976-1981). Tschumi décrit ces derniers comme étant des retranscription
d’une réalité architecturale. C’est pour lui un moyen d’introduire 1’expérience dans le
dessin et dans la pratique de I’architecture. « Le sens explicite des "Transcripts™ était de
transcrire les choses normalement radiées de la représentation architecturale
classique, a savoir la relation complexe entre les espaces et leur utilisation, entre le
plateau et le script, entre le "type" et le "programme”, entre les objets et les
événements. » [14] Il met donc au point un systeme de notation, de représentation de
I’architecture, construit autour des concepts d’événement, de mouvement et d’espace.
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« Prolongement des codes conventionnels du dessin ou de la chorégraphie, cette
notation tente d'éliminer le sens précongu donné a des actions particulieres afin de se
concentrer sur leurs effets spatiaux : le mouvement des corps dans I'espace. » [15]*°

Puis il construit les Manhattan Transcripts comme des séries d’images articulant
trois vignettes, une pour chacun des concepts evoqués. L’évenement se traduit
généralement par une photographie. L espace est un assemblage de volumes a partir
d’interprétations de plans, de cartographies ou encore de photographies. Le mouvement
est en quelques sortes une abstraction a partir de chorégraphies ou d’autres schémas de
mouvements : « Plutdt que d'indiquer simplement des fléches directionnelles sur une
surface neutre, la logique de la notation du mouvement suggere finalement de véritables
espaces de couloirs, comme si le danseur avait "taillé I'espace dans une substance
déformable” ; ou a l'inverse, en fagonnant des volumes continus, comme si un
mouvement entier avait été littéralement solidifié, "gelé" en un vecteur permanent et
massif. » [15]*

i gud
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Figure 4. Un Manhattan Transcript de Bernard Tschumi.
La premiére ligne représente I'espace, la deuxiéme ligne représente le mouvement et la
troisieme ligne représente I'événement. Extrait de [15].

Pour résumer, d’aprés Bernard Tschumi, le mouvement des corps est un activateur
d’espace et de ce fait un générateur d’architecture. C’est lui qui traduit 1I’expérience de
I’espace faite par ses usagers en une représentation architecturale. Du point de vue de la
conception, ce sont donc ces représentations (schémas et chorégraphies) des

'® Traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “An extension of the drawn conventions or
choregraphy, this notation attempts to eliminate the preconceived meaning given to particular actions in
order to concentrate on their spatial effects : the movement of bodies in space.”

Y Traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “Rather than merely indicating directional
arrows on a neutral surface, the logic of movement notation ultimately suggests real corridors of space,
as if the dancer has been 'carving space out of a pliable substance'; or the reverse, shaping continuous
volumes, as if a whole movement has been literally solidified, 'frozen' into a permanent and massive
vector.”
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mouvements qui prennent corps graphiquement et en volumétrie, pour former
I’architecture.

1.2.1.3. Zaha Hadid et ’architecture fluide

L’architecte Zaha Hadid est entre autre reconnue pour la géométrie originale de ses
batiments. Nous pouvons retenir de son ceuvre, un travail porté sur la courbe, sur la
fluidité de ’architecture. Le mouvement est partie prenante de ses réalisations. Il est un
point fondamental dans 1’articulation des espaces et donc dans la matérialisation de
’architecture.

Par exemple, les projets du musée MAXXI a Rome en Italie et du batiment central
de BMW a Leipzig en Allemagne illustrent pleinement ce fonctionnement. Ces projets
ont un langage architectural construit a partir de la notion de flux : « Chacun de ces
projets se penche sur [’organisation d’un certain nombre de trajectoires a différents
niveaux, sur la complexité résultant du croisement et de [’intersection de ces
trajectoires, et sur l’expérience spatiale de leur traversée. » [16]*® Dans le cas du
projet MAXXI, qui est un musée d’art contemporain, c’est le mouvement des visiteurs
qui est mis en sceéne, celui de leurs possibles trajectoires a travers des successions de
volumes, dans les expositions. Dans le cas du projet pour BMW, qui associe bureaux et
usine, c’est le mouvement des employés et autres usagers des batiments qui est articulé
a celui des automobiles.

Conceptuellement, son travail n’est pas pensé comme étant 1’assemblage d’entités
finies et closes, mais plutdt comme la matérialisation d’un champ physique, a 1’image
d’un champ électromagnétique par exemple. « On pourrait appeler le projet BMW un
projet de champ (field). Plutot que de travailler avec une série d’espaces segmentés,
fermés, statiques, nous nous sommes appliqués a créer un espace de mouvement continu
et fluide. » [16]*°

Pour caractériser cette fluidité des formes, inspirée de géométries naturelles telles
que les mouvements de 1’eau ou la formation des dunes de sable, nous utilisons en
anglais le terme de seamlessness, signifiant sans couture. C’est un mot qui décrit bien la
continuité géométrique entre les espaces, sans raccord, sans rupture et donc les
continuités de mouvement dont les usagers peuvent faire 1’expérience : que ce Soit
visuellement, en suivant les formes, leurs lignes de forces ou physiquement en
parcourant les surfaces courbes, les déformations locales du champ.

'8 Extrait p.20, traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “Each of these projects deals with
the organization of a number of trajectories over different levels, with the complexity that arises from
these trajectories crossing and intersecting, and with the spatial experience of moving through them.”
% Extrait p.20, traduction personnelle depuis I'anglais, texte original : “One might call BMW a field
project. Rather than work with a series of segmented, enclosed, and static spaces, we endeavored to
provide a continuous, fluid space of movement.”
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Figure 5. Deux réalisations architecturales de Zaha Hadid.

a.) b.) et c.) le musée MAXXI a Rome (1998-2009). d.) e.) et f.) le BMW Central Building a
Leipzig en Allemagne (2001-2005). Photographies extraites de [17] c.) et d.) © Roland
Halbe a.) b.) e.) et f.) © Héléne Binet.

Pour résumer, d’aprés Zaha Hadid, le mouvement des corps est une prescription
formelle et spatiale. Son vocabulaire fluide et continu inspire 1’architecture dans ses
principes de composition. En effet, cette derniére se construit au travers d’une
continuit¢ formelle (2 DI'inverse de 1’assemblage d’éléments distincts) qui vise
I’immersion des usagers, leur propose des perspectives sans cesse changeantes, les
conduit dans leurs déplacements et finalement met en scéne ce mouvement.

1.2.1.4. Le mouvement des corps dans la conception
architecturale

En conclusion, les trois approches traitent le mouvement de différentes maniéres.
Nous voyons que chez Le Corbusier, il s’agit avant tout d’un argument visuel,
séquentiel. Le mouvement conditionne une succession de perspectives auxquelles
I’architecture s’adapte de par sa composition géométrique. Cependant ce mouvement
aborde peu les autres formes de sensorialité. Nous voyons que Bernard Tschumi traite
plus profondément la question du mouvement, en lui donnant le role de générateur
d’architecture. Cependant ce mouvement est singulier. Il résulte d’une composition,
d’un imaginaire projeté. Il n’y est pas question d’observation récurrente. Nous voyons
que chez Zaha Hadid, le mouvement se traduit presque littéralement dans la conception
formelle. Le mouvement des corps est accompagné par la forme architecturale.
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Contrairement & Le Corbusier, ce n’est pas le mouvement qui met en scéne
I’architecture mais 1’inverse.

Malgré tout, les trois approches ont en commun le fait de penser I’architecture dans
son lien fort avec le mouvement des corps, en priorisant cet aspect. Dans les trois cas
décrits, c’est la notion de mouvement des corps qui génere une compréhension de
I’architecture : Celle-ci est percue dans le temps a travers différents points de vue, elle
apparait comme un événement dans la vie des usagers, elle accompagne les corps de
ceux-ci, modeéle leur perception de 1’espace. En conséquence, ¢’est ce mouvement qui
transforme, qui conditionne fortement la conception architecturale, qui en devient un
principe géneratif.

Au travers de ces exemples, nous voyons émerger un Véritable besoin de la
profession de cerner les enjeux et I'impact du mouvement des corps sur
I’architecture et de s’appuyer sur lui pour en informer la conception. Pour autant,
nous questionnons ouvertement les résultats obtenus par les architectes. Au-dela des
formulations théoriques et de I’application de ces principes architecturaux dans des
constructions matérielles, comment ces architectures sont-elles recues par leurs
usagers ? Les objectifs annoncés sont-ils atteints ? Plus pragmatiquement, nous
est-il possible d’évaluer cela ? La recherche en architecture, a laquelle nous
contribuons par notre travail de thése, aborde ces questions en s’appuyant sur les
sciences expérimentales et les sciences humaines et sociales notamment. Nous
explorons ces pistes de recherche dans les paragraphes ci-apres.

1.2.2. Les sciences experimentales pour 1’architecture
portant sur les mouvements d’individus ou de groupes
d’individus

Dans les sciences expérimentales, la question du mouvement lié a des objets
architecturaux est trés fortement abordée dans le champ de recherche portant sur les
mouvements d’individus, de groupes voire de foules.

Ces études sont régulierement menées avec pour objectif de prédire les mouvements
de foules, d’optimiser les évacuations d’urgence en planifiant des stratégies adaptées et
donc d’évaluer les configurations matérielles architecturales ou urbaine sur cet aspect.
Egalement, ces études améliorent les capacités de I’industrie du cinéma a créer des
effets visuels de mouvements de foule de qualité.

Ce domaine de recherche est trés actif et fertile. Nous nous concentrerons ici sur
trois exemples que nous avons sélectionnés afin qu’ils correspondent a trois échelles
différentes. Le premier exemple est celui du mouvement d’un individu dans un espace
restreint en interaction avec un autre individu. Le second exemple est celui d’un groupe
de personne ayant pour objectif d’évacuer une picce et le troisieme exemple est celui du
comportement a échelle macroscopique d’une foule orientée (polarisée).
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1.2.2.1. Mouvements d’un individu dans un espace restreint
en interaction avec un autre individu

Le chercheur Mehdi Moussaid et ses collegues ont mené une recherche
expérimentale afin d’observer la modification du comportement d’un marcheur due a
son interaction avec d’autres marcheurs [18]. Pour ce faire, ils ont préparé trois
situations expérimentales dans lesquelles un individu, portant un dispositif 1éger pour le
suivi des trajectoires se déplace a travers un couloir, équipé de caméras. L’intérét de ce
dispositif réside dans le fait de pouvoir observer facilement les déplacements et de les
décrire statistiguement dans un cadre expérimental tres contr6lé. Les marcheurs sont
étudiés dans trois situations. Pour la premiére situation, le marcheur est seul dans le
couloir qu’il traverse. Pour la deuxiéme situation, celui-ci traverse le couloir en
présence d’une autre personne, immobile. Pour la troisiéme situation, deux marcheurs
traversent le couloir dans les deux directions opposées. A partir des résultats obtenus
par cette recherche, les scientifiques ont pour objectif d’établir un lien entre les
interactions locales entre individus et des comportements collectifs qui émergent a
grande échelle.

Dans la troisieme configuration, ils mesurent la formation de deux lignes avec une
asymétrie gauche-droite prononcée. A partir de leurs observations, ils construisent un
modele et ’utilisation de celui-ci dans des simulations avec un plus grand nombre de
piétons montrent également le phénomene de formation de lignes asymétriques de par la
superposition de I’ensemble des interactions binaires (c’est-a-dire entre deux piétons).
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Figure 6. Mouvements d’un individu dans un espace restreint en interaction avec un
autre individu.

a.) Apercu de la mise en place expérimentale avec la position des caméras (cercles
rouges). b.) Trajectoires observées dans la seconde configuration (N=148) et c.) dans la
troisieme configuration (N=123). Les déplacements des marcheurs de la gauche vers la
droite sur le schéma sont représentés en bleu tandis que les déplacements dans la
direction opposée sont représentés en rouge. Emprunté a [18].
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1.2.2.2. Mouvements d’un groupe de personne évacuant une

piece

Le chercheur Angel Garcimartin et ses collégues ont analysé le comportement d’un
groupe de personne lors de 1’évacuation d’une pi¢ce [19]. Pour leur expérimentation,
pres d’une centaine de participants sont équipés d’un dispositif et placés a ’intérieur de
la piéce puis I’évacuent en suivant différentes instructions tandis que les chercheurs
opérent un suivi des trajectoires grace a une caméra et une mesure de la pression au
niveau du passage de porte. Ces derniers mesurent ainsi 1’évolution dans le temps de la
densité, de la vélocité et de la pression des piétons par analogie avec une mesure
physique propre a la description des matériaux granuleux. Cette pression des piétons,
qu’ils nomment également Stress cinétique, est obtenue dans la construction
expérimentale de leur étude, par la compétitivité des participants, c’est-a-dire en
fonction de la maniere dont les participants sont autorisés a entrer en contact ou a se
bousculer les uns avec les autres. Les chercheurs comparent ainsi trois situations : la
premic¢re dans laquelle les participants n’entrent pas en contact de maniére
intentionnelle, la seconde dans laquelle le contact physique est autorisé et la derniere
dans laquelle il est possible de pousser modérément les autres participants. Enfin, les
chercheurs démontrent ainsi que la competitivité affecte fortement la vélocité et la
densité des participants lorsqu’ils tentent d’évacuer rapidement une picce.

d. je
= (a)
™~ *
E
@ 0.8 - =
& —— ==
T =
= e
£ 04 = ==
] -
o
i
]
= 0 T T T
faible moy. élevée
k compétitivité
.

(b)

pression (unit. arbit.)
(4.}
au
|

T T T
faible moy. élevée
compétitivité

Figure 7. Mouvements d'un groupe de personne évacuant une piéce

a.), b.) et c.) Captures d’image d’un groupe de personne évacuant la piéce dans trois
niveaux de compétitivité différents. Les panneaux supérieur (a.), au milieu (b.) et inférieur
(c.) correspondent respectivement a une compétitivité faible, moyenne et élevée. Il en va
de méme pour les deux autres colonnes. d.), e.) et f.) Densités moyennes obtenues dans
le laps de temps allant de N=10 a N=50 (N étant le nombre de personnes ayant évacué la
piéce). Léchelle de couleur indique la densité locale en personne/m?2. g.), h.) et i.) Champs
de vitesse moyenne obtenus de N=10 a N=50 pour tous les exercices d’évacuation dans
une condition de compétitivité donnée. Les fleches représentent les vitesses moyennes
obtenues et la carte de couleur représente le module moyen de la vitesse dont la valeur
est indiquée dans la barre latérale. j.) Vitesses initiales du groupe utilisée comme
approximation de la vitesse souhaitée. k.) Pression sur le montant des portes. Adapté et
traduit a partir de [19].

43



Chapitre 1 : Contextes et approches théoriques

1.2.2.3. Comportement a échelle macroscopique d’une foule
orientée

Les chercheurs Nicolas Bain et Denis Bartolo ont analysé le comportement de
grandes foules et ont caractérisé ces dernieres en les comparant & des objets
hydrodynamiques. Le type de foule sur lequel ils se sont penché est celui d’un départ de
Marathon. Il s’agit donc d’une foule polarisée puisque la trajectoire de tous les
participants se fait dans la méme direction. lls ont analysé la foule dans son ensemble,
en ignorant toute interaction a échelle individuelle et ont donc mesuré la densité locale
et le champ de vélocité de cette foule. Ils ont ainsi observé la présence de vagues de
propagation dans le comportement des coureurs : « nous démontrons que I'information
se propage a l'échelle du systtme sous forme d'ondes hybrides combinant des
fluctuations de densité et de vitesse dans cette foule polarisée. » [20]”". En outre, ils
attirent notre attention sur I’intérét expérimental d’une observation a 1’échelle
macroscopique : « Nous nous appuyons sur les lois de conservation et les principes de
symétrie pour construire une théorie prédictive des flux de piétons sans avoir recours a
aucune hypothése comportementale. » [20]**

%% Traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “we demonstrate that information propagates
over system-spanning scales in the form of hybrid waves combining density and speed fluctuations in this
polarized crowd.”

! Traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “we build on conservation laws and symmetry
principles to construct a predictive theory of pedestrian flows without resorting to any behavioral
assumption.”
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Figure 8. Comportement a échelle macroscopique d’une foule orientée.

Propagation d'ondes hybrides dans des foules en file d'attente. a.) Photographie du couloir
de départ du Bank of America Chicago Marathon (2017) prise depuis un point
d’observation surélevé. Des milliers de coureurs progressent vers la ligne de départ sous la
direction des organisateurs de la course. b.) La chaine formée par les organisateurs avance
par successions de marches et d’arréts. ¢.) Champs de vitesse et de densité a trois instants
successifs. At = 0's, la foule est statique et a une densité uniforme. A t > 0, lorsque les
organisateurs déplacent la limite aval de la foule, un ensemble d’ondes hybrides couplant
fluctuations de vitesse et de densité se propage en amont. Xq-X indique la distance par
rapport a la ligne de départ, située a X,. Adapté et traduit a partir de [20].

1.2.2.4. Le mouvement des corps dans les sciences
expérimentales

Nous voyons avec ces exemples que les chercheurs dans les sciences expérimentales
s’adressent aux différentes échelles micro-, meso- et macroscopiques afin de
caractériser les mouvements des usagers de ’espace. Ils se référent a un ensemble
d’observations extérieures et a un ou plusieurs modeles qu’ils formulent, développent
ou adaptent. L’objectif est de décrire et prédire les différents phénoménes de
mouvements. Nous voyons dans ces trois exemples que les chercheurs opérent des
analogies entre modeles issus d’autres disciplines ou d’autres objets de recherche afin
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de comparer les données mesurées et caractériser les comportements observés. Dans le
second cas il s’agit d’une analogie avec les propriétés de matériaux granulaires et dans
le troisiéme cas, avec des propriétés hydrodynamiques.

La question de I’existence ou non de lien entre les phénomenes d’interaction a
échelle de deux individus et les phénomenes d’émergence de mouvements collectifs a
I’échelle des foules reste une question scientifique ouverte et actuelle. Pour autant,
certains questionnements restent d’actualité. Quels sont les limites de ces modeles pour
décrire une expérience architecturale ? Pouvons-nous identifier des liens qui relient les
phénoménes d’interactions entre deux individus a ceux des foules ? Quels phénoménes
de mouvement des corps sont observables et peuvent nous renseigner sur les
caractéristiques spatiales d’une architecture ?

1.2.3. Les sciences humaines et sociales pour
I’architecture portant sur la perception des ambiances et le
mouvement.

1.2.3.1. Les ambiances architecturales et urbaines

Un champ de recherche qui emprunte aux méthodes des sciences humaines et
sociales, qui lie 1’architecture et la notion de corps en mouvement attire notre attention
en particulier. Il s’agit du champ de recherche portant sur les ambiances architecturales
et urbaines. Dans ce domaine, le travail des chercheurs porte spécifiquement sur les
expeériences sensibles que les usagers d’un espace vont faire de ce dernier. Nous
entendons par usagers les personnes habitant ou visitant cet espace. Cette recherche en
appelle donc & la compréhension de leur perception et de leur vécu. A ce titre, « [elle]
procéde davantage sur un mode phénoménologique, en mettant [’accent sur la
compréhension des phénomenes observés, leur typification et [’explicitation de leurs
modes de composition et de leurs effets, a des fins d’aide a la conception ou a la gestion
des espaces vécus. » [21] 11 s’agit pour les chercheurs d’identifier des phénomeénes
sensibles et ambiants, de les décrire, de les catégoriser. Il s’agit également d’observer le
lien entre ces phénomenes et I’espace a la fois tel qu’il est décidé et aménagé par des
experts et tel qu’il est habité, approprié par ses usagers ordinaires. [22]

1.2.3.2. Le mouvement

Dans ces recherches, le mouvement occupe une place importante du fait de son
étroite corrélation avec les phénomeénes de perception située dans 1’espace. Nous le
retrouvons de deux différentes maniéres :

= Sous la forme d’un outil méthodologique. C’est-a-dire que le mouvement des
protagonistes de la recherche, que ce soit I’enquéteur ou 1’enquété, est vu comme un
moyen pour eux d’accéder au sensible, c¢’est-a-dire de percevoir les ambiances et de
les restituer. Ils se déplacent le long d’un parcours, ensemble, Sséparément, en
aveugle, etc. Puis I’expérience des enquétés est restituée par la parole ou par 1’écrit,
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en direct (in-situ) ou plus tard (réactivation), a travers des entretiens plus ou moins
directifs, individuels ou collectifs.

= En tant que phénomene observable et donc objet de la recherche. Il est analyse
depuis un point de vue extérieur, dans sa spontanéité. Il est alors utilisé pour établir
des corrélations entre le contexte du site (spatial, physique, ambiant, ...) et
I’expérience potentielle des usagers. Il permet d’identifier des phénomeénes
récurrents d’usages de I’espace.

En vue d’étayer ces propos, nous prenons appuis sur un travail préliminaire a notre
recherche, effectué¢ lors d’un stage dans le laboratoire de recherche en architecture
d’accueil, le laboratoire CRESSON (AAU)?. Nous avons analysé un corpus de treize
theses réalisées au sein du laboratoire, portant sur les ambiances architecturales et
urbaines. Nous en avons extrait les difféerentes méthodes employées par les chercheurs
et les avons classifiées en fonction de deux critéres, présentés dans la figure ci-dessous
le long de deux axes. Le premier est 1’axe des acteurs (avec d’un coté les enquéteurs et
de Iautre les enquétés). Le second est 1’axe des objets (avec d’un coté les faits objectifs
observés et de I’autre les récits subjectifs retranscrits).

*>Bon nefoy Maxime, Gomez Laureen, analyse bibliographique des protocoles d’observation sur un
corpus de treize théses développées au sein du laboratoire CRESSON entre 2000 et 2016. Document
interne non publié, stage recherche sous la direction de Philippe Liveneau au Laboratoire Digital RDL,
AAU-CRESSON (UMR CNRS 1563), ENSAG, 2017.
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Figure 9. Analyse des méthodes d’enquétes employées au laboratoire CRESSON
Représentation diagrammatique des méthodes employées dans le développement de
treize théses préparées au laboratoire CRESSON. Les méthodes sont nommeées et placées
le long de deux axes : I'axe des acteurs de la méthode et I'axe des objets de la recherche.
Méthodes extraites de [23], [24], [25], [26], [27], [28], [29], [30], [31], [32], [33], [34], [35],
[36].

Le mouvement des corps est présent dans la majorité des méthodes relevées ci-
dessus, quelle gque soit leur position le long des deux axes. Nous le retrouvons sous ces
deux formats, outil : parcours commentés, auto-ethnographie, ..., et objet de recherche :
observation distante, récurrente, approche vidéographique, etc. Régulierement, les deux
formats sont associés dans une méme recherche, 1’objectif étant d’étudier les
complémentarités et articulations entre des données de nature plus subjectives sur
I’expérience de 1’enquété et celles, plus objectives, sur les conduites des usagers.

Une methode représentative de I’utilisation du mouvement en tant qu’outil
méthodologique est celle du parcours commente en aveugle, utilisé par Julien Delas
dans son travail de thése [28]. Celui-ci s’inspire de la méthode des parcours commentés,
développée par Jean-Paul Thibaud et ses collegues, qui, résumé trés sommairement,
consiste a marcher dans un environnement architectural ou urbain, a percevoir cet
environnement, en mouvement, a travers nos sens et a décrire, retranscrire les
ambiances percues. Pour une meilleure compréhension de cette méthode et des postulats
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épistémologiques qui I’ont vu émerger, voir [37] et [38]. Un intérét selon lui a I’'usage
de cette méthode est son infinie possible déclinaison, afin d’appréhender les différentes
facettes de I’expérience sensible :

« En faisant varier les consignes dans le cheminement (Se concentrer que sur
certains sens par exemple ou se faire guider par le participant plutét que de lui
imposer un itinéraire), en jouant sur les lieux et les mobilités (pourquoi pas un
parcours commenté en vélo, ou méme en empruntant differents modes de
transport) ou sur les temporalités (jour/nuit), nous pouvons approcher de fagon
fine les multiples dimensions qui composent [’expérience sensible dans un
espace public. » [28].

Ce que Julien Delas fait dans sa recherche est d’ajuster cette méthode en proposant
de retirer le sens de la vue, en organisant des parcours commentés en aveugle. Son
argument principal pour I’application de cette méthode réside dans le fait de mettre en
tension I’inhabituel et la pratique ordinaire chez les participants.

En agissant de la sorte, il entend faire émerger des associations sensorielles qui,
d’apres lui sont habituellement absentes dans la parole des participants. Il s’agit
d’accéder a ['implicite de [’expérience sensible, comme le suggére le titre de sa
recherche.

« Les objets d’expérience sont tous multisensoriels, ne serait-ce que parce qu’ils
se sont constitués dans des contextes qui eux mobilisent ’ensemble de nos sens.
Par exemple, un morceau de musique n’est pas qu une suite de sons, c’est aussi
des go(ts, des saveurs, des couleurs, des formes, des textures ou de la chaleur
car l’expérience sensible de ce morceau de musique ne s’est pas faite isolément
du reste de ses modalités sensorielles. [...] quand nous recueillons du discours
sur [’expérience sensible in situ, ces associations sensorielles sont quasiment
absentes, mis a part a travers quelques mots qui portent en eux cette
intersensorialité - comme le mot « calme » qui ne renvoie pas qu’au sonore,
mais réfere plutét a un ensemble de pratiqgues aux multiples dimensions
sensorielles. » [28]

En résumé, I’enquété et 1’enquéteur parcourent ensemble un lieu, et c’est & travers
cette marche que sont révélées les sensibilités de I’enquété et qu’est mise en évidence
son expérience du lieu.

Un exemple représentatif d’une méthode construite autour du mouvement en tant
qu’objet de recherche est I’observation ethnographique a partir d’enregistrements vidéos
qu’utilise Sarawut Preamechai. Ce dernier met en place sa méthode afin d’identifier des
situations de mouvement remarquables dans I’espace public et ainsi créer ce qu’il
nomme un répertoire de phénoménes sensori-moteurs. Il donne a chacun de ces
phénomeénes une définition trés précise et décrit egalement les conditions, tant
construites que sociales et sensibles, favorables a leur émergence.

« Pour cela, nous essayons d’identifier dans nos terrains d’étude les
phénomeénes spatiaux émergents : leur dimension physique, sensible, sociale, a
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chaque fois en rapport avec la qualité des mouvements des passants repérés »
[26]

Pour la mise en place de cette observation ethnographique, le chercheur a recours a
une caméra discrete et portable (intégrée a des lunettes) afin de filmer les conduites des
passants dans les espaces publics sélectionnes.

Situations Phénoménes moteurs concernés
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1.«
kS
1.,
2. Descendre une rampe
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Figure 10. Tableau des phénomeénes sensori-moteurs repérés dans I’espace public lors
d'une observation ethnographique.
Emprunté a [26].

1.2.3.3. Le mouvement des corps dans les sciences humaines
et sociales

Nous voyons avec ces exemples que les recherches portant sur les ambiances
architecturales et urbaines apportent des connaissances fondamentales sur le rapport
sensible que nous entretenons avec nos environnements construits, en démontrant la
place prépondérante du mouvement des corps. Cela permet en partie d’évaluer les
architectures congues. Pour autant, nous nous questionnons encore sur la
compréhension de nombreux phénomenes. Quels sont précisément les facteurs
environnementaux, et en particulier spatiaux, qui offrent les conditions nécessaires
a ’émergence des phénoménes récurrents observés ? Pouvons-nous préciser leurs
natures ou leurs limites ? Les connaissances produites sont-elles applicables dans
la conception architecturale ?
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1.2.5. Emergence d’une problématique architecturale sur
le mouvement des corps dans nos environnements
construits

La notion de mouvement dans 1’architecture est une notion dont les contours sont
indécis. Nous avons vu que 1’angle disciplinaire avec lequel nous abordons le
mouvement peut faire varier sa définition, son cadrage sémantique précis et I’intérét que
nous lui portons. Dans la pratique, certains architectes revendiquent lui porter une
attention particuliere et par conséquent donner une place centrale aux mouvements des
usagers de I’espace dans la conception architecturale. Dans la recherche, le mouvement
est parfois vu comme un outil pour accéder au sensible, comme une modalité de
I’expérience architecturale et parfois comme un objet d’étude en Iui-méme, dont
I’analyse vise a une meilleure compréhension de nos cadres de vie batis et de leurs
usages ordinaires ou a une meilleure représentation de nos comportements vis-a-vis des
contraintes spatiales environnantes.

Nous avons presenté trois modalités de recherche pour I’observation et la
compréhension du mouvement en architecture : par la conception et 1’expérience
empirique de celle-ci, par I’expérimentation de déplacements d’individus, groupes ou
foules dans des environnements spatiaux contrdlés ainsi que par 1’analyse des rapports
sensibles que nous entretenons avec nos environnements. Ces modalités de recherche
sont toutes qualifiables d’« enquéte systématique orientée vers la production de
connaissance » [9] liées aux mouvements des corps dans nos environnements
construits. Cependant, notre compréhension de ces phénomeénes reste mince a ce jour.
Pour chacune de ces modalités de la recherche, nous avons identifié¢ un ensemble de
questionnements ouverts :

- Les conceptions architecturales parviennent-elles aux objectifs annoncés par les
architectes quant a I’expérience des usagers ? Quelle est la nature des éléments a
partir desquels les architectes construisent leurs propos sur le mouvement ?
Pouvons-nous évaluer les projets ou nos environnements architecturaux de
maniere générale dans leur rapport au mouvement des corps ? Existe-t-il des
outils pour cela ?

- Les expérimentations scientifiques apportent des réponses partielles. Pourtant,
quelles sont les limites d’un cadrage si précis pour 1’analyse de phénomeénes si
complexes ? Pouvons-nous interroger 1’espace en terme de potentialités d’usage,
de qualité d’expériences a partir de ces modeles expérimentaux ?

- Les sciences humaines et sociales apportent également des réponses partielles.
Pourtant, quelles sont les limites d’un cadrage immersif et in-situ ? Pouvons-
nous viser une plus grande reproductibilité des résultats de la recherche ? Serait-
il pour cela pertinent de réaliser les recherches dans des environnements spatiaux
plus contrdlés ?

Ces trois ensembles de questions forment un vaste champ de recherche pour
I’architecture. En les faisant dialoguer, nous formulons deux problématiques transverses
et duales : Existe-t-il des outils appropriés pour observer les mouvements situés
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d’usagers au sein d’une architecture a la géométrie controlée ? Est-il possible de
caractériser ’architecture en retour, a partir des mouvements observés ?

Pour répondre a ces problématiques, nous souhaitons approfondir le dialogue entre les
différentes modalités de recherche en architecture, entre 1’approche des sciences
humaines et sociales et celle des sciences expérimentales.

1.3. Mouvements et environnements
1.3.1. Espaces et especes.

1.3.1.1. Au-dela de I’architecture, a travers les espaces

Aprés avoir établi les caractéristiques générales de la recherche en architecture et
apres avoir précisé notre objet de recherche du point de vue de la discipline, nous nous
apercevons que 1’objet de notre recherche méme, que nous pouvons reformuler
comme étant Pinteraction entre la géométrie d’une architecture et les mouvements
d’une personne qui se trouvant au sein de cette architecture, ne peut prétendre a
une forme d’exclusivité architecturale.

Bien entendu, beaucoup d’études a ce sujet peuvent étre menées pertinemment et en
compléte autonomie au sein de la discipline, nous n’affirmons pas le contraire.
Cependant, lorsque nous prenons un peu de recul et que nous introduisons ici des
rapports d’homologie dans la sémantique de cet objet de recherche, nous pouvons en
¢largir le sens. Ainsi, nous pouvons voir la géométrie d’une architecture comme une
condition particuli¢re de la géométrie d’un environnement.

1.3.1.2. Au-dela de ’humain, a travers les espéces

De la méme maniére, nous pouvons voir 1’étre humain comme une condition
particuliere d’un animal, et plus largement d’un étre vivant.

Avec ces deux termes, «environnement » et « étre vivant », aux définitions bien
plus larges, nous ouvrons de fait notre objet d’étude. Effectivement, ce lien fort qui
associe la géométrie d’un environnement aux mouvements des étres vivants est étudié a
maintes reprises par les sciences, avec plusieurs angles disciplinaires.

Nous choisissons ici de présenter succinctement trois publications a titre d’exemple.
Afin de montrer la diversité possible de ces études, nous les avons sélectionnées d’apres
deux criteres: portées chacune sur un animal différent et a une échelle spatiale
différente.

En effet la premiere publication est une étude menée en écologie comportementale
sur les singes Pithecia aequatorialis [39]. Cette étude porte sur 1’utilisation exclusive
d’un territoire spatial par un groupe de singe et sa défense contre les intrusions de
congéneres.
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Figure 11. Occupation territoriale d’un groupe de singe

Zones de résidence (couleurs claires) et zones principales (couleurs foncées) de six
groupes se Sakis equatoriaux (Pithecia aequatorialis) a la Station de la Biodiversité de
Tiputini en Equateur. La riviére Tiputini est représentées par une épaisse ligne bleue, le

réseau de sentiers par de fines lignes grises. Emprunté a [39].

La deuxiéme publication est une revue qui porte sur les mécanismes de migration de
bancs de poissons, elle s’attache a décrire un grand nombre de comportements a
I’échelle de I’individu et a 1’échelle du groupe. Cela entraine la considération de
plusieurs niveaux de spatialité : I’individu évoluant en fonction de son environnement
immédiat composé des autres individus et le groupe évoluant en fonction des

caractéristiques territoriales.

Figure 12. Comportements migratoires d’un banc de poissons

(A gauche) Schéma des forces hydrodynamiques de répulsion-attraction entre deux
poissons évoluant en banc. Emprunté a [40]. (A droite) Schéma des mouvements d’un
grand banc d’Engraulis encrasicolus lors de leur passage de la mer d’Azov vers la mer
Noire (basé sur les résultats d’un repérage aérien). a.) b.) c.) d.) Emplacements des bancs

dans les jours consécutifs de I'observation. Emprunté a [40].

La troisieme publication, est une étude issue de la physique. Elle engage le
déplacement de moutons en rapport avec une spatialité construite contraignante. Les
chercheurs ont démontré que le positionnement d’un obstacle devant I’entrée d’une
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étable pouvait avoir un effet bénéfique sur le débit de passage des moutons lorsqu’ils
entrent dans cette étable.

Figure 13. Déplacements de moutons influencés par la présence d'un obstacle

Les trois images illustrent trois différents types de blocage. a.) Blocage typique observé
lorsqu'il n'y a pas d'obstacle ou lorsque I'obstacle est loin de la porte : les hanches des
moutons se bloquent a la porte méme. b.) Situation rencontrée lorsque l'obstacle est
placé a 60 cm, les moutons s'engorgent entre I'obstacle et le chambranle de la porte. c.)
Situation ou I'obstruction entre I'obstacle a 60 cm et I'encadrement de la porte devient
évidente car elle se produit d'un seul coté ; tous les moutons de |'autre coté sont déja
entrés dans la grange. Les lignes tracées en a.) et b.) indiquent I'endroit le plus étroit par
lequel les animaux doivent passer dans chaque cas. Notez que c.) correspond a une vidéo
qui a été enregistrée avec un zoom différent de a.) et b.). Emprunté a [41].

Ce vaste champ de recherches et d’études a I’intérét de nous confronter par analogie
a un grand nombre de situations pouvant faire preuve chacune d’un haut niveau de
complexité. La comparaison de notre objet d’étude architectural a ces exemples de
recherches par analogie peut nous apporter quelques stimulations scientifiques,
sur les plans méthodologiques ou théoriques et nous offrir un recul critique sur les
recherches au sein de notre discipline.

1.3.2.3. Etres vivants et environnements

Nous remarquons donc que les exemples sont nombreux. A vrai dire, ils pourraient
étre infinis, a I’image de la diversité du vivant, a I’image de I’infinité de moyens de
perception et de locomotion développés par toutes les espéces, au fur et a mesure de
leur longue et patiente évolution sur notre planéte.

Par ailleurs, ces exemples choisis arbitrairement pour illustrer la diversité des
possibles ne portent que sur le régne animal. Or, dans notre analogie sémantique, nous
établissions un lien avec 1’ensemble des étres vivants. A titre d’exemple encore, certains
végétaux migrent, les champignons ont des logiques spatiales qui leur sont propres et le
physarum polycephalum, curiosité biologigue communément connue sous le hom de
blob, cet étre unicellulaire dont nous avons récemment découvert certaines propriétés,
se déplace d’une bien surprenante maniere [42]. Les dimensions et la nature méme du
blob restent exceptionnelles en ce qui concerne les étres unicellulaires, mais cela illustre
I’échelle jusqu’a laquelle nous pouvons nous placer pour étudier le rapport entre un étre
vivant et son environnement, ¢’est-a-dire aupres de 1’étre vivant le plus petit qui soit, a
I’échelle microscopique de la cellule.

Nous remarquons donc gue la question gue nous nous posons est valable a toutes ces
échelles et ce constat nous amene a la reformuler ainsi : Pouvons-nous mesurer la
qualité d’un espace, évaluer une forme de vécu de cet espace, a travers
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I’observation d’un étre vivant lorsqu’il évolue en son sein ? Et nous suggérons a
priori, en réponse a cette question et sous forme d’hypothé¢se méthodologique, que la
quantification métrique des mouvements de cet étre-vivant situé dans 1’espace nous
permette d’extraire des informations portant sur des qualités spatiales.

1.3.2. La plus petite unité du vivant

Si nous cherchons une définition de base pour décrire ce qu’est la cellule, nous
pouvons nous appuyer sur la plus commune, la suivante : « La cellule est ['unité
fondamentale de la vie, représentant la plus petite quantité de matiére vivante capable
de subsister a [’état autonome et de se reproduire. » [43].

Etymologiquement, nous attribuons la paternité du terme de cellule & Robert Hooke,
au XVII*™ siecle. C’est un terme qu’il emploie pour décrire la structure du licge lors de
ses observations au microscope, instrument mis au point parallelement par Antoni van
Leeuwenhoek et lui-méme a cette époque. Plus tard, le mot cellule trouve sa place
comme concept scientifique opérant au XIX®™ siécle avec la « théorie cellulaire »,
développée par Matthias Jakob Schleiden et Theodor Schwann, affirmant que «la
cellule représente [’unité structurale et fonctionnelle commune a l’organisation de tous
les étres vivants. » [44]. Cette définition est aujourd’hui insuffisante et partiellement
fausse, on lui préférera celle évoquée plus t6t. De nombreuses avancées scientifiques
depuis cette époque sont venues enrichir notre compréhension de la cellule, citons par
exemple la description de la reproduction des cellules par division, la découverte des
chromosomes, 1’élaboration du concept de macromolécule, le décryptage de la
génomique, etc.

Ces quelques lignes ne sont qu’une maigre introduction a 1’origine de la cellule en
tant que concept scientifique, a la théorie cellulaire en tant que construction historique
et a la biologie cellulaire en tant que discipline actuelle. Notre objectif ici n’est pas de
faire état de la discipline, cela nous permet en toute modestie de nous rendre compte de
’origine tres récente de nos connaissances sur les cellules.

Lorsque les physiciens, les biologistes et tout autre chercheur issu des disciplines
connexes étudient le comportement, la composition et la nature des cellules, ceux-ci le
font le plus souvent a partir de lignées cellulaires. Ce sont des cellules spécifiquement
sélectionnées pour certaines de leurs caractéristiques et qui répondent aux besoins d’une
recherche. Dans le cas de cette recherche, nous décrivons dans le chapitre suivant les
critéres qui nous ont orientés afin de choisir un modele de cellule.

1.4. Biologie et physique

La cellule est décrite comme 1’élément de base fondamental du vivant. Il en existe
une diversité infinie, de différentes compositions, aux fonctionnalités tout aussi infinies.
Il s’agit donc d’une entité complexe et beaucoup de disciplines comme la cytologie,
I’histologie, la biologie clinique, la biochimie, etc. s’attachent a la décrire, a expliciter
ses attributs et ses processus. Historiquement, les études de la biologie cellulaire se sont
majoritairement portées sur les éléments biochimiques des cellules et beaucoup
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d’avancées scientifiques sont faites dans cette direction. Toutefois, certains phénomenes
restent inexpliqués et certains indices aménent a considérer que la mécanique des
cellules ou des tissus y joue un role. « La majorité des processus biologiques, a
différentes échelles allant de la molécule aux organismes, sont sensibles aux contraintes
mécaniques et aux déformations. » [45]. De ce constat émerge depuis quelques années
une nouvelle discipline : la mécanobiologie.

1.4.1 Emergence de la mécanobiologie

Comme son nom I’indique, cette discipline propose d’étudier la mécanique au sein
des objets biologiques. Techniquement, il s’agit d’étudier I’ensemble des forces
mécaniques qui sont en jeu dans le comportement des cellules uniques ou des tissus
cellulaires. Cela peut se traduire par 1’étude des forces que la cellule exerce sur son
environnement et sur ses voisines ou réciproguement ses réponses aux forces exercées
sur elle par I’ensemble de ces facteurs environnementaux.

« L'idée de prendre en compte les intrants mécaniques était déja présente, mais la
prise de conscience de leur importance n'est apparue que récemment, parallélement au
développement d'outils et de techniques permettant d'observer et de mesurer ces
interactions. » [46]% En effet, son essor va de pair avec le développement d’outils pour
imager le vivant aux échelles microscopiques et nanométriques. Plus encore, ce sont les
avancées technologiques dans le domaine de la micro fabrication qui ont rendu
possibles de telles études et I’apport multi-échelle de la mécanobiologie.

Enfin la mécanobiologie se définit par une approche nécessairement
pluridisciplinaire de ses objets d’étude. C’est le ralliement des mécaniciens, des
physiciens, biophysiciens, mathématiciens et biologistes qui permet 1’agrégation de
suffisamment de compétences pour décrire ces objets complexes et permettre
I’¢laboration de nouvelles théories, le développement des outils et I’analyse des
expérimentations.

1.4.1.1. Les cellules interpréetent des signaux mécaniques

Les résultats expérimentaux de la mécanobiologie nous prouvent donc aujourd’hui
que la mécanique joue un role extrémement important dans la régulation des processus
cellulaires [47] comme la migration [48] (les cellules peuvent nager ou ramper), la
prolifération [49] (reproduction par division des cellules), la différenciation [50]
(spécialisation de la cellule en un type particulier) ou encore ’apoptose [51] (la mort de
la cellule). Ces phénoménes mécaniques conditionnent clairement le développement et
le devenir de la cellule modifiant a la fois ses mécanismes (fonctions) et la géométrie
des tissus (forme).

Nous nous rendons compte ici qu’a cette échelle microscopique, 1’unité
fondamentale du vivant méme qu’est la cellule adapte son comportement en fonction

> Traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “The idea of considering mechanical inputs
was already present, but the awareness of their importance only emerged recently, together with the
development of tools and techniques to observe and measure such interactions.”
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d’éléments percus de son environnement. Les exemples précédemment cités illustrent
tous des formes de perception, composées d’un ou plusieurs systémes complexes de
récepteurs et d’interpréteurs mécaniques. Par libre analogie avec 1’humain, nous
pourrions éventuellement parler d’un sens du toucher.

1.4.2. La migration des cellules

Intéressons-nous maintenant de plus pres aux éléments concernant la migration des
cellules. Il est évident que certains processus biologiques dépendent de la capacité des
cellules a migrer, lors d’une réponse immunitaire ou lors de la cicatrisation d’une plaie
pour ne donner que deux exemples.

A ce titre, plusieurs modes de migration sont possibles. 1l existe par exemple des
cellules qui, dotées de cils ou flagelles, se déplacent dans un espace tridimensionnel
grice a ce type d’appendice [52]. Dans notre cas, nous nous intéressons a des cellules
que nous disons hautement motiles, qui rampent, c’est-a-dire qu’elles exercent des
forces sur des surfaces pour se déplacer [53] (2D). Les raisons de ce choix sont
explicités dans le chapitre suivant [p.73]. Le déplacement de ces cellules se fait au sein
d’une matrice extracellulaire, un environnement compos¢ de diverses macromolécules
comme par exemple des fibres de collagene qui la structurent, des facteurs de croissance
qui régulent certains processus cellulaires ou des glycoprotéines aux multiples roles.
Les cellules utilisent pour leur motilité des protéines spécifiques, transmembranaires,
qui créent un lien mécanique entre la structure de la cellule (son cytosquelette) et
certaines protéines de la matrice extracellulaire (comme la fibronectine dont nous
parlerons ci-aprés [p. 86]). La mécanique des adhésions et des déplacements de ces
cellules est d’ores-et-déja bien décrite par la mécanobiologie et pour un exposé plus
complet, accompagné de la description physique des principaux modes de migration
cellulaire en rapport avec I’adhésion a des surfaces, voir [54].

1.4.2.1. Cellules uniques et tissus

Dépendamment du type cellulaire que nous étudions et en fonction de son
environnement, la migration peut étre 1’affaire d’une cellule unique ou d’un groupe de
cellules cohésives formant un tissu. Dans la recherche présentée ici, nous nous
concentrons sur la migration de cellules uniques. De la sorte, nous abordons un systeme
physique dont la complexité est réduite car nous excluons les facteurs fortement
impactant sur la migration que sont les jonctions intercellulaires et I’ensemble des
contraintes mécaniques propres aux tissus cellulaires. Egalement, nous nous
rapprochons de la nature du déplacement humain, moteur analogique de 1’¢laboration
théorique et expérimentale de cette thése.

Toutefois, nous distinguons cellule unique et cellule seule. Nous observerons des
groupes plus ou moins importants de cellules uniques, celles-ci pouvant en conséquence
interagir ensemble du fait de leur rencontre fortuite et ceci, que ce soit par un choc
frontal, par des trajectoires tangentes ou par le passage dans les traces les unes des
autres. Ces niveaux d’interactions seront évidemment considérés le cas échéant mais ils
ne sont pas identiques aux comportements de tissus cohésifs.
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Une cellule est un objet complexe. Nous avons vu que beaucoup de disciplines se
penchent sur cette unité vivante et appréhendent sa complexité par de multiples moyens.
A Déchelle a laquelle nous plagons notre regard et au prisme de nos entrées
disciplinaires sur la cellule, nous ne nous concentrerons en premier lieu que sur
quelques points fondamentaux concernant I’organisation de la cellule motile, que 1’on
peut dire composée en deux parties : le corps de la cellule et son lamellipode. Le corps
de la cellule correspond au volume principal de la cellule dans lequel sont contenus les
principales organelles nécessaires a sa survie dont le noyau (ce dernier hébergeant
I’ADN de la cellule). Le lamellipode quant a lui est une protrusion, une extension du
corps cellulaire, dédié a la migration de la cellule.

adhésions naissantes
« adhésions focales

forces de I'actomyosine
<> myosine Il

réseau d'actine
@ noyau

lamellipode

Figure 14. Schéma de la forme en canoé d’une cellule kératocyte migrante

Vue du dessus. Trés succinctement, la migration de la cellule est en partie due a trois
processus : 1. La protrusion du lamellipode due a la formation de I'actine qui pousse sur la
membrane de la cellule. 2. La production d’adhésions focales liant la cellule a son substrat.
3. La rétraction de l'arriere de la cellule, due aux forces de contractions de la myosine.
Adapté a partir de [55].

1.4.2.2. Matrice extracellulaire (in-vivo) et substrat (in-vitro)

L’environnement naturel des cellules que nous étudions, nous I’avons évoqué, est
celui de la matrice extracellulaire. Il s’agit donc d’un environnement tridimensionnel. Il
est courant en mécanobiologie d’étudier la migration de tissus de cellules en trois
dimensions, d’étudier des tissus épithéliaux monocouches en deux dimensions, voire
méme d’observer leur comportement sur une seule dimension. Dans notre cas, nous
nous concentrons sur la migration sur des surfaces, donc en deux dimensions. D’une
part, nous nous rapprochons une nouvelle fois de systemes analogiques avec
I’architecture et le déplacement des humains (dans un environnement tridimensionnel
mais majoritairement sur un sol, lui bidimensionnel). D’autre part nous savons gque,
malgré la réduction opérée du réel vers la fabrication artificielle de I’environnement
pour la culture des cellules, une grande partie des mécanismes de migration restent
similaires, rendant pertinentes les études sur des surfaces [46].

En ce qui concerne la fabrication in-vitro de ces environnements propices a la
migration cellulaire, le processus est conceptuellement simple : nous greffons des
protéines issues de la matrice extracellulaire sur une surface de verre, celles permettant
aux cellules d’adhérer. Nous nommons « substrat » le résultat que nous obtenons. C’est
grace a la possibilité technique de fabriquer ces environnements que nous pouvons
aujourd’hui mener de telles expérimentations. Nous abordons dans le chapitre dedié aux
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méthodologies le processus technique, un peu plus complexe, pour la production de ces
environnements [p.79].

1.4.2.3. Orientations de la migration des cellules

Nous savons d’ores-et-déja qu’il existe plusieurs phénomenes qui dirigent la
migration des cellules, que ce soit a 1’échelle de la cellule unique ou a 1’échelle
multicellulaire.

Parmi ces phénomenes, la chimiotaxie consiste en la migration de la cellule en
réaction a un gradient de substance chimique présent dans I’environnement. Cela peut
étre par attrait, la cellule se déplacant en direction des zones ou la substance est la plus
concentrée ou par rejet, en fuyant cette substance. Pour une bonne compréhension des
phénomenes de chimiotaxie et de leurs interactions avec des phénoménes mécaniques
dans la migration des cellules, voir [56]. Autrement, 1’haptotaxie est la migration des
cellules en réaction a un gradient de sites d’adhésions cellulaires, ¢’est-a-dire que la
cellule se déplace en fonction de la disponibilité des protéines qui lui permettent
d’adhérer a la matrice extracellulaire. Il existe également d’autres phénoménes qui
dirigent la migration cellulaire comme par exemple 1’¢électrotaxie (en fonction du champ
électrique), la plithotaxie et la kénotaxie (dépendant des contraintes mécaniques internes
aux cellules, elles-mémes relatives a leur position dans le tissu multicellulaire).

Enfin, la durotaxie consiste en la migration des cellules dépendamment de la rigidité
de leur environnement. En effet, il a été observé que les cellules se comportent
difféeremment sur des substrats ayant une rigidité plus ou moins grande et donc
s’orientent a travers ce substrat lorsque la rigidité évolue.

— FA—— | || softECM P Stiff ECM
Tuagin ‘ Force peak ‘
gging n moving FA
focal adhesions g, —> . = peak stable |
e Stable traction Mg,
y POl || focal adhesions e
& N/ Lo son i A AT
t L — = =
- — .~ Durotaxis - = 7 7 Rs;ddm ~
- B T i 1 e /""Di:ed:: (j.:ET;_‘ e < migration
ECM substrate RErRGpn 3 2 oy o = Du)(ﬁaxis
migration 1.5 4
Soft ECM > Stiff ECM

Figure 15. Schéma des processus cellulaires entrainant la durotaxie

L'étude de laquelle est extraite cette image compare le comportement de zones
d’adhésions focales (mécanisme d’adhésion de la cellule a la matrice) sur une matrice
extracellulaire dont la rigidité est graduée. D’apres les auteurs, la fluctuation des forces de
traction au sein de ces zones d’adhésion serait responsable de la capacité de la cellule a
percevoir la rigidité de la matrice extracellulaire et engagerait la durotaxie. Extrait de [57].

1.4.2.4. Larigidité du substrat

De surcroit, il a été démontré que la rigidité du substrat est a I’origine d’autres types
de comportement des cellules. Un phénomene trés marquant par exemple est celui de la
différenciation d’une cellule mésenchymateuse, un type de cellule souche présent dans
le tissu embryonnaire. En fonction de la rigidité du substrat sur lequel cette cellule se
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trouve, elle se spécialisera en un type cellulaire différent : un neurone si elle est sur une
matrice élastique, une cellule osseuse si elle est sur une matrice rigide. [50]
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Figure 16. Différenciation cellulaire dépendamment de la rigidité de son substrat

Ce schéma représente quatre types de différenciation d’une cellule mésenchymateuse
(« MSC ») en fonction de la rigidité du substrat sur lequel elle se trouve. Les lignes
colorées représentent la distribution des cellules. L’axe des abscisses représente la rigidité
du substrat. Emprunté a [46], adapté de [50].

Pour en revenir a la migration des cellules, outre I’orientation de cette migration,
différentes rigidités de substrats provoquent différents comportements des cellules. Par
exemple, la géométrie du lamellipode d’une cellule kératocyte est plus ronde lorsque le
substrat est mou et plus étalée lorsqu’a I’inverse le substrat est plus rigide [58], [55].
Outre la géométrie, c’est 1’ensemble de la migration qui est transformée par la méme
occasion. Nous savons par exemple, toujours au sujet de la cellule kératocyte, que la
rigidité du substrat impacte la capacité de la cellule sur sa persistance — c’est-a-dire sa
capacité a se déplacer en ligne droite sur une longue distance.
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Figure 17. Evolution de la géométrie des cellules kératocytes en fonction de la rigidité du
substrat sur lequel elles migrent

Les graphiques représentent les trajectoires dans le plan des cellules. Nous voyons

qu’avec une plus forte rigidité, les cellules ont des trajectoires plus rectilignes. Adapté a
partir de [55].

1.4.3. La géométrie de I’environnement

La grande différence entre les exemples d’expérimentation in-vitro sur la migration
des cellules cités précédemment et la migration in-vivo de ces mémes cellules repose sur
le confinement de la cellule par son environnement. En effet, in-vivo, les cellules ont
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besoin de modifier leurs formes et de s’adapter aux forces exercées sur elles par leurs
voisines ou par la matrice extracellulaire.

Assurément, 1’'un des challenges de la mécanobiologie — et 1’'une des raisons de sa
récente émergence en tant que discipline autonome — fut de reproduire le confinement
des cellules a travers un setup expérimental. Cela a été rendu possible par la micro-
fabrication de patterns adhésifs.

« Le controle spatial de I'adhésion entre les cellules vivantes et les substrats
synthétiques est une clé majeure pour de nombreuses applications
biotechnologiques et biomédicales [...] les méthodes de fabrication de
microenvironnements cellulaires sont des outils puissants pour effectuer une
analyse statistique fiable de la réponse cellulaire aux signaux environnementaux
ou pour concevoir des modéles de tissus a l'architecture bien définie qui imitent
I'agencement des cellules in vivo. » [59]%*

Le principe de cette technique consiste en une forme d’impression. 1l s’agit de
préparer des substrats en les structurant avec deux types de surface: une premiére
surface sur laquelle la cellule peut adhérer, composée des protéines de la matrice
extracellulaire et une seconde surface qui, a I’inverse, empéche toute forme d’adhésion
[p.80]. Nous nommons ces entités « microenvironnements » ou parfois
« (micro)patterns » par anglicisme.

Les techniques pour confiner les cellules sont robustes et ont fait leurs preuves sur le
plan expérimental. Elles permettent donc de rapprocher les situations expérimentales
des situations in-vivo. En conséquence, leur application est pertinente pour étudier les
phénomenes cellulaires mécaniques conditionnés par I’environnement de la cellule.
Pour cela, les chercheurs en mécanobiologie multiplient les expérimentations avec des
dessins géométriques variés, correspondant chaque fois a leurs questionnements et au
processus mécaniques étudiés.

En ce qui concerne plus spécifiguement la migration cellulaire, certaines geométries
par exemple, ce sont révélées avoir un impact fort et guider la polarisation de la cellule.
C’est ce qu’a mis en évidence un groupe de chercheurs lorsqu’ils ont identifi¢ une
réponse biaisée de cellules motiles en fonction de la géométrie de leur environnement
[60]. Autrement dit, ils ont placé des cellules dans un environnement asymétrique et ont
mesurer en réponse une asymétrie dans le déplacement des cellules. Les chercheurs ont
pu rattacher ce phénomene de biais migratoire a la structure de la cellule et sa
mécanique de migration méme. Ce type de biais de la migration est appelé
« ratchetaxie », néologisme construit a partir de 1’anglais ratchet signifiant cliquet.

** Extrait p.146, traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “Spatial control of adhesion
between living cells and synthetic substrates is a major key to many biotechnological and biomedical
applications [...] cell patterning methods are powerful tools to perform reliable statistical analysis of
cellular response to environmental cues or to design model tissues of well-defined architectures that
mimic cell arrangement in vivo.”
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Figure 18. Migration cellulaire directionnelle dans des géométries ratchets triangulaires
connectées

a.) Distribution des cellules B16F1 dans un pattern composé de deux réservoirs et de dix
ratchets aprés 48h de migration. Le biais ici est de 57.8%, il correspond a 151 cellules
collectées dans le réservoir de gauche et 110 cellules dans celui de droite. Barre d’échelle :
250 um. b.) Images a faible grossissement et a contraste de phase d’une cellule B16F1
migrant dans une géomeétrie ratchet. Les lignes pointillées rouges délimitent le bord de la
cellule. La géométrie du motif contraint la forme de la cellule et détermine sa polarité. La
cellule migre en répétant un cycle de protrusion (au bord avant de la cellule, dans le sens
de I'entonnoir) et de rétraction (a I'arriere). A ~10 min aprés I'implantation de la cellule,
celle-ci adopte une forme triangulaire, étend une protrusion vers le plus proche triangle
(~1h), s’étend sur deux triangles (~2h), déplace son noyau sur I'ouverture étroite entre
les deux triangles (~3h) et finit par contracter I'arriére tout en étendant une protrusion
dans le nouveau triangle. (~4h40). Barre d’échelle : 50 um. Adapté et traduit de [60].

1.4.4. Emergence d’une problématique en mécanobiologie
sur le mouvement des cellules au sein d’environnements
spatiaux controlés

En conclusion, nous savons donc que les cellules sont capables mécaniquement de
percevoir leurs environnements. Elles interagissent avec eux en interprétant entre autres
un ensemble de signaux mécaniques comme des pressions, des élasticités, des transferts
de force, etc.
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La mécanobiologie s’attache a la description et a 1’étude de ces interactions et de
I’ensemble des phénomeénes associés. Elle observe ce qui lie les processus cellulaires a
leurs environnements du point de vue de la mécanique. Autrement dit, elle questionne
I’influence de cet environnement sur le comportement de la cellule.

Parmi les axes de recherche de ce vaste domaine, nous nous concentrons dans notre
étude sur la migration des cellules et sur I’influence qu’un environnement, de par sa
géométrie, peut avoir sur celle-ci. Comme nous 1’avons vu, dans ce cadre, 1’apparition
de techniques nouvelles comme la fabrication des microenvironnements nous ont
permis d’élaborer de nouvelles situations expérimentales, pour lesquelles nous pouvons
concevoir une infinité d’environnements différents. Naturellement apparait dés lors une
question primordiale : quelle géométrie donner a ces microenvironnements ? Les
chercheurs en mécanobiologie répondent a cette problématique en adaptant leurs
géométries aux processus cellulaires qu’ils étudient. Concernant la migration cellulaire,
il est réguliérement observé des mécaniques a 1’échelle de la cellule et de ses
composantes internes (I’expression de certaines protéines d’adhésion, la structuration du
cytosquelette, les capacités locales de traction des cellules, etc.) mais il reste nécessaire
de développer nos connaissances des processus de migration plus globaux, a I’échelle
du déplacement de la cellule entiére. En explorant ouvertement ce sujet, de nouveaux
questionnements émergent : quels facteurs géométriques impactent la migration des
cellules a une échelle relativement large, celle par exemple d’une piéce, par libre
analogie anthropomorphique ? Plus ouvertement encore, pouvons-nous étudier la
perception de I’espace par une cellule ? Quelles géométries concevoir pour répondre
a ces questionnements ?

Pour appréhender cet objet d’étude, nous proposons d’explorer une approche
nouvelle, en engageant un dialogue avec une discipline experte de la conception
spatiale : ’architecture.
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Chapitre 2 : Analogies et dialogue

Ce second chapitre est consacré aux dialogues engagés entre 1’architecture et la
biophysique. 1l se concentre sur les liens que nous constituons entre nos problématiques
de recherche, nos méthodes et nos objets d’études. Il est ainsi organisé en trois parties,
correspondantes aux éléments mentionnés.

D’abord, nous identifions les éléments analogiques de nos problématiques
respectives afin de formuler une problématique commune, puis nous dégageons les
hypotheses a partir desquelles structurer notre recherche. Conjointement a cela, nous
nous appuyons sur le concept d’affordance, pour appréhender théoriquement le rapport
entre mouvement et environnement chez les étres-vivants.

Ensuite, nous développons notre démarche méthodologique commune,
transdisciplinaire et exploratoire, ainsi que les stratégies que nous mettons en place afin
d’orchestrer le dialogue entre 1’architecture et la biophysique.

Enfin, nous ciblons nos objets d’étude respectifs avec plus de précision afin de
déterminer nos observables.

2.1. Architecture et biologie

2.1.1. Définition d’une recherche commune

Dans le chapitre précédent, nous avons fait émerger une problématique de recherche
architecturale, portant sur le mouvement des corps au sein d’environnements construits.
Il s’agit de questionner I’existence d’outils qui puissent permettre 1’observation des
mouvements situés des usagers d’une part et de questionner la potentielle caractérisation
de I’architecture a partir des mouvements observés d’autre part.

Ensuite, nous avons fait émerger une problématique de recherche en biophysique,
portant sur la migration des cellules au sein d’environnements controlés. Il s’agit
d’étudier I’'impact de paramétres géométriques sur la migration des cellules puis par
extension d’interroger la perception de I’espace de cet organisme vivant.

Ces deux problématiques se font écho et nous identifions deux éléments
analogiques.

Le premier est d’ordre épistémologique, il s’agit du souhait d’étudier le mouvement.
Nous avons notamment vu, au travers de la recherche architecturale, que le mouvement,
a la fois en tant qu’outil et en tant qu’objet d’étude permettait de nous informer sur des
caractéristiques propres aux étres vivants en question ou propres a leur environnement.

Le second est d’ordre méthodologique, il s’agit de lier cette observation du
mouvement a un environnement construit. Nous avons notamment vu, au travers de la
recherche en biophysique, que le controle géométrique de I’environnement est VU
comme un outil pour mieux identifier et comprendre le comportement des cellules.

Nous voyons dans ces ¢léments analogiques 1’opportunité d’un dialogue fructueux
entre les deux disciplines qui nous améne a explorer de nouvelles pistes de recherche en
créant des passerelles épistémologiques ou méthodologiques. Nous pouvons par
exemple nous inspirer des méthodes expérimentales de la biophysique afin de les
66



2.1. Architecture et biologie

appliquer a I’architecture et évaluer leurs potentiels intéréts ou, dans 1’autre direction,
nous pouvons inspirer la recherche en biophysique, et particulierement en
mécanobiologie en posant un regard nouveau sur les recherches de ce domaine, en
apportant de nouvelles réflexions sur la spatialité.

Nous proposons des lors de saisir cette opportunité de dialogue entre nos disciplines
et au travers de ce dernier, d’explorer la mise en perspective scientifique de protocoles
de recherche analogues, d’en évaluer la pertinence face a nos objets d’étude respectifs et
plus largement de questionner de maniére transverse le lien entre les mouvements d’un
étre vivant et I’environnement construit dans lequel il évolue.

A ce titre, nous élaborons trois hypothéses de travail qui sont communes a
I’architecture et a la biophysique :

- Nous faisons I’hypothése qu’en observant les mouvements respectifs des cellules
et des humains, il nous est possible de repérer des phénomenes récurrents ou
invariants.

- Nous faisons une seconde hypothese, selon laquelle les phénomenes ainsi
identifiés peuvent nous renseigner sur certaines propriétés propres aux cellules
ou aux humains, notamment des capacités de mouvement ou de perception.

- Enfin, nous faisons une troisiéme hypothese, en suggérant que ces connaissances
nouvelles permettent en retour de qualifier spatialement les environnements.
C’est-a-dire de les désigner en fonction des potentiels d’action qu’ils offrent a la
cellule ou a I’humain.

2.1.2. Le concept d’affordance

La théorie des affordances est un outil conceptuel auquel nous nous référons a
plusieurs reprises au cours de notre recherche. Il s’agit d’une construction théorique qui
décrit une modalité de la perception qu’un animal a de son environnement en fonction
des possibilités d’action que lui offre cet environnement. Dans cette partie, nous allons
clarifier la définition d’affordance et exposer notre utilisation de ce concept dans la
recherche.

Le terme « affordance » lui-méme a été construit par James J. Gibson dans son
ouvrage « The Ecological Approach to Visual Perception » [61] a la fin des années
1970. 1l est construit & partir du verbe anglais «to afford » dans le sens de «to
furnish », « to provide ». Une traduction francaise de ce verbe serait « offrir ». Dans les
textes en francais, le mot affordance est réguliérement utilisé sous cette forme, parfois il
lui sera préféré les termes d’offrande ou plus communément de prise. En résumé,
I’affordance décrit les circonstances dans lesquelles un environnement, par ses
composantes physiques, offre des possibilités d*action a un animal qui le percoit.

« Nous avons des milliers de noms pour désigner ces objets, et nous les classons
de nombreuses facons : les tenailles et les clés a molette sont des outils ; les
casseroles et les poéles sont des ustensiles ; les épées et les pistolets sont des
armes. On peut dire que tous ces objets ont des propriétés ou des qualités :
couleur, texture, composition, taille, forme et caractéristiques de forme, masse,
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élasticité, rigidité et mobilité. La psychologie orthodoxe affirme que nous
percevons ces objets dans la mesure ou nous discriminons leurs propriétés ou
qualités. Les psychologues réalisent des expériences élégantes en laboratoire
pour découvrir comment et dans quelle mesure ces qualités sont discriminées.
Les psychologues supposent que les objets sont composeés de leurs qualités. Mais
je suggeére maintenant que ce que nous percevons lorsque nous regardons des
objets sont leurs affordances, et non leurs qualités. Nous pouvons distinguer les
degrés de difference si on nous demande de le faire dans une expérience, mais ce
que l'objet nous offre est ce & quoi nous prétons normalement attention. La
combinaison spéciale de qualités a partir de laquelle un objet peut étre analysée
n'est généralement pas remarquée. » [61]*°

Pour illustrer sa signification dans la situation ou un humain se trouve dans un
environnement architectural, voici un exemple : Nous prenons trois planches de bois
identiques ayant les mémes dimensions, la méme couleur, le méme poids, en bref, le
méme aspect physique. Ensuite, nous les placons a trois hauteurs différentes dans un
espace donné. Nous pouvons des lors percevoir les différentes planches de bois comme
un objet sur lequel s'asseoir, une surface sur laquelle travailler ou une protection sous
laquelle s’abriter ; nous percevons activement le méme élément comme un banc, une
table ou un toit. Dans les situations comme celle-ci, la théorie des affordances nous
indique que, dans un environnement donné, ce que nNous percevons activement en
premier lieu, ce sont nos capacités d’action liées a cet environnement.

Depuis sa premiére apparition en 1979, la théorie des affordances a été utilisée et
formalisée a de nombreuses reprises et a donné lieu a de nombreux débats et
controverses [62], principalement du fait de ses multiples définitions, comme
I’évoquent M. Luyat et T. Regia-Corte « La complexité du concept d'affordance réside
dans I'absence d'une définition univoque » [63]. De maniere générale, elle est élaborée
dans un contexte disciplinaire qui aborde la perception d'un point de vue écologique. Il
est important de noter que dans ce contexte disciplinaire, nous positionnons notre regard
au niveau de l'interaction entre un animal et son environnement. L’ensemble des deux
forme un systeme animal-environnement que 1’on nomme une niche écologique.
D’aprés James J. Gibson, c’est au sein de ce systéeme animal-environnement
qu’émergent les affordances. Elles ne peuvent donc pas étre considérées comme une
caractéristique de l'animal seul ou de I'environnement seul. Plus encore, & ses yeux,
cette indissociabilité animal-environnement va de pair avec une indissociabilité action-
perception.

% Traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “We have thousands of names for such
objects, and we classify them in many ways: pliers and wrenches are tools; pots and pans are utensils;
swords and pistols are weapons. They can all be said to have properties or qualities: color, texture,
composition, size, shape and features of shape, mass, elasticity, rigidity, and mobility. Orthodox
psychology asserts that we perceive these objects insofar as we discriminate their properties or qualities.
Psychologists carry out elegant experiments in the laboratory to find out how and how well these
qualities are discriminated. The psychologists assume that objects are composed of their qualities. But |
now suggest that what we perceive when we look at objects are their affordances, not their qualities.
We can discriminate the dimensions of difference if required to do so in an experiment, but what the
object affords us is what we normally pay attention to. The special combination of qualities into which
an object can be analyzed is ordinarily not noticed.”
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« Pour I'approche écologique, la perception est considérée comme la capture
d'informations dans la configuration optique par I'action-exploration dans le but
d'adapter I'organisme a son environnement » [63].

Dans notre recherche, nous nous appuyons sur le concept d’affordance et sur les
éléments théoriques associés pour construire le dialogue entre nos deux disciplines et
pour nourrir un imaginaire a partir duquel interroger les corrélations entre le
mouvement d’un corps — cellulaire ou humain — et son environnement.

La théorie des affordances apparait donc comme un cadre conceptuel utile pour
décrire cette interaction animal-environnement. En conséquence, nous nous
appuyons sur cette théorie pour renforcer notre seconde hypothese de travail selon
laquelle 1’observation du mouvement des humains ou des cellules peut nous renseigner
sur leurs capacités de perception.

Pour une meilleure actualit¢ de 1’utilisation du concept d’affordance dans la
recherche en architecture, voir les travaux de Zakaria Djebbara qui articulent
architecture et neurosciences. [64]

2.2. Démarche méthodologique

2.1.1. Transdisciplinaire et exploratoire

Les trois notions que sont la pluridisciplinarité, D’interdisciplinarit¢ et la
transdisciplinarité ont en commun le fait de dépasser les limites d’une discipline
donnée, ce que nous faisons en établissant notre dialogue. Cependant elles définissent
des modalités de recherche différentes. Pour qualifier notre échange et plus
généralement notre recherche, nous nous appuyons sur 1’ensemble de définitions
données par Nicolescu Basarab, dans son manifeste sur la transdisciplinarité [65] :

« La pluridisciplinarité concerne I'étude d'un objet d'une seule et méme
discipline par plusieurs disciplines a la fois. Par exemple, un tableau de Giotto
peut étre étudié par le regard de I'histoire de I'art croisé avec celui de la
physique, la chimie, [I'histoire des religions, I'histoire de I'Europe et la
geométrie. [...] La connaissance de l'objet dans sa propre discipline est
approfondie par un apport pluridisciplinaire fécond. La recherche
pluridisciplinaire apporte un plus & la discipline en question. » [65]

« L'interdisciplinarité [...] concerne le transfert des méthodes d'une discipline a
I'autre. On peut distinguer trois degrés de l'interdisciplinarité : a) un degré
d'application. Par exemple, les méthodes de la physique nucléaire transférées a
la médecine conduisent a I'apparition de nouveaux traitements du cancer ; b) un
degré épistémologique. Par exemple, le transfert des méthodes de la logique
formelle dans le domaine du droit génere des analyses intéressantes dans
I'épistémologie du droit ; ¢) un degré d'engendrement de nouvelles disciplines.
Par exemple, le transfert des méthodes de la mathématique dans le domaine de
la physique a engendré la physique mathématique. » [65]
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Il différencie plus fortement ces deux premiers termes de la transdisciplinarité a
partir d’un critére particulier qui est la finalité de la recherche. D’aprés lui, la
transdisciplinarité ne peut s’inscrire dans la recherche disciplinaire.

« La transdisciplinarité concerne, comme le préfixe "trans™ lI'indique, ce qui est
a la fois entre les disciplines, a travers les différentes disciplines et au dela de
toute discipline. Sa finalité est la compréhension du monde présent, dont un des
impératifs est I'unité de la connaissance. » [65]

D’apres les définitions données par Nicolescu, notre recherche peut étre considérée
comme interdisciplinaire, car nous envisageons le transfert de méthodes de 1’'une a
I’autre des deux disciplines. Cependant, celle-ci adopte également une posture
transdisciplinaire car nous nous plagcons de maniere transversale, entre les
problématiques de 1’architecture et de la biophysique, en posant une question elle aussi
volontairement transversale : existe-t-il des invariants ou des récurrences dans ce qui lie
le mouvement d’un étre vivant a I’environnement construit dans lequel il se trouve ?
Chacune des disciplines sort donc de son cadre usuel en vue d’une confrontation
épistémologique et méthodologique dont la finalité n’est pas circonscrite a la recherche
disciplinaire seule.

En outre, nous qualifions cette recherche d’exploratoire. L’exploration, si nous en
croisons les définitions communes®, est un acte dans lequel deux éléments coexistent :
une activité et un objectif justifiant cette activité. L’activité¢ de 1’exploration est celle
d’un parcours, d’une visite, d’un examen. Il s’agit tout autant de partir a la découverte
que d’étudier profondément un lieu, un terrain ou un objet. L’objectif de
I’exploration est celui de la trouvaille, de la découverte, de la reconnaissance. Il s’agit
d’une apparition, de quelque chose ou de quelqu’un, tant sur le plan réel (un butin ou
une rencontre) que dans un contexte imaginaire (une nouveauté ou une inspiration).

Cet objectif de ’exploration n’est pas nécessairement explicité au moment de
I’exploration elle-méme, les définitions mentionnent «quelque chose » ou
« quelqu’un » sans pour autant le nommer plus précisément, et ce, dans tous les
acceptions du terme. En effet, si nous caractérisons trop rigoureusement cet objet,
I’exploration n’est alors plus qu’une consultation : il s’agit d’arpenter un lieu connu. A
I’inverse, si nous abandonnons cet objet, I’exploration n’est alors qu’une errance : il
s’agit de déambuler sans nul but.

Ainsi ’exploration se fait dans cette forme singuliere d’équilibre entre la définition
d’un objet de recherche préalable, qui justifie I’activité d’exploration elle-méme et son
manque de définition exacte : il y a une incertitude sur la nature, I’existence, la
localisation de cet objet. Enfin, I’exploration se fait dans le temps. Nous pouvons, au fur
et a mesure du déroulement de cette activité déterminer si des informations utiles ont pu
étre recueillies, si les objets découverts correspondent a leurs potentiels imaginés avant
I’exploration ou au contraire si rien de fructueux ne peut en étre extrait.

Notre démarche pour la présente recherche est donc celle du franchissement des
cadres usuels des disciplines et celle de [’exploration de nouveaux environs

%% Définition du Centre National de Ressources Textuelles et Lexicales. Accessible 3 cet URL :
https://www.cnrtl.fr/definition/exploration, consulté le 25.01.2021.
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scientifiques. Elle se construit a partir des analogies que nous avons identifiées et dans
le dialogue que nous instaurons. D’une part, nous visons une meilleure compréhension
de nos objets d’étude respectifs et un éventuel transfert de méthode ou technique si
celles-ci s’avérent utile a la discipline. D’autre part, nous restons ouverts a toute forme
de sérendipité qui émergerait de ce dialogue.

2.1.2. Acculturation et immersion

Pour mener a bien notre recherche transdisciplinaire et exploratoire et s’assurer de la
mise en place d’un dialogue effectif, nous adoptons une stratégic d’acculturation. Ce
terme issu de la sociologie et de I’éthologie est utilisé pour caractériser des variations
culturelles au sein de groupes sociaux. D’apres sa définition, une acculturation est le
résultat des modifications culturelles qui s’operent dans un groupe social donné suite a
un contact direct et permanent avec un autre groupe social. Il ne s’agit pas de découvrir
et comprendre la culture de 1’autre tout en y restant étranger mais plutdt d’établir un
contact de longue durée, de s’en imprégner jusque modifier ses propres manieres de
percevoir, de juger et d’agir. Si la définition porte majoritairement sur les groupes
sociaux et est utile a grande échelle pour caractériser anthropologiquement des
phénomenes sociaux humains, elle reste néanmoins valide a 1’échelle de I’individu.
Pour ce dernier, I’acculturation consiste a intégrer et étre accepté par le nouveau groupe
social grace a I’apprentissage et a la reproduction de ses normes et de ses
comportements.

Dans notre cas, c’est le mot idéal pour décrire le déroulement de ce travail de these
car nous sommes a l’interface entre deux disciplines différentes, composées chacune
d’un écosystéme de financeurs, de responsables universitaires, d’enseignants, de
chercheurs et d’étudiants et cette posture hybride nécessite une bonne compréhension de
chacune des disciplines. Pour ce faire nous avons souhaité maximiser ma propre
acculturation a la mécanobiologie en décidant stratégiquement de mon immersion au
laboratoire interdisciplinaire de physique.

Cette immersion a 1’échelle du laboratoire permet de découvrir les lieux, les outils,
les protocoles. Un laboratoire de physique est composé de bureaux individuels ou
groupés et d’espaces partagés mais surtout de salles expérimentales qui sont équipées
d’outils de toutes dimensions. Ces espaces nous obligent a adopter rigoureusement
certains comportements, pour 1’utilisation d’un outil, pour la protection de soi ou des
autres. Ils configurent 1’organisation du travail. En ce qui concerne la culture cellulaire
par exemple, il est souvent nécessaire de maintenir les cellules a certaines températures,
dans des environnements aux taux de CO; ou a I’humidité controlés et surtout dans des
milieux stériles. Cela implique des installations de grand gabarit, des vétements
particuliers a porter et des gestes spécifiques a réaliser. L’immersion se fait aussi a
I’échelle d’une équipe. J’ai été, deés les débuts de ce projet de recherche, intégré au sein
de I’équipe microtiss (anciennement MOTIV). Nous faisons généralement une réunion
par semaine. Cette réunion est 1’occasion pour chacun de présenter ’avancement de son
projet, que ce soit au sujet du développement des expériences, sur ’interprétation des
résultats, sur leur présentation ou sur les réflexions techniques et théoriques du projet. Je
partage un bureau avec d’autres doctorants mécanobiologistes et participe aux
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séminaires internes du laboratoire. De ce partage, je découvre le quotidien d’un
chercheur physicien et donc ses réflexions et ses activités. J apprends de la formulation
de ses hypothéses et de la mise en place de ses expérimentations.

L’immersion se fait aussi a I’échelle d’'un domaine. En dehors de 1’équipe et du
laboratoire, j’ai participé a des colloques nationaux et internationaux et j’ai suivi une
formation a 1’étranger. De ce fait, j’ai rencontré d’autres chercheurs du domaine.
L’immersion est donc on ne peut plus compléte, et celle-ci est 1’occasion d’apprendre
encore sur la structuration de la discipline, sur I’envergure des questionnements
scientifiques qu’elle couvre et sur les modes de communication des chercheurs autour
des résultats qu’ils obtiennent.

Ce sont des ¢éléments rarement évoqués lors d’une description méthodologique. Ils
relévent de I’expérience personnelle et peuvent paraitre anodin face au sujet de la
recherche. Pourtant, dans notre cas, ils révélent une certaine importance que j’évalue ici
du fait de ma migration disciplinaire. En effet, tous ces éléments cadrant la recherche
participent pleinement a son développement technique et a la reformulation théorique
des hypothéses. Ils suivent certains paradigmes dont il est important de prendre
conscience.

A ces trois échelles d’immersion dans le domaine de la biophysique, j’incarne mon
role de doctorant biophysicien. Au-dela des apprentissages d’ordre passif dus a mon
observation au sein de ce nouvel univers, mon immersion se résout également dans mes
propres activités. J’ai ét¢ formé et accompagné pour la réalisation d’expériences avec
pour objectif la plus grande autonomie possible en culture cellulaire, acquisition
d’image, traitement et interprétation des données.

2.1.3. Itérations et réactualisations

Cette premiere immersion au sein du laboratoire interdisciplinaire de physique n’est
qu’une premicre étape au dialogue transdisciplinaire. Elle permet d’acquérir un
ensemble de compétences préalables. Il s’agit ensuite de générer plusieurs aller-retours
entre les deux disciplines afin de redéfinir et réactualiser nos objets de recherche et nos
hypotheses aux prismes des connaissances nouvellement produites. En effet, la
définition d’un objet de recherche, d’un observable ou la mise en place d’un dispositif
d’observation ne se fait pas en une seule fois. Cela suit un processus continu de
réévaluation des expériences planifiées et des résultats obtenus. Nous avons donc
procédeé a plusieurs itérations au sein de ce dialogue.

2.3. Nos observables : cellules et humains

Les cellules et les humains sont tous deux des étres hautement complexes et
extrémement pluriels puisque leurs descriptions nécessitent chacune de mobiliser des
disciplines entieres tout en restant incompletes a ce jour. Pour notre recherche, nous
devons définir avec plus de précision quels sont ses objets, de quelles cellules ou de
quels humains il est question. Ce cadrage est fait en mettant en perspective les deux
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contextes disciplinaires, en tirant parti des éléments analogiques que nous pouvons
déterminer entre les deux étres vivants.

2.2.1. Le choix d’un modé¢le cellulaire

2.2.1.1. De la cellule a la lignée cellulaire

Comme nous ’avons décrit plus tot, la définition biologique de la cellule la qualifie
d’élément fondamental du tissu vivant®’. Elle forme une unité de base & partir de
laquelle est composé tout étre vivant. Il existe donc un nombre incommensurable de
type de cellules et par conséquent un tout aussi grand nombre de porte d’entrée
scientifique pour leur observation, pour 1’analyse et la compréhension de cette richesse
du vivant. Afin de garantir la reproductibilité des expériences, pour consolider les
échanges entre collégues et par efficience technique, les scientifiques effectuent leurs
expérimentations sur des lignées cellulaires. Ce sont des cellules modeles cultivees dans
des laboratoires spécialisés, choisies dépendamment de leurs caractéristiques et
éventuellement modifiées pour certains besoins expérimentaux.

2.2.1.2. Les critéres de notre analogie

Nos besoins expérimentaux émergent de notre volontaire passerelle méthodologique
avec la recherche architecturale. Par libre analogie de systeme, nous nous sommes
rapprochés des disciplines étudiant la migration de cellules. C’est le cas de la
mécanobiologie, qui s’attache a décrire les interactions physiques et mécaniques de ces
cellules, en particulier avec leurs environnements et donc la géométrie de ces derniers.
Les cellules épithéliales son rampantes, ¢’est-a-dire qu’elles adhérent a une surface et se
déplacent le long de cette surface en modifiant leurs adhésions de maniére coordonnée.
Si ces processus de migration sont déja bien décrits par la mécanobiologie [58], il reste
encore de nombreux phénoménes complexes a élucider.

Aprés une premiére rencontre culturelle et technique entre nos disciplines — et donc
une premiére itération de notre dialogue — avec I’utilisation de cellules MDCK [46],
disponibles dans notre laboratoire, nous nous sommes trés rapidement appliqués a
renforcer notre analogie en cherchant un modéle cellulaire dont la vitesse de migration
est plutdt rapide, dont la subdivision cellulaire est tres lente voire inexistante et dont les
cellules peuvent se déplacer seules ou en groupe sans former ou reformer de tissu
cohésif. Cette recherche analogique nous a conduit vers les cellules kératocytes, qui
correspondent aux criteres évoqués ci-dessus.

2.2.2. Multiples situations humaines

Dans le chapitre portant sur les résultats de nos expériences, nous vous présentons
trois ensembles expérimentaux dans lesquelles interviennent des données sur les

%’ Définition du Centre National de Ressources Textuelles et Lexicales. Accessible a cet URL :
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mouvements humains. En fonction des parameétres a étudier avec chacun de ces
ensembles experimentaux, nous avons défini des observables différents puis produit ou
récupére des données par divers moyens. Nous les présentons donc dans cette série de
paragraphes.

2.2.2.1. Des étudiants en architecture dans un environnement
controlé

Dans notre principale étude, nous faisons intervenir une trentaine de participants
étudiants de 1’Ecole Nationale Supérieure d’Architecture de Grenoble. En effet, nous
avons construit et placé les dispositifs architecturaux au sein de 1’école d’architecture
car nous désirions mener nos experimentations dans un environnement dedié, dans des
conditions d’expérience que I’on peut qualifier d’in vitro par analogie avec le systéme
cellulaire. Ces étudiants portent un regard averti sur I’architecture. Ils développaient
eux-mémes plusieurs expérimentations ayant trait a la perception de 1’espace et ont
utilisé a ce titre notre dispositif technique de captation d’image [p.107].

2.2.2.2. Des participants invités a traverser des dispositifs

Un ensemble d’expériences ont été menées par la section Civil Safety Research, de
I’Institute for Advanced Simulation du Centre de recherche de Jilich en Allemagne et
sont disponibles en acces libre sur internet, sous forme d’archives téléchargeableszs. Ce
sont des expériences réalisées entre 2009 et 2018 dans des conditions de laboratoire
avec pour objectif de relever I’influence d’une seule variable sur la mobilité des piétons.
Nous réutilisons certaines de ces données et précisons leur origine ainsi que les
caractéristiques énonceées des participants dans notre chapitre portant sur les résultats.

2.2.2.3. De nombreux individus a l’échelle d’un territoire

Enfin, nous sortons du cadre et de 1’échelle de notre recherche sur 1’observation des
mouvements humains au sein d’architectures sensibles pour ouvrir la discussion vers
une autre perspective potentielle de ce travail de recherche. Nous nous intéressons a des
déplacements motorisés sur un grand territoire. Pour cela nous comparons nos données
sur la migration des cellules avec les données, recueillies et traitées par le chercheur
Will Geary, de flux de taxi dans la ville de Pékin [66].

2.2.3. Echelles

Une cellule est microscopique. Ses dimensions sont de 1’ordre de la dizaine de
micrometre, c¢’est donc cette unité de mesure que nous utilisons pour la décrire. En
comparaison, a notre échelle macroscopique, nos dimensions sont de 1’ordre de la
dizaine de centimétre. Si nous mesurons notre hauteur en meétre, nos autres
mensurations seront, elles, décrites en centimétre. Ainsi, il y a un rapport d’échelle de
1: 15000 entre la cellule et ’humain. Lorsque nous les observons du dessus, la

*® Archives accessibles a cet URL : https://ped.fz-juelich.de/db/doku.php
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largeur d’une cellule kératocyte sera de 1’ordre de 40 um, tandis que celle d’un humain
sera de 1’ordre de 60 cm.

Ce sont les dimensions de nos deux étres vivants, dans leurs univers microscopique
ou macroscopique respectifs. Cependant, chacun d’eux peut évoluer dans des
environnements dont les dimensions varient largement. En prenant ’exemple d’un étre
humain, celui-ci peut se déplacer dans une piece, dans une galerie ou sur une place
publique.

Au travers des multiples itérations de notre recherche, nous avons été amenés a
étudié trois échelles différentes. La premiére, proche du corps, ou les dimensions de
I’espace correspondent a quelques fois la dimension de 1’étre vivant en son sein ; la
seconde, celle du groupe, dans laquelle peuvent s’entrecroiser plusieurs étres vivants ; et
la troisiéme, plutot étendue que 1’on pourrait associer a la notion de territoire, qui peut
accueillir des centaines voire des milliers d’étres vivants. Nous avons appliqué ces trois
échelles a I'univers microscopique des cellules et a celui macroscopique des humains,
en maintenant a chaque fois le méme rapport de proportion entre les deux univers.

a. Deux b. Trois échelles
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Figure 19. Rapport de proportion et variations d’échelle entre cellules et humains

a.) Rapport de proportion entre |'univers macroscopique des humains, dont les
dimensions sont de I'ordre de la dizaine de centimetre et celui microscopique des cellules,
de I'ordre de la dizaine de micrométre. b.) Trois échelles d’environnement étudiées pour
chacun de ces univers : I'échelle du corps en mouvement, I’échelle du groupe et I'échelle
du territoire.
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Par ce travail de thése, nous avons mis au point une méthodologie structurante
pour observer le déplacement d’étres vivants dans des espaces donnés dont nous
maitrisons la géométrie. Elle est double car elle s’applique en mécanobiologie, portée
a I’échelle des cellules ainsi qu’en architecture, portée a 1’échelle des étres humains. Et
elle est transverse puisqu’elle lie les outils de la mécanobiologie et ceux de
I’architecture.

Dans son intégralité, notre méthodologie permet de concevoir puis fabriquer des
microenvironnements a échelle cellulaire et des dispositifs architecturaux a notre
échelle, puis de placer les deux étres vivants au sein de leurs environnements respectifs
en vue d’analyser leurs mouvements et enfin de qualifier I’espace en retour. Ce sont ces
différentes étapes que nous exposons dans ce chapitre, en décrivant la mise en place de
nos outils, techniques et méthodes ainsi que les obstacles que nous avons rencontres et
les optimisations que nous avons apportées au fur et & mesure de notre recherche.

Ainsi, la premiére partie est dediée a la conception et a la production de
microenvironnements. Il s’agit de I’amélioration d’un protocole existant en biophysique
et de son adaptation a des nouveaux besoins (grandes surfaces). Il s’agit également de
I’articulation de ce protocole avec I'usage d’un outil de modélisation (paramétrique)
efficace et simple a mettre en ceuvre, qui offre a la recherche un gain en temps et en
précision.

La deuxieme partie est dédiée a la culture cellulaire liée aux microenvironnements.
Nous avons en effet mis en place deux protocoles dérivés afin de répondre a différents
enjeux expérimentaux quant au placement initial des cellules dans les
microenvironnements.

La troisieme partie est dédiee a 1’acquisition d’images, c’est-a-dire a I’application
des outils connus de la mécanobiologie pour I’observation de la migration des cellules
et a leur adaptation a échelle humaine pour la captation des déplacements.

La quatriéme partie est dédiée a I’analyse des trajectoires et des spatialités. A propos
des trajectoires d’abords, par la mise en place d’une routine avec le logiciel TrackMate
qui permet efficacement de réaliser une segmentation des images tant des cellules que
des humains. A propos de la spatialité ensuite, avec la réalisation d’un programme
permettant de caractériser 1’espace dépendamment des trajectoires qui lui sont
rattachées.

conception fabrication exploration observation analyse
Image i ] Photomasque Cellules
vectorielle % (microenvironnement) directement 1 Trajectoil
___________________ % sur le motifs i Timelaps | Srajeciones
3 } ; sur ! (mouvements) :
""""" VoL d_Cellules : i microscope 1 {
Image i )1 Systéme PRIMO ! ; indirectement ! '
bitmap i (microenvironnement) | sur le motifs
M AR SRR ey ! Cartographies !
4 ! Outilsde ! : . f ! Programme (spatialités)
Plans % construction —) Humains -% d’acquisition
p ] (architecture) i 1 3 i osur Python

Figure 20. Diagramme de notre méthode compléte
La premiére étape et la derniére sont toutes deux communes aux deux échelles tandis que
les trois étapes intermédiaires se développent parallelement dans chaque discipline.
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3.1. Micro- et macro- architectures

Dans les paragraphes suivants, nous exposons nos procédés de conception et de
construction des environnements dans lesquels les cellules ou les humains évolueront.
En premier lieu, nous abordons la fabrication des microenvironnements. Nous en
exposons les principes généraux puis nous detaillons deux procédes différents, que nous
comparons. En second lieu, nous abordons la construction de prototypes a 1’échelle
humaine. Enfin, en troisieme lieu, nous abordons la conception des
microenvironnements et de leurs homologues macroscopique en présentant notre
utilisation des outils de modélisation paramétrique. Egalement, au fur et & mesure, nous
faisons le point sur les obstacles rencontreés et les optimisations apportées.

3.1.1. Fabrication des microenvironnements

Nous souhaitons créer des environnements pour contraindre spatialement la
migration des cellules. Notre objectif avec un tel dispositif est de tendre vers une
situation expérimentale dans laquelle le seul parameétre variable dont nous pouvons
mesurer I’impact sur la migration de la cellule est celui de la géométrie de
I’environnement.

Nous utilisons dans nos expériences des cellules kératocytes. Ce sont des cellules
qui adhérent et migrent sur des surfaces. Nous savons que ces cellules sont capables de
migrer sur une lamelle en verre ou dans le fond d’une boite de Pétri. Cependant leurs
adhésions ne seront pas robustes sur ces surfaces. Nous savons également que les
cellules migrent mieux lorsqu’elles se trouvent sur un substrat de protéines issues de la
matrice extracellulaire (ECM) et, a I’inverse, qu’elles ne peuvent aucunement adhérer
sur d’autres types de surface comme des brosses de polymeres (PNIPAM, PLL-g-PEG,
PEG-SVA, ...). Rapidement, les polymeres sont des matériaux composés de plusieurs
macromolécules, ¢’est-a-dire de chaines de molécules qui se répétent. Nous parlons de
brosse de polymeéres car ceux-ci recouvrent toute la surface : chacun voit I’une de ses
extrémités greffée sur la lamelle de verre tandis qu’il se prolonge perpendiculairement a
cette surface, a I’image d’une brosse faite de poil ou des brins d’herbes sur une parcelle
de pelouse. La densité des polymeres empéche 1’adhésion des cellules a la lamelle de
verre.

3.1.1.1. Principe général de la fabrication de
microenvironnements

Afin de contrbler la géométrie limite dans laquelle peut se faire la migration des
cellules et donc les contraindre spatialement, nous fabriquons ce que nous appelons des
micropatterns. Ce sont des lamelles de verre fonctionnalisées composées d’une brosse
de polymére dans les zones ou nous ne souhaitons pas voir de migration cellulaire ou
d’une couche de protéines ECM dans les autres zones, celles dont nous mesurons
I’impact de la géométrie sur la migration.

Pour fabriquer ces micropatterns, nous disposons de deux méthodes, fonctionnant
sur un méme principe : appliquer la brosse de polymere sur toute la surface de la
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lamelle, briler ce polymeére par une exposition aux UV sur les zones ou nous souhaitons
voir les cellules adhérer puis appliquer une couche de protéines ECM sur ces zones. Ce
qui differe entre les deux méthodes est la technique que nous employons afin de braler
le polymere dans les zones souhaitees.

3.1.1.2. Préparation initiale : fonctionnalisation des lamelles
de verre

Dans les domaines scientifiques et industriels, nous parlons de fonctionnalisation de
la surface lorsque nous intervenons sur un matériau pour modifier les propriétés
physiques et chimiques de sa surface sans pour autant interférer sur ses propriétés
structurelles. Dans notre cas, nous opérons une fonctionnalisation de la lamelle de verre
lorsque nous fabriquons la brosse de polymere susmentionnée.

Nous commencons tout d’abord par nettoyer et dégraisser la lamelle de verre en
I’immergeant dans un solvant (éthanol a 70°) dans un bain a ultrasons : les ondes
ultrasonores vont produire des turbulences mécaniques dans le liquide (pressions et
dépressions, phénomene de cavitation) qui détachent les éventuelles impuretés présentes
sur la lamelle. Ensuite, nous la plagons dans un nettoyeur plasma. Il s’agit d’une
chambre dans laquelle nous remplacons I’air ambiant par de 1’oxygene puis nous en
diminuons la pression (0.4 mbar) et créons un champ électromagnétique générant du
plasma. Ce dernier peut étre vu comme un gaz tres énergétique comportant une forte
proportion d’atomes ionisés. Du fait du champ électromagnétique, les ions sont
propulsés vers les surfaces que I’on souhaite nettoyer, ici notre lamelle de verre. C’est
cette interaction des ions avec la surface qui la nettoie en profondeur. De plus
I’utilisation de 1’oxygéne augmente 1’efficacité du plasma pour retirer les contaminants
organiques presents a la surface du verre. Pour plus de détail sur ce procédé, se référer a
[67].

Nous plagons ensuite la lamelle de verre contre une goutte de solution (8.70uL/cm?)
contenant le polymere. Le fait de déposer la solution sur un film de paraffine, puis de
retourner la lamelle contre la goute (le coté de la lamelle ayant été nettoyé au plasma se
retrouvant au contact de la solution) nous assure du meilleur étalement possible de la
solution. Nous laissons incuber 30 minutes pour que les polyméres se fixent sur le verre
puis ringons la lamelle.

Ensuite, Comme évoqué plus haut, nous créons les micropatterns en brilant
localement cette couche de polymere. Pour ce faire nous disposons de deux méthodes.

3.1.1.3. Fabrication de micropatterns par photolithographie

La premiere méthode est celle utilisant un masque de photolithographie. D’abord,
nous fabriquons une brosse de polymere sur une lamelle de verre préalablement
nettoyée dans un bain d’ultrason et au plasma. Cette brosse empéche I’adhésion des
protéines ECM et des cellules. Nous utilisons a ce titre du PLL-g-PEG. Ensuite, nous
placons cette lamelle fonctionnalisée au PLL-g-PEG contre un masque dans une lampe
UV. Ce dernier est placé entre la source lumineuse et la lamelle et agit comme pochoir.
C’est pour cela que nous parlons de photolithographie. C’est un support en verre sur
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lequel est déposé un film de chrome. Nos motifs sont découpés dans ce film de chrome.
Ainsi, les UV sont réfléchis lorsqu’ils atteignent la surface chromée, ils n’impactent pas
la brosse. A I’inverse, dans les zones ou le film de chrome est absent, ils traversent le
masque entier et brdlent la brosse de polymere. Enfin, nous incubons la lamelle dans
une solution contenant les protéines ECM qui s’attacheront naturellement au verre mais
non au polymere. Le protocole complet de fabrication de micropatterns par
photolithographie est en annexe de ce manuscrit.

= € uv
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1. Dessin en plan des motifs W \l, W

4, Radiations UV brilant la
couche de PLL-g-PEG
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2. Fabrication du masque 5. Revétement de proté'ines
AL 1
| 3.Revétement PLL-g-PEG em
sur la lamelle 6. Adhérence des cellules

Figure 21. Fabrication de micropatterns par photolithographie
a.) et b.) Masque de 5x5” (Toppan Photomask inc. ©). c.) Explications des différentes
étapes de la méthode.

3.1.1.4. Optimisations du protocole

Le placage de la lamelle contre le masque

Une étape clé de la réalisation de microenvironnements avec le processus de
photolithographie est celle pendant laquelle nous plagons la lamelle de verre, avec le
revétement de polymeére sur tout sa surface, contre le masque avant de placer ce dernier
dans la lampe a UV en vue de détruire le polymere aux zones voulues.

Nous déposons une goutte d’eau déionisée sur le masque puis nous plagons la
lamelle sur cette goutte. La dimension de cette goutte est un critére important pour
la réalisation avec précision des motifs.

- Elle doit étre minimale afin de s’assurer que ’espace entre la lamelle et
la face chromée du masque soit également minimale. Les rayons UV de
la lampe, traversant le film de chrome, ne sont ainsi que peu diffractés
lorsqu’ils atteignent le polymére et entrainent sa destruction. Une trop
grosse quantit¢ d’eau implique une trop faible nettet¢ du contour des
motifs.
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- Néanmoins, elle doit étre suffisante pour recouvrir la totalité de la
surface de la lamelle malgré 1’aspect hydrophobe du polymeére tout en
¢vitant de piéger des bulles d’air.

Nous avons réalisé plusieurs essais en variant la quantité d’eau présente entre la
lamelle et le masque (10, 7, 5 et 2 uL). L’objectif de ces essais était de réduire la
quantit¢ d’eau utilisée car cette étape semblait potentiellement responsable de la
mauvaise réalisation de microenvironnement. Cependant, avec de si petites quantités, il
¢tait tres récurrent de piéger des bulles d’air et ainsi créer des irrégularités de
revétements de protéines sur la lamelle par la suite.

Nous avons finalement adopté la stratégie inverse, c’est-a-dire d’augmenter la
quantité¢ d’eau déposée sur le masque. Cela nous permet d’ensuite déposer la lamelle
avec plus de souplesse. Il est méme possible de la repositionner sur quelques centaines
de micrometres voire millimetres. Cela limite la quantité de bulle d’air emprisonnées
entre la lamelle et le masque. Il suffit ensuite de chasser les bulles d’air et I’excédent
d’eau en appuyant fortement avec le doigt contre la lamelle, accompagné d’un papier
absorbant. Faire rouler la pression du doigt du centre de la lamelle vers I’extérieur
présente de meilleurs résultats. Enfin, I’excédent d’eau est naturellement absorbé par le
papier.

Le nettoyage du masque

La propreté du masque est fondamentale pour la réalisation correcte des
microenvironnements par photolithographie. En effet, les poussiéres ou graisses
présentes a sa surface lors de I’illumination aux UV sont responsables de dégradations
de la qualité des motifs par la suite.

Pour s’assurer de la propreté du masque, nous suivons deux étapes de nettoyage :
I’une en amont de son utilisation et la seconde en aval. Le nettoyage aprés utilisation du
masque est la plus cruciale, car des composants organiques restent a sa surface. C’est
pour cela que le protocole prévoit initialement un lavage complet aprés utilisation (eau
chaude du robinet, savon, eau déionisée, isopropanol, friction mécanique, et enfin
systeme plasma) tandis qu’un lavage plus réduit suffit en début de séance (eau chaude
du robinet, eau déionisée, isopropanol et friction mécanique).

Cependant, par soucis de perfection lorsque nos microenvironnements produits
étaient de mauvaise facture (et avouons-le, par suspicion entre collegues utilisant les
mémes outils) nous avons estimé préférable de procéder a un lavage complet en
debut de séance. L’étape premiére pour la fabrication des microenvironnements étant
le nettoyage des lamelles au systeme plasma, il est pertinent de procéder au nettoyage
du masque a la méme occasion, en les placant simultanément dans le systéme plasma.

En intégrant ce lavage complet dans le protocole de fabrication, nous avons observé
un meilleur étalage de la goutte d’eau déionisée sur le masque, ce qui limite le nombre
de bulles d’air emprisonnées lors du placement de la lamelle tel que décrit dans le
paragraphe précédent.
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3.1.1.5. Fabrication de micropatterns a I’aide du dispositif
PRIMO (Alveole)

La seconde méthode pour la fabrication de nos micropatterns utilise le dispositif
PRIMO, un outil commercialisé par la société Alvéole?®. Pour cette technique, nous
fabriquons une brosse de polymére en PEG-SVA sur une lamelle de verre également
nettoyée au préalable dans un bain d’ultrason et au plasma. Nous choisissons d’utiliser
le PEG-SVA pour sa compatibilité avec le dispositif et pour sa robustesse. Ensuite, le
dispositif PRIMO remplace le masque et le proccesus de photolithographie de la
méthode précédente. C’est un boitier, installé sur le microscope et piloté
numériquement. Il envoie des UV sur la lamelle a travers 1’objectif du microscope,
brdlant directement les zones souhaitées de la brosse polymere en interprétant une
image numeérique. Enfin, comme dans la technique précedente, nous incubons la lamelle
dans une solution contenant les protéines ECM.

CLASSIC CELL ANTI-FOULING COATING G
CULTURE SUBSTRATE N o PHOTO-INITIATOR

IMAGE LOADING IN PRIMO SYSTEM UV ILLUMINATION
A=375nm, 1 to 30 sec

PROTEIN MICROPATTERNING CELL ADHESION -4

Figure 22. Fabrication de micropatterns avec le dispositif PRIMO d’Alvéole

a.) Dispositif Alvéole PRIMO connecté au microscope (Nikon Ti-2 Eclipse). b.) Schémas
d’explication de la méthode de fabrication de microenvironnements avec le dispositif
PRIMO (source : Alvéole) (traduction : 1, substrat classique pour la culture cellulaire. 2,
revétement anti-fouling (empéchant la fixation d’organismes). 3, photo-initiateur. 4,
chargement de I'image dans le systeme Primo. 5, lllumination aux UV. 6, revétement des
protéines suivants le motif des microenvironnements. 7, adhésion des cellules.

3.1.1.6. Optimisation du protocole

Le paramétrage du systeme PRIMO pour le traitement des jonctions

Technigquement, le systeme PRIMO envoie un faisceau laser sur un miroir, qui le
réfléchis et illumine de la sorte le polymeére présent sur la lamelle afin de le détruire

29 . . IR T4 . . ~ . .
Alvéole est une entreprise spécialisée dans les dispositifs de contréle du microenvironnement
cellulaire. Website accessible a cet URL : https://www.alveolelab.com/
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localement. Ce dispositif de miroir, appelé DMD (digital mirror device) est composé de
1824 x 1140 parties. Ces parties réfléchissent ou non le faisceau laser en fonction de
I’interprétation d’une image de 1824 x 1140 pixels (en 8bits) envoyée par le logiciel.
Les différents niveaux de gris de l’'image correspondent a des différents temps
d’illumination (et entrainent donc une plus ou moins grande destruction de la couche de
polymere).

Lorsque nous envoyons au systeme PRIMO des images dont les dimensions (en
pixel) dépassent celles du DMD, celui-ci découpe automatiquement 1’image en sous-
parties. 1l nous est ensuite laissé le choix de traiter ou non les jonctions entre les sous-
parties. Pour réaliser nos microenvironnements de grandes dimensions, nous
souhaitons traiter les jonctions afin qu’il n’y ait pas de rupture dans la couche de
protéines. Or, le systtme PRIMO fonctionne avec deux modes d’illumination.
L’impression par le mode logarithmique est plus rapide mais les jonctions sont toujours
Iégerement visibles, tandis que I’impression par le mode linéaire est plus lente mais
tres précise.

Le traitement des jonctions correspond a une gestion de différents temps
d’illumination. Les bords de I’image sont interprétés comme des gradients de niveaux
de gris. Sans entrer dans les détails et en se plagant du point de vue d’un utilisateur du
dispositif, pour réaliser des jonctions propres, nous devons réduire la puissance du
laser (20%0). Cela augmente automatiquement le temps d’illumination pour maintenir la
dose d’énergie finale. Il faut au minimum 4 secondes par champs de vue pour que le
mode d’illumination linéaire s’active.

Figure 23. Traitement des jonctions avec le systeme PRIMO d’Alvéole

a.) Grand motif réalisé avec le systéme PRIMO, sans utiliser I'option de traitement des
jonctions. Barre d’échelle : 1000 um. b.) Zoom sur ce méme motif. Barre d’échelle : 200
um.

Le séchage irrégulier du gel photo-initiateur

Malheureusement, nombreuses sont nos lamelles de microenvironnements
fabriquées avec cette méthode pour lesquelles nous observons des problémes au niveau
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du revétement de protéines : hétérogénéités, grandes zones saturées ou non revétues et
phénomenes de coulure, de bavure des protéines.

b.

Figure 24. Microenvironnements inexploitables en raison du séchage irrégulier du gel
photo-initiateur

a.) Lamelle entiére fabriquée avec le systéeme PRIMO sur laquelle nous voyons de
nombreuses traces de mouvements de liquide (cratére, coulures, ...). Barre d’échelle :
5000 um. b.) Un motif de mauvaise facture sur lequel nous observons rayures et bavures.
L’encart en haut a droite représente la géométrie voulue. Barre d’échelle : 250 um.

Nous déduisons de I’ensemble de ces microenvironnements de mauvaise facture que
le séchage du PLPP-Gel, le photo-initiateur qui permet la destruction de la couche de
polymere, est une étape clé de la fabrication de microenvironnement avec le systeme
PRIMO et que nous ne parvenons pas a la maitriser lorsque nous souhaitons réaliser des
microenvironnements de grande dimension. Il est possible de vérifier I’état de séchage
du gel a I’ceil. Un gel parfaitement lisse est encore trop liquide, tandis que la présence
d’aspérités en surface du gel indique qu’il est sec. Nous nous appuyons donc sur
I’observation de 1’échantillon lors du séchage et sur I’observation de la fluorescence des
protéines aprés 1I’impression pour identifier les raisons suivantes :

Les caractéristiques thermiques et hydrométriques environnantes peuvent
affecter le séchage du gel or nous n’avons pas mis en place un moyen de
contrdle de ces conditions.

Un long temps de séchage peut faire se rétracter le gel, ce qui abime la
couche de polymere, indépendamment de toute impression.

Il est possible de modifier le temps de séchage du gel en contrdlant sa
dilution dans plus ou moins d’éthanol. Cependant, au-dela du temps de
séchage, cela modifie également I’étalement du gel et donc I'uniformité
ou non de son épaisseur sur la lamelle.

Le temps de I’impression pour un grand motif est tres long (en raison de
sa surface et de la graduation de I’illumination linéaire pour les
jonctions) ce qui rend le séchage inégal a I’échelle de la lamelle.
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Figure 25. Comparaison de microenvironnements réalisés avec différents temps de
séchage du gel photo-initiateur

Deux exemples d’'un méme motif imprimé apres deux temps de séchage du gel différents :
10 minutes (a.) et 60 minutes (b.). Des zones n’ont pas été imprimées et des marques
irrégulieres sont notables dans le premier cas. Des traces diffuses en dehors des motifs
sont présentes dans le second cas. Nous observons un rapport signal/bruit identique bien
que le signal est moins fort dans le premier cas tandis qu’il y a beaucoup de bruit de fond
dans le second. Barres d’échelle : 1 mm.

En conclusion, nous n’utilisons pas ce procédé de fabrication de microenvironnement pour des
motifs de grandes dimensions. Nous préférons les résultats que nous obtenons en appliquant
la méthode de photolithographie. Cependant, nous I'utilisons lorsque nous souhaitons
réaliser des motifs de petites dimensions et pour la rapidité du protocole entier depuis la
conception a la fabrication.

3.1.1.7. Préparation finale : revétement des protéines

Lorsque la brosse de polymere est préparée puis les motifs brilés, nous appliquons
un revétement de protéines. Nous utilisons de la fibronectine (qui permet aux cellules
d’adhérer) et du fibrinogene (qui est associé a une protéine fluorescente, pour observer
les motifs au microscope). Nous les mélangeons dans une solution de bicarbonate de
sodium puis nous laissons incuber la lamelle trente minutes en contact avec cette
solution.

Nous avons identifié deux éléments importants permettant d’optimiser cette étape
de la préparation des microenvironnements : un mauvais positionnement de la lamelle
lors de I’incubation peut rendre irrégulier le revétement et laissera des traces tandis que
le retrait de la solution de protéines a la fin de I’incubation peut endommager le
revétement. Nous présentons ici ces optimisations.
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Positionnement de la lamelle lors de ’incubation

Nous avons amélioré notre capacité a produire un revétement de protéine homogene
sur la surface de la lamelle et cette amélioration est commune aux deux protocoles,
avec la photolithographie et avec le systeme PRIMO.

Avant la modification, nous avions constaté un élément récurrent sur un grand
nombre de lamelle revétue de protéines dont I’homogénéité, la qualité du signal et le
rapport signal/bruit étaient mauvais. Cet élément récurrent est la présence d’un
disque dans lequel le signal de fluorescence est extrémement fort. Cependant, cette
fluorescence traduisant la présence des protéines ne respecte que peu la géométrie du
motif, elle I’emplit entiérement et en déborde généreusement. Nous voyons méme la
formation de ce qui s’apparente a des films de protéines.

Nous avons par la suite constaté que ce disque de fluorescence chaotique
correspond a I’emplacement sur la lamelle ou le premier contact avec la goutte de
solution a lieu. En effet, au moment de déposer la lamelle sur la solution de protéine
(elle-méme déposée sur un parafilm), nous faisions attention a bien présenter la face de
la lamelle revétue du polymeére contre la goutte de solution mais n’avions aucune autre
contrainte. Par conséquent, dans la majorité des cas, nous alignions le milieu de la
lamelle avec 1’emplacement de la goutte. Il ne s’écoule que quelques millisecondes
entre le premier contact solution-lamelle et le recouvrement totale de la lamelle par
capillarité lorsque cette derniere est déposée platement sur le plan de travail. Pourtant la
récurrence de ce phénomene indique que ce geste technique empéche le revétement
homogene de la lamelle entiere. La figure ci-apres présente ce disque fluorescent.

La stratégie que nous avons implémentée dans le protocole afin d’enrayer ce
phénomene est de déposer la goutte de solution contenant les protéines hors du centre
du parafilm, puis de déposer la lamelle de sorte a ce que son bord soit le premier
point de contact avec la solution.

Image de la
fluorescence

du motif.
(assemblage de 7x9
champs de vue au 4x)

* Emplacement
de la lamelle

i+ Emplacement
de la goutte de
solution de protéine

1000 pm

Figure 26. Apparition d’un artefact dépendamment de la position de la lamelle lors du
revétement des protéines

Nous pouvons voir la goutte de I'incubation des protéines car cette région est saturée de
signal, en dehors des motifs tandis que la majorité de la lamelle manque de signal. Il s’agit
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d’un échec de fabrication, synonyme de mauvaise technique pour la préparation du
revétement.

La gestion de I’eau a la fin de ’incubations des protéines

Le retrait de la lamelle a la fin d’une incubation est un geste technique réalisé a
plusieurs reprises a travers tout le protocole. Pour une réalisation correcte de cette étape,
il est préferable que la lamelle soit détachée completement de la surface du parafilm
avant d’étre attrapée a la pince et retirée. Cela évite d’exercer des forces capillaires
d’arrachement sur le revétement faisant 1’objet de 1’incubation.

La stratégie adoptée pour faciliter ce retrait en douceur et ainsi s’assurer du meilleur
revétement possible est de recouvrir généreusement la lamelle et le parafilm d’eau
déionisée. Ce dernier étant hydrophobe, une goutte d’ecau bien ronde se forme,
englobant la lamelle qui incube et facilitant son détachement.

Nous attirons votre attention sur le fait que ce geste n’est pas suffisant pour rincer la
lamelle. En effet, malgré la dilution de la goutte de solution de protéines dans un
volume d’eau jusqu’a 100 fois supérieur, nous avons pu observer au microscope une
fluorescence parasite en mouvement. Cette fluorescence s’explique par la présence
d’une fine couche d’eau étant restée sur le verso de la lamelle, contenant des protéines
fluorescentes.

En conséquence de ces deux ¢léments technique, I’incubation des protéines doit étre
suivie d’un ringage trés abondant des deux cotés de la lamelle.

3.1.1.8. Complémentarités des deux méthodes

Grandes quantités et dimensions des micropatterns
(photolithographie)

L’utilisation de la photolithographie pour la préparation des patterns nous offre deux
avantages : nous pouvons produire une trés grande quantité de micropatterns en une
seule préparation et nous pouvons produire des micropatterns de grande dimension. En
effet, le masque est grand, c’est un carré de onze centimétres de c6té. Nous pouvons
aisément disposer sur sa surface une dizaine de lamelle de verre de trente-deux
millimétres de diamétre et donc obtenir un trés grand nombre de micropatterns de méme
facture. Cela est un gain de temps expérimental considérable. En réalisant tous les
micropatterns dans les mémes conditions, on s’assure de pouvoir comparer les résultats
entre eux avec un minimum de variabilité expérimentale. Cependant, le temps
nécessaire a I’obtention du masque aupres d’un fournisseur extérieur se compte en
semaines et les motifs géométriques voulus pour la recherche doivent étre décidés en
amont. Chaque nouveau questionnement géométrique entraine des colts monétaires et
temporels non négligeables.

Rapidité et nombres d’itérations (PRIMO)

L’utilisation du dispositif PRIMO, a I’inverse, nous permet de réaliser des
micropatterns sur une seule lamelle a la fois, sur une zone de dimension plus réduite. Le
facteur limitant en terme de dimension du pattern semble résulter de 1’inadéquation
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entre le temps d’exposition aux UV nécessaire pour briler le polymeére (trop long) et le
temps de séchage du gel photo-initiateur (trop court). Nous n’avons réussi a produire
des micropatterns de qualité qu’a petite échelle, soit quelques centaines de microns.

Cependant, le processus de préparation des micropatterns n’étant que de quelques
heures, c’est un formidable gain de temps. Ce protocole est trés utile pour le
prototypage des géometries de confinement car il permet de passer directement de la
conception a la réalisation. En conséquence, c’est un outil extrémement pertinent pour
I’aspect itératif de notre recherche.

Couplage des deux méthodes

Ces deux méthodes sont donc complémentaires pour nos besoins expérimentaux.
Nous utilisons le dispositif PRIMO pour de petits motifs ou lorsque nous souhaitons
rapidement étudier une nouvelle géométrie et nous utilisons la photolithographie pour
produire de tres grands motifs ou produire un grand nombre de micropatterns dans les
mémes conditions. Nous couplons les deux méthodes afin d’étre créatifs, de tester et de
diversifier rapidement nos hypothéses (PRIMO) puis afin de valider ces derniéres,
multiplier les données statistiques et démontrer la réplicabilité d’un phénoméne observé
(photolithographie).

Quatre ordres de grandeurs

Gréce a la maitrise de ces différents points de la méthode, nous pouvons donc
produire des microenvironnements ayant une précision de 1’ordre du micromeétre tout en
ayant des dimensions de 1’ordre du centimétre. Il y a donc quatre ordre de grandeurs qui
séparent 1’'un de I’autre. Pour I’analogie, si nous plagons cette précision a échelle
humaine au niveau de la dizaine de centimeétre (la position d’une porte dans une picce
par exemple), cela revient a construire une surface de quelques kilomeétres de cote.

Architecture Meécanobiologie
km hm dam m dm E E cm mm um
2 0 0 0 0 2 0 0 ] 0

Figure 27. Echelles de grandeur entre architecture et mécanobiologie

Nous remarquons |’analogie des rapports de proportions entre le niveau de précision et la
surface totale de la fabrication de microenvironnements ou d’éléments architecturaux. 2
km =20000dm; 2 cm =20 000 um.

Il s’agit d’une performance technique appréciable qui nous offre un trés grand

potentiel quant a la conception des microenvironnements et donc une trés grande liberté
sur le choix de nos objets d’étude géométriques.

De ce fait, nous avons évidemment exploré plusieurs rapports d’analogie et
d’échelle lors de nos expérimentations : a 1’échelle du mouvement d’un humain dans un
dispositif, de I’ordre du décimétre et du métre : [p.135] et a I’échelle plus large, urbaine,
des mouvements de véhicules dans la ville, de 1’ordre du kilométre [p.144].
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3.1.2. Construction de prototypes a échelle humaine

3.1.2.1. Mesurer le déplacement humain dans un espace
contraint

Nous souhaitons créer une analogie expérimentale entre 1’échelle cellulaire et
I’échelle humaine. Nous créons a ce titre des environnements dans lesquels des
personnes invitées peuvent se déplacer et interagir avec la géométrie qui les entourent.
L’échelle a laquelle nous menons nos expériences est celle d’un corps en mouvement,
celle du déplacement usuel d’un étre humain lorsqu’il déambule ou marche sur quelques
meétres.

3.1.2.2. La migration humaine étudiée est bidimensionnelle

La migration humaine est tridimensionnelle. Nous évoluons dans un monde que
nous percevons en trois dimensions. Cependant, dans le cadre de nos observations, nous
nous intéressons aux déplacements du corps dans son ensemble, lors d’une activité de
déambulation ou de marche. Par conséquent, nous faisons abstraction de capacités de
mouvement plus complexes tels que I’enjambement de petits objets ou I’inclinaison du
buste pour contourner un obstacle en paroi ou au plafond par exemple. Nous cadrons
nos expérimentations sur le déplacement au sol, sur une surface. Les géométries de nos
environnements sont donc définies par leurs plans. A partir de cette abstraction et de ce
cadrage, nous pouvons considérer dans nos expérimentations que la migration humaine
est — comme pour les cellules — une migration bidimensionnelle.

3.1.2.3. Nous menons des expériences in vitro

Par analogie avec la création de microenvironnements pour 1’observation de la
migration des cellules, les expériences menées a I’échelle des humains sont faites en
dehors d’un contexte que I’on pourrait qualifier de naturel. C’est-a-dire que nous
reproduisons un environnement géomeétrique artificiel, car construit de toute piéce dans
des conditions expérimentales maitrisées. En ce sens, nous pouvons dire que nos
expériences sont in vitro. Nous nous assurons de la sorte de la réduction au maximum
du nombre de parameétres autres que la géométrie pouvant interagir avec le déplacement
des personnes.

Nous avons construit nos dispositifs expérimentaux dans L.E.I.C.A. (le Laboratoire
d’Etude Immergé des Conduites Ambiantes) qui est situé au sein de ’ENSAG. 1l s’agit
d’une plateforme pédagogique développée dans le cadre de la chaire partenariale
d’enseignement et de recherche en architecture L’écologie numérique, le design
environnemental, [’architecture 2.0 : Digital RDL (Research by Design Laboratory).
Elle est congue et équipée pour répondre aux besoins de la recherche architecturale
portant sur la perception de I’architecture. Il s’agit d’un espace de 26 m? dans lequel
nous pouvons construire des dispositifs architecturaux, produire des ambiances
architecturales et en faire I’expérience.
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3.1.2.4. Constructions des environnements

Pour construire nos environnements a échelle humaine, nous faisons le choix
d’utiliser des ossatures bois. Cela nous permet de répondre a un ensemble de contraintes
et de besoins :

- L’installation doit disposer de grandes surfaces car nous souhaitons envelopper
les participants.

- L’installation doit étre au maximum uniforme et neutre visuellement.

- L’installation doit étre autoportante et légére.

- L’installation doit étre amovible ou modulable pour étre réutilisée dans
différentes configurations.

- La mise en ceuvre doit étre rapide et relativement simple, les outils nécessaires
doivent étre accessibles et facilement maitrisables.

- Le codt global doit rester bas.

Concrétement, nous avons utilisé des panneaux de contreplaqué de faible épaisseur
que nous avons rigidifiés a 1’aide de tasseaux de bois. Pour leur mise en ceuvre, nous
avons fait des découpes & la scie circulaire et a la scie a onglet et nous avons fait des
assemblages a 1’aide d’une perceuse-visseuse. Ces constructions sont Iégéres sans étre
fragiles et sont amplement suffisantes pour délimiter les déplacements humains.
Evidemment, il est possible de détruire I’installation en s’appuyant avec entrain dessus.
Nous avons supposé que ce type de situation ne se produirait pas lors de 1’exploration
par les participants. Nous n’avons en effet relevé aucun comportement compromettant
la tenue de I’installation ou la sécurité des participants.

Enfin, nous avons configuré 1’espace en plagant nos installations au centre de la
plateforme L.E.I.C.A. par ailleurs propre et vide. Cela permet d’obtenir des
dégagements autour des points d’entrée ou de sortie déterminés. Ces constructions ont
été faites en alliance avec les étudiants du master Architecture, Ambiances et Cultures
Numériques (AACN). En effet, la plateforme L.E.I.C.A. est dédiée aux activités
architecturales de recherche et de pédagogie. Nous avons tiré parti des locaux pour
instaurer un cadre expérimental propice a nos observations. Parallelement, grace a notre
outil, nous avons contribué au développement pédagogique des travaux étudiants, qui
ont pu mesurer ’impact d’une géométrie sur un comportement spatial.

3.1.3. Conception des geométries

3.1.3.1. La modélisation paramétrique

Que ce soit a 1’échelle cellulaire ou a I’échelle humaine, la conception de nos
environnements est identique. Nous générons nos géomeétries en utilisant un outil de
modélisation paramétrique. Il s’agit d’une pratique émergente dans le champ de
I’architecture bien qu’encore peu rependue dans la profession.

Techniquement, il s’agit du programme Grasshopper en tant que plug-in du logiciel
de CAO Rhinoceros 3D. Ce dernier, développé par Robert McNeel & Associates est un
modeleur surfacique. Il permet de modéliser des tracés vectoriels, des surfaces et des
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volumes (en tant que polysurfaces fermées). Nous ['utilisons pour le tracé et
I’exportation de nos géométries, comme support du programme Grasshopper. Ce
dernier, développé par David Ruitten, est un éditeur graphique d’algorithmes intégré
aux outils de Rhinoceros 3D. Il permet de programmer sans connaissance prealable de
langage informatique, a travers une interface visuelle. Nous I’utilisons pour générer nos
géométries a partir d’un script. Contrairement aux logiciels de modélisations classiques
utilisés dans le champ de D’architecture qui permettent de créer ou transformer des
géométries par manipulation, ajouts, suppressions, déformations d’¢léments, il s’agit ici
d’énoncer I’ensemble de regles qui générent une morphologie.

L’avantage de la mod¢lisation paramétrique réside dans le fait qu’il est possible de
générer des series de géométries toutes différentes en un seul script, ce qui implique un
gain de temps sur la conception. C’est un outil trés maniable. Le script génératif établit
les relations logiques entre les différents éléments géométriques a partir de parameétres.
Une fois le script réalisé, il est possible d’en figer le schéma logique et de n’en éditer
que les parametres.

Pour illustrer ce fonctionnement et son avantage considérable en terme de
maniabilité de la modélisation, voici par exemple une série d’environnement que nous
avons congus. Sur la figure ci-dessous, nous présentons la modélisation d’un couloir
dont les parois suivent une géométrie de ratchet [p.133].

d
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Figure 28. Modélisation paramétrique de géométries ratchets

a.) Script génératif des motifs réalisé sur le programme Grasshopper. b.) Visualisation de
la géométrie du script génératif dans I'espace de modélisation de Rhinoceros 3D. c.) Deux
options de paramétrage du script génératif, produisant deux géométries ratchets
différentes. d.) Résultat : série de microenvironnements réalisés pour la culture cellulaire.
Le script unique permet de générer 6 motifs (deux déclinaisons de largeurs et trois
déclinaisons de symétrie).

Voici la logique du script [Figure 28.a] qui décrit la modélisation du couloir :
- Tragage d’un module d’une paroi en fonction des dimensions du ratchet
(profondeur et symétrie du pli, longueur du module),

- Duplication de ce module un certain nombre de fois,
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- Duplication en miroir de cette série de module pour faire la seconde
paroi,
- Clbture des deux parois pour obtenir une géométrie fermée.

Le résultat est celui que nous visualisons dans 1’espace de modélisation [Figure
28.b]. Une fois le script réalisé, il est trés facile d’éditer les parameétres, au nombre de
cing dans notre exemple [Figure 28.c]. Dans les deux modélisations présentées, deux
parameétres restent identiques : la longueur d’un module et le nombre de module tandis
que les trois autres sont modifiés : la distance entre les deux parois, la profondeur et la
symétrie du pli. Les résultats respectifs sont également visualisés dans 1’espace de
modélisation.

Nous voyons qu’il est trés simple, une fois le script construit, d’éditer la géométrie
en faisant varier un ou plusieurs paramétres. A I’aide de cet outil, nous avons produit six
variations de couloirs ratchets en modifiant les largeurs entre les parois et leurs
profondeurs ainsi que le niveau d’asymétrie des parois [Figure 28.d].

3.1.3.2. De la conception a la fabrication

Les outils de modélisation paramétrique de 1’architecture offrent aux architectes la
possibilité de s’inscrire dans un continuum conception — fabrication — expérimentation.
C’est-a-dire que cet outil propose d’élaborer un fichier numérique unique permettant a
la fois de modéliser un objet architectural mais également de le produire a partir de
machines a commande numérique. Ce processus de design est I’'un des objets de
recherche étudiés par la chaire partenariale Digital RDL. Ici, les différentes options de
production de nos environnements nous conduisent a adopter trois stratégies :

- Pour la fabrication de microenvironnements avec la photolithographie, nous
exportons nos geomeétries sous forme de tracés vectoriels vers le logiciel
KLayout afin de le rendre compatible avec les équipements de notre fournisseur
de masque.

- Pour la fabrication de microenvironnements avec le dispositif PRIMO, nous
exportons nos géométries sous forme d’images bitmap afin qu’elles soient
interprétées par Leonardo, le logiciel développé par Alveole, associé au
dispositif PRIMO.

- Enfin, pour la fabrication de dispositifs architecturaux a échelle humaine, nous
appliquons des cotations aux tracés vectoriels avec le logiciel Rhinoceros 3D
puis nous les imprimons. Nous fabriquons ensuite les dispositifs simplement en
suivant les plans.

Enfin, les résultats obtenus par les expérimentations a partir de ces environnements
produits réinterrogent leurs géométries et engagent une nouvelle itération par la
modification des parametres et la production des nouveaux environnements.

Dans cette logique, nous notons un trés grand intérét a la maniabilité de cet outil
qu’il est pratique de coupler avec I’utilisation du dispositif PRIMO pour la fabrication
des microenvironnements. Il y a une synergie qui s’installe lors de ’utilisation conjointe
des deux outils. Cela permet par exemple de suivre I’enchainement suivant :
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modification d’un paramétre dans le script > exportation de la géometrie >
chargement dans le programme Leonardo (PRIMO) -> fabrication du
microenvironnement, le tout en moins d’une heure. La maitrise de ces deux outils
permet d’établir un temps record entre 1’étape de conception et celle de fabrication.

3.2. Elaboration de deux protocoles pour la culture
des kératocytes

Hypsophrys Nicaraguensis et kératocytes

Les cellules kératocytes se trouvent chez certains poissons, dont les Hypsophrys
Nicaraguensis, originaires d’ Amérique centrale et de la famille des Cichlidae. Elles sont
réputées pour leur vitesse de migration trés rapide : 0.37 um/sec [68]. A titre de
comparaison, les cellules classiquement étudiées en biologie ont plutdt une vitesse de
migration de 0.1 & 0.8 pm/min (ce qui est de 30 a 200 fois plus lent) [69]. Egalement,
elles ne semblent pas se diviser et sont pratiques pour les expérimentations car elles sont
cultivées a température ambiante (contre 37°C pour la majorité des cellules) et ne
nécessitent pas de contréle du CO,. Nous elevons des poissons Hypsophrys
Nicaraguensis au laboratoire et leur prélevons des écailles lorsque nécessaire.

Notre méthode de culture des cellules kératocytes a partir des écailles est adaptée
des méthodes usuelles [55]. Nous 1’avons déclinée en deux variantes complémentaires.
Le choix de 1'une ou I’autre de ces variantes dépend du paramétre que 1’on souhaite
étudier et concerne plus particulierement la géométrie des environnements. Le premier
protocole (A) sera utile pour une configuration initiale de I’expérience ou les cellules
sont réparties de maniére aléatoire et homogéne sur I’ensemble du motif étudié. A
I’inverse, le second protocole (B) sera utile pour une configuration initiale de
I’expérience ou les cellules sont regroupées en un endroit particulier & partir duquel
elles explorent le motif. Chacun implique quelques modifications de la méthode initiale
afin de répondre a certaines contraintes techniques que nous avons rencontrées et que
nous vous présentons ici. Ces variantes sont toutes deux décrites en détail dans les
protocoles en annexe de ce manuscrit.

Découplage de ’EGTA et de la trypsine

La trypsine et ’EGTA sont deux substances actives que nous utilisons pour
individualiser les cellules. Elles sont régulierement associées dans la culture cellulaire.
Diluées en solution, elles permettent de couper les jonctions intercellulaires et de
couper les adhésions des cellules avec le substrat. Nous avons souhaité découpler leur
usage afin de pouvoir contréler avec précision la concentration de chacune d’entre elles.
L’enjeux ¢était de développer les deux méthodes que nous présentons avec une
utilisation de ’EGTA commune, mais une utilisation de la trypsine que dans 1’un des
cas.

Egalement, une raison historique justifie ce découplage. En isolant chacun des
parametres du protocole, cela nous a permis de diagnostiquer plus aisément les éléments
potentiellement problématiques lorsque nous rencontrions des anomalies dans
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I’ensemble du protocole, de la fabrication des microenvironnements a la culture
cellulaire.

3.2.1. Protocole A (EGTA+Trypsine) : Préparation puis
transfert des cellules depuis plusieurs écailles

3.2.1.1. Résumé

Cela consiste a déposer plusieurs écailles dans des boites de Pétri individuelles et les
recouvrir chacune d’un milieu de culture® et d’une lamelle de verre (¢=22mm). Il faut
ensuite laisser les échantillons pendant 16h dans le noir a température ambiante, pour
que I’intégralité des tissus de kératocytes migrent depuis leurs écailles respectives vers
le substrat des boites de Pétri. Pour chaque échantillon, les kératocytes sont ensuite
rincées trois fois au PBS, séparées les unes des autres en incubant dans une solution de
PBS contenant de ’EGTA a 2.5mM pendant 20 minutes. Puis elles sont détachées de la
boite de Pétri en incubant dans une solution de PBS contenant de la Trypsine a 0.005%
pendant 2-3 minutes. Apres quoi, elles sont resuspendues dans du milieu de culture puis
les populations de chaque échantillon sont toutes transférées sur une méme lamelle de
verre (g=32mm) avec un revétement de protéines composé de microenvironnements
[p.79]. Enfin, nous attendons 60-70 minutes que les cellules aient adhéré au substrat
pour pouvoir les imager [p.100].

%% Le milieu de culture utilisé est préparé sous conditions stériles. Il s’agit de Leibovitz’s Media L-15,
complété de 10% de FBS et d’1% de penicillin-streptomycin. Il est stocké a 4°C pendant plusieurs
semaines. Immédiatement avant la culture des cellules, il est de nouveau complété de 30% d’eau
déionisée et 3% d’'HEPES a 1M (pH 7.4) puis il est filtré avec un filtre de 0.22 um. Les détails sont
accessibles en annexe.
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Figure 29. Du poisson Hypsophrys Nicaraguensis aux cellules kératocytes

Principale étapes en suivant le protocole A. Suivi d’une écaille. a.) Une écaille est prélevée
sur le poisson. b.) L’écaille est déposée dans une boite de pétri. c.) Le tissu migre et quitte
I’écaille, il lui faut entre 12 et 24h (barre d’échelle : 1 mm). d.) Les cellules sont immergées
dans un milieu de séparation contenant de I'EGTA afin de les détacher les unes des autres
puis dans un milieu de séparation contenant de la Trypsine afin de les détacher du
support. e.) Les cellules sont ensuite déposées sur une lamelle recouverte de protéines de
la matrice extracellulaire. f.) Les cellules migrent individuellement (Une couleur par
cellule ; intervalle entre deux images : 5 min ; barre d’échelle : 100 um).

3.2.1.2. Objectifs

Cette méthode répond a trois objectifs expérimentaux. Le premier est d’obtenir une
population de cellule qui soit distribuée de maniére homogéne sur I’ensemble des motifs
ou méme sur un motif en particulier. Le second objectif est de placer les cellules dans
des motifs clos sans éléments géométriques additionnels, tels que des entrées-sorties ou
des surfaces connectant les motifs entre eux. Le troisieme objectif est d’utiliser une
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lamelle dont le revétement de protéine est frais, car préparé immédiatement avant
I’arrivée des cellules.

3.2.1.3. Concentrations et dilutions de la trypsine

A la fin de I’étape de trypsinisation, les cellules sont détachées les unes des autres et
du substrat. Elles se retrouvent en suspension dans la solution de trypsinisation. Dés
lors, nous diluons (4x) cette solution — et les cellules qu’elle contient — dans du milieu
de culture filtré pour kératocytes, lui-méme étant préalablement placé dans le porte-
échantillon avec les microenvironnements. Notre protocole prévoit la dilution d’1 mL
de solution de trypsinisation dans 4 mL de milieu de culture. Cette concentration finale
réduite de la trypsine permet de désactiver pleinement ses effets et en conséquence les
cellules peuvent de nouveau adhérer au substrat.

Or, la contenance maximale de nos portes-échantillons est de 5 mL. Cette contrainte
se cumulant avec celle de la disposition d’une écaille par boite de Pétri [p. 123], nous ne
pouvons cumuler la population cellulaire de plusieurs écailles en maintenant ces
proportions de solution. Afin de remédier a ce verrou technique, nous avons décidé de
réduire la quantité de solution de trypsinisation par écaille. En réduisant a 200 pL par
écaille, il est possible de cumuler la population en cellule kératocyte de cing écailles par
échantillon.

Néanmoins, cela impose une nouvelle contrainte technique. Le volume que
représente 200 pL ne permet pas de couvrir I’intégralité du fond des boites de Pétri que
nous utilisons pour la migration du tissu. Il est donc nécessaire de viser I’emplacement
du tissu (visible a I’ceil nu) lors du dépot de la solution de trypsinisation. De surcroit,
nous obtenons de meilleurs résultats lorsque nous pipetons la solution et tapotons la
boite de Pétri afin d’aider mécaniquement au détachement des cellules.

3.2.2. Protocole B (EGTA) : Dépose directe d’une écaille
sur un microenvironnement

3.2.2.1. Résumé

Cela consiste a déposer une seule écaille, directement sur une lamelle de verre
(=32mm) composée de microenvironnements [p.79], la recouvrir d’un milieu de
culture® puis d’une lamelle de verre (9=22mm) et de laisser I’échantillon pendant 16h
dans le noir a température ambiante. Les kératocytes sont ensuite rincées trois fois au
PBS, séparées les unes des autres en incubant dans une solution de PBS contenant de
I’EGTA a 2.5mM pendant 20 minutes. Et enfin, diluée dans du milieu de culture.

*! Le milieu de culture est identique dans les deux protocoles.
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3.2.2.1. Objectifs

Cette méthode répond a plusieurs objectifs. Un premier objectif qui peut étre un
critére expérimental est d’obtenir une grande densité de cellule sur une zone réduite de
la lamelle. Les cellules sortent directement de ’écaille vers la zone du motif que nous
souhaitons étudier, nous nous assurons donc de leur présence en grand nombre. Un
second objectif est de répondre stratégiquement a une analogie issue de 1’architecture,
car I’entrée sur site est orientée. Les cellules n’adhérent pas de maniére homogene sur
I’ensemble des motifs mais accédent & un ou plusieurs d’entre eux depuis une zone
définie, comme le font des humains invités a parcourir un espace. Un troisieme objectif,
de l'ordre du détail pratique est de réduire le temps de I’expérimentation. Dans le
premier protocole, les cellules, suspendues aprés utilisation de la trypsine et transférée
sur le microenvironnement ensuite, adherent a nouveau au substrat aprés 60 a 70
minutes et nécessitent un nouveau rincage. Ce temps peut étre économisé. Un quatrieme
objectif est la réduction du nombre d’étape expérimentale. Automatiquement, cela va de
pair avec une réduction de certaines marges d’erreurs ou d’incertitudes. Comme évoqué
précédemment, il est nécessaire de rincer les cellules aprés leur adhésion dans le cas
d’utilisation de trypsine. Cette étape est potentiellement responsable de la suppression
de cellules saines n’ayant pas eu le temps d’adhérer (temps trop court) ou de 1’ancrage
maladroit de cellules en dehors des motifs, qui mourront rapidement et pollueront le
milieu (temps trop long). Egalement, nous ne modifions pas les adhésions initiales de la
cellule au substrat avec 1’usage de trypsine.

En ce qui concerne I’application de cette méthode, il est important de prendre
quelques reperes lorsque nous souhaitons déposer 1’écaille sur la lamelle, directement
sur des zones recouvertes de protéines. Ces repéres concernent 1’écaille elle-méme, le
tissu de kératocytes qui s’en échappe ainsi que la position et [’orientation du
microenvironnement sur la lamelle.

3.2.2.2. Migration de ’écaille : observation de la sortie du
tissu

Nous avons observé la migration du tissu en sortie d’écaille, quel que soit le
protocole suivi par la suite car il s’agit bien évidemment d’une étape commune a toutes
nos expérimentations. Si une cellule kératocyte unique est indécelable a I’il nu, le
tissu, lui, est bien visible. Il est donc possible d’observer la maniere dont il s’échappe de
I’€écaille. Tout en corrélant cela avec une prise de vue au microscope pour obtenir plus
de details.

I1 est important de placer 1’écaille sur le microenvironnement en fonction des zones
dans lesquelles le tissu se rependra le plus. De maniere générale, nous avons observé
deux zones dans lesquelles les cellules quittent 1’écaille en priorité et s’étalent plus
largement : ce sont les points de jonctions entre la zone sombre de 1’écaille et la zone
claire. Ensuite, le tissu est €galement susceptible de s’échapper dans toutes les
directions depuis la partie sombre.
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Figure 30. Migration du tissu de kératocytes depuis I'écaille

Migration sur boite de Pétri. a.) Zone a partir de laquelle la migration hors de I'écaille
démarre. Barre d’échelle: 250 um. b.) Surface occupée par le tissu aprés 16h de
migration. Barre d’échelle : 2000 um. c.) Schéma de la direction de migration du tissu.

Pour placer convenablement 1’écaille sur le microenvironnement, il convient de
placer I’une de ces régions, une zone de jonction ou le front sombre de 1’écaille sur une
aire accessible aux cellules, revétue de protéines. Pour cela, il faut connaitre le motif du
microenvironnement en amont, car celui-ci n’est évidemment pas visible a 1’ceil nu.

3.2.2.3. Un indice éphémere : la formation de
microgouttelettes

Il est possible de repérer 1’emplacement du microenvironnement grace aux
mouvements liquides (eau déionisée, PBS ou milieu de culture) sur la lamelle.
Effectivement, le revétement de polymeére étant hydrophobe et le revétement de
protéines ne 1’étant pas, des microgouttelettes visibles a I’ceil nu peuvent se former a
I’emplacement des microenvironnements lorsque nous ringons la lamelle. Or, il s’agit
d’une étape préliminaire a la dépose de 1’€caille : retirer le volume d’eau déionisée dans
lequel la lamelle est stockée. Il faut un court temps entre les deux étapes pour éviter que
la lamelle ne séche complétement et que la couche de protéine ne se dégrade en
conséquence. Cependant, il ne faut pas laisser les gouttelettes d’eau sur la lamelle pour
ne pas modifier les propriétés du milieu de culture dans lequel le tissu migrera hors de
I’écaille. Pour ces raisons, le repérage de I’emplacement du microenvironnement di a sa
caractéristique hydrophile n’est que peu précis. Cela reste néanmoins une technique
utilisable dans le cas d’un faible besoin de précision et sur un microenvironnement de
grande surface.

3.2.2.4. Un geste précis : le marquage de la lamelle

Une technique plus précise, consiste a placer un repére au verso de la lamelle afin de
spécifier I’emplacement du microenvironnement. En amont du retrait de 1’écaille, il faut
placer la lamelle préparée au microscope et activer la source lumineuse correspondante
a la fluorescence des protéines du microenvironnement. Il faut ensuite positionner la
platine de sorte a ce que le faisceau lumineux éclaire la zone que vous souhaitez
marquer. Puis il suffit de placer un repére a ’aide d’un marqueur sur le verso de
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I’écaille, en s’aidant du faisceau lumineux. La difficulté de ce geste technique réside
dans la précision de ce marquage. Il est possible de vérifier le bon emplacement du
repere a I’image puisque celui-ci bloquera la lumiére et sera donc visible. Pour cette
raison, il faudra également penser a le retirer avant 1’acquisition d’image finale Si
besoin.

Figure 31. Marquages des lamelles avant de déposer I'écaille
Deux exemples de marquage au feutre sur le verso de la lamelle, a adapter en fonction du
motif. Barres d’échelles : 1000 um.

3.3. Méthodes pour observer les déplacements

Du micron au metre, encore une fois les échelles sont tres €loignées 1’'une de 1’autre.
Les instruments que nous équipons pour observer les cellules migrantes et les humains
en déplacement le sont tout autant. Pourtant, la méthode est elle aussi, encore une fois,
tres semblable. Nous enregistrons la position dans le temps des étres vivants a travers
I’interprétation et le stockage numérique de signaux lumineux que I’on capture grace a
des outils optiques sophistiqués. Autrement dit, un capteur optique est placé derriere un
objectif de microscope grossissant ou derriére une lentille de caméra, il enregistre sur un
support numérique les signaux lumineux qu’il recoit sous forme de série d’image. Nous
exposons ici les différents types de microscopie que nous utilisons pour observer les
cellules et 1a mise en place d’un dispositif filmique a échelle humaine.

3.3.1. Techniques de microscopies pour 1’observation de la
migration cellulaire

Une fois les cellules placées dans les microenvironnements, nous observons leur
migration. Pour ce faire, nous utilisons deux microscopes. Le premier est un Nikon
Eclipse Ti2-E équipé d’un objectif 4X et d’un objectif 10X a contraste de phase. Nous
le pilotons par ordinateur depuis le logiciel NIS-Elements de Nikon. Le second est un
Nikon Eclipse Ti-E également équipé d’un objectif 4X et d’un objectif 10X a contraste
de phase. Nous le pilotons par ordinateur depuis le logiciel Micromanager. Nous avons
exploré plusieurs techniques de microscopie au cours de la recherche et nous retenons
les techniques présentées ci-dessous.
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3.3.1.1. La microscopie a champ clair

Il s’agit du type de microscopie le plus courant. Nous éclairons par le dessus notre
échantillon. La lumicre le traverse et nous captons cette lumiere avec 1’objectif par le
dessous. Cependant, la cellule est un corps principalement transparent et cette technique
ne nous offre qu’un tres faible contraste. Par conséquent, il est trés compliqué de repérer
les cellules en analysant les images tant visuellement que numériquement. Pour
compenser la lacune de cette technique de microscopie, nous utilisons le contraste de
phase. Cela consiste a équiper la source lumineuse et 1’objectif d’anneaux de phase, des
dispositifs qui filtrent les rayons lumineux en fonction de leur déphasage. En effet, les
rayons lumineux traversant le verre de la lamelle et ceux traversant le corps de la cellule
n’ont pas subi la méme réfraction, les ondes lumineuses sont donc déphasées. Nous
repérons la cellule a I’image bien plus aisément.

=+ La microscopie a champ clair et le contraste de phase ont pour avantage de ne pas
intervenir sur la biochimie de la cellule et de pouvoir imager la totalité de la cellule, son
noyau et son lamellipode.

— Cependant il reste relativement difficile d’identifier efficacement les cellules lors
de I’analyse d’image car cela demande une bonne résolution et la géométrie de la cellule
peut-étre trés changeante.

Nous avons utilisé¢ cette méthode lors de I’observation des cellules dans des
microenvironnements de quelques centaines de microns. Cependant, malgré
I’amélioration du dispositif de contraste de phase, le contraste sur les images obtenues
reste faible. Il est difficile d’isoler clairement 1’objet (la cellule) du reste de 1’image et
cela est insuffisant pour automatiser convenablement 1’analyse d’image et donc le suivi
de la position des cellules. Nous avons cherché un meilleur moyen d’imager nos
cellules en recréant un contraste artificiellement, cela est possible grace a la microscopie
a fluorescence.

3.3.1.2. La microscopie a fluorescence : le noyau de la cellule

Comme son nom I’indique, il s’agit d’une technique qui consiste a observer des
objets grace a leur fluorescence. Nous éclairons I’échantillon avec une lumiére ayant la
bonne longueur d’onde pour exciter la substance fluorescente, que 1’on appelle
fluorophore. Celui-ci émet a son tour une lumicre avec une autre longueur d’onde, que
I’on observe via I’objectif. Un jeu de filtres et un miroir dichroique (filtrant les lumieres
en fonction de leurs longueurs d’onde) assurent 1I’ensemble du chemin optique.

Nos cellules ne sont aucunement fluorescentes naturellement, nous devons au
préalable les marquer grace a un fluorochrome. Dans notre cas, nous souhaitons imager
le noyau de la cellule. Nous utilisons pour ce faire du Hoechst® 33342 qui va traverser
les membranes de la cellule et marquer I’ADN. Nous I’éclairons avec un laser UV d’une
longueur d’onde de 350nm.

=4 La microscopie a fluorescence avec marquage du noyau nous apporte quelques
avantages. Sa mise en place expérimentale est rapide et efficace, nous préparons la
fluorescence des cellules en cing minutes. Les images obtenues sont facilement
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analysables, méme a faible résolution car le noyau reste ovoide malgré les diverses
orientations de la cellule.

= Cependant, la trop longue ou trop forte illumination de 1’échantillon aux UV
provoque la mort prématurée des cellules par phototoxicité. Cela nous oblige a réduire
les temps d’exposition ou la fréquence des images lors de I’acquisition d’image.

Nous utilisons cette méthode pour [’observation des cellules dans des
microenvironnements de quelques centaines de micron & quelques millimétres.
Cependant cette technique seule ne permet pas d’imager I’environnement en question.
C’est pour cela que nous la couplons avec un second type de fluorescence.

3.3.1.3. La microscopie a fluorescence : le pattern

Nous utilisons la méme technique de fluorescence pour imager la géométrie du
microenvironnement. C’est lors de I’incubation des protéines, étape que nous avons
décrite précédemment pour la fabrication des microenvironnements, que nous ajoutons
un fluorophore a la solution de protéines: le fibrinogene. Nous utilisons 5uL de
fibrinogene associé a 2puL. de fibronectine pour 1’adhésion des cellules, que nous diluons
dans 100uL de sodium bicarbonate.

Cette fluorescence du motif géométrique est pour nous un indicateur qui nous
permet d’évaluer la bonne préparation du pattern. C’est également un outil avec lequel
nous pouvons nous assurer du cadrage du microscope. En effet, en prenant une image
du motif a chaque temps d’une acquisition, nous enregistrons la dérive et nous pouvons
la corriger au moment de I’analyse des données. Enfin cela nous permet de vérifier la
bonne adhésion des cellules. Nous pouvons ainsi exclure de nos analyses les cellules
adhérant tres difficilement en dehors des motifs mais étant malgré tout présente a
I’image.
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Figure 32. Groupe de cellules migrant sur un microenvironnement
a.) Fluorescence du fibrinogene représentant le motif sur lequel les cellules peuvent
migrer. b.) Image au champ clair des cellules. c.) Fluorescence Hoechst (noyaux des
cellules). d.) Superposition des trois images. Barre d’échelle : 50 um.

3.3.1.4. Parameétres d’acquisition

Nous utilisons au sein de 1’équipe de recherche des microscopes qui nous permettent
de cumuler les trois catégories de microscopie présentées ci-dessus lors d’une unique
acquisition et ceci automatiquement sur de longues durées. Nous devons pour cela
programmer le logiciel d’acquisition et il nous est malheureusement nécessaire, en
fonction de I’expérimentation, de faire des compromis en s’accordant sur les critéres
suivants :

L’intervalle de temps entre deux images: Nous définissons un intervalle
d’acquisition également compte tenu de deux critéres. Le premier est celui de la
vitesse de migration des cellules keratocyte, comme décrit en [p.73]. Il faut
qu’une cellule migrante se soit suffisamment déplacée d’une image a 1’autre
pour que I’information soit utile, mais qu’elle ne se soit pas trop déplacée pour
ne pas confondre sa trajectoire avec celle d’une autre cellule rencontrée [p.112].
Le second critere est celui du temps d’exposition des cellules aux UV pour la
fluorescence du noyau. L’éclairage trop intensif des cellules pouvant favoriser
leur mort.

La surface du microenvironnement imagée : Nous pouvons réaliser des
images de grande dimensions en assemblant plusieurs champs de vue avec les
deux microscopes utilisés. Pour le microscope fonctionnant avec NIS-Elements,
la construction de 1’image est faite directement, pendant I’acquisition. Pour le
microscope fonctionnant avec micromanager, la construction de I’image est
faite aprés 1’acquisition, a partir d’un script développé par nous-méme sur
ImageJ. Dans les deux situations, le raccord entre deux images est fait en
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intégrant une superposition de 20 a 30% de la dimension de 1’image. Cette
superposition généreuse nous assure la plus grande précision sur 1’assemblage
des images et donc la validité de nos mesures de trajectoires sur des grands
microenvironnements, de 1’ordre de plusieurs millimétres carrés.

- Le nombre de canaux : Nous choisissons de combiner deux canaux maximum
lors d’une acquisition : le champ clair et la fluorescence du motif ou la
fluorescence du noyau et celle du motif. De la sorte, nous enregistrons les
informations de la position des cellules en rapport avec la géométrie des
microenvironnements, en notant également la dérive du microscope, contrainte
technique inévitable due a tous les mouvements de platine.

- L’ordre d’acquisition : Nous pouvons paramétrer les microscopes en priorisant
soit la position de la platine, soit 1’éclairage de 1’échantillon. Dans le premier
cas, la platine se déplace sur la premiére position, 1’éclairage s’allume et la
caméra enregistre puis 1’éclairage s’éteint et enfin, la platine se déplace a la
position suivante. Dans le second cas, 1’éclairage reste allumé tout le temps de
I’imagerie et la platine se déplace de position en position. Dans ce cas-ci, le
temps global d’acquisition est réduit mais 1’exposition a la source lumineuse est
augmentée, en particulier I’¢éclairage indirect de I’ensemble de 1’échantillon.

- Le binning de la caméra : Dans le cas de I’imagerie avec la fluorescence des
noyaux, nous choisissons d’enregistrer des images avec un binning de 3, c’est-a-
dire avec une résolution trois fois en dessous de la capacité de la caméra.
Comme décrit plus tét, la fluorescence du noyau de la cellule nous permet de
faire un suivi de sa trajectoire de maniére efficace, méme avec un nombre réduit
de pixel. En diminuant la résolution de la caméra, nous accélérons la vitesse
d’acquisition générale et la vitesse d’écriture des données.

Chacun des criteres présentés ont une influence sur les autres. Pour chaque
acquisition d’image, il est nécessaire de faire des compromis. Nous cherchons a
recueillir le maximum d’information tout en limitant le temps d’exposition des cellules
aux UV afin de diminuer la phototoxicité et en évitant de saturer nos capacités
techniques de stockage des données.

3.3.1.5. Optimisation du protocole

Lors de I’acquisition d’image sur des motifs de grande surface ou sur de longues
périodes de temps, nous avons rencontré quelques obstacles dégradant la qualité de nos
images et donc la qualité de notre suivi des trajectoires. Nous présentons ici les mesures
prises pour optimiser le protocole.

Pollutions visuelles dues aux cellules flottantes sur des motifs de

grande surface

Il est nécessaire de cadrer la zone d’acquisition d’image d’une certaine maniére afin
d’éviter 1’observations de pollutions. Cette modification fait suite a 1’observation

récurrente d’un phénoméne de pollution en particulier : nous avons observé qu’une
guantité importante de cellules flottantes polluait le milieu de culture, tout
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particulierement du fait de se regrouper dans une méme zone. Nous parlons de pollution
car ces cellules flottantes générent elles aussi une fluorescence, ce qui parasite le
repérage des cellules migrantes lors de 1’analyse d’image.

Nous avons initialement associé ce phénoméne a une mauvaise gestion de la
fabrication des microenvironnements ou de la culture cellulaire et donc a la mort
prématurée des cellules. Cependant, il s’agit d’un phénomeéne persistant malgré la
stabilisation de ces protocoles. Plus précisément, le nettoyage par ringage de la lamelle
est une étape clé du protocole que nous opérons immédiatement avant 1’acquisition
d’image. Or, nous avons observé que cette étape n’est pas suffisante pour enrayer le
phénomene.

Néanmoins, nous avons identifié 1’origine du regroupement de ces cellules. Cela est
dd aux mouvements du milieu de culture dans le porte-échantillon, eux-mémes
conséquence des mouvements de la platine du microscope lors d’une acquisition
d’image couvrant un motif de grande dimension. En effet, la taille de ’image totale
dépasse la dimension d’un seul champ de vision de la caméra a travers 1’objectif choisi
(10x). Pour couvrir un grand motif, nous devons réaliser un assemblage correspondant a
une grille d’images. Les mouvements de la platine du microscope se déplagant d’un
champ de vision a 1’autre sont par défaut optimisés par le logiciel. Ils suivent le schéma
présenté ci-apres. En conséquence, cela génére plus de mouvements sur 1’axe X que sur
I’axe Y. La somme de ces mouvements a pour résultat la formation d’une bande de
cellules mortes au centre de la lamelle comme représenté ci-aprés également.

W

& 32 mm

Figure 33. Mouvements de la platine du microscope

a.) Schéma des déplacements sur les axes X et Y de la platine du microscope. b.)
Représentation de la zone centrale en X d’une lamelle ou les cellules mortes parasitent
I’'observation.
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Figure 34. Cellules mortes perturbant I’acquisition d’image

Nous voyons apparaitre une bande centrale de cellules flottantes qui parasitent
I'observation des déplacements des cellules kératocytes. En niveaux de gris, la
fluorescence du motif (fibrinogéne). En jaune, la fluorescence des cellules (hoechst
33342). Le temps s’écoule de gauche a droite, intervalle entre deux images : 10 min. Barre
d’échelle : 1000 um.

Il est possible d’amoindrir I’impact de ce phénomeéne de deux maniéres :

e Avant ou pendant I’acquisition en procédant a un ringage supplémentaire de la
lamelle. Cependant, le phénomeéne peut se reproduire de nouveau apres quelques
minutes ou heures.

e Aprés I’acquisition, lors du suivi des particules. Le logiciel reconnait les
particules puis les associe a des trajectoires. Le mouvement des cellules mortes
en suspension étant plus ample que celui des cellules migrantes, il est possible
d’en filtrer certaines. Malheurecusement, ce n’est pas vrai en toutes circonstances,
certaines peuvent perturber nos données.

Nous estimons que ces deux stratégies ne sont pas suffisantes pour s’assurer d’une
analyse correcte et préférons en conséquence imager en dehors de cette bande polluée.
Cela nous permet de maintenir nos acquisitions sur de longue période et de rendre plus
fiable notre analyse des trajectoires.

Gestion des temps et de la phototoxicite sur de longues périodes
d’acquisition

Il est nécessaire de privilégier certains parametres d’acquisition en adéquation avec
I’objet imagé tout en réduisant 1’exposition trop longue ou trop forte des cellules aux
lumieres UV, qui leur sont potentiellement mortelles. Nous avons donc cherché a
réduire cette phototoxicité, sans nuire a I’analyse des images par la suite.
Techniquement, nous avons obtenu de bons résultats en paramétrant un court temps
d’exposition (100 ms) et une faible puissance de la source lumineuse (5%) Nous avons
compensé ces mesures par une augmentation du binning de la caméra (4x4), ce qui
permet d’augmenter le rapport de signal sur bruit et donc de maintenir un niveau de
contraste satisfaisant pour I’analyse des images. Egalement, lorsqu’une zone en train
d’étre imagée est directement éclairée par le faisceau lumineux de la lampe, I’ensemble
de I’échantillon est également indirectement éclairé. Cette illumination parasite parait
négligeable lorsqu’il s’agit d’imager un seul champ de vue une seule fois. Cependant, la
grande répétition de ces illuminations spatialement et temporellement décuple
I’exposition totale des cellules aux UV. Il est possible de limiter ce phénomene en
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paramétrant un mode d’acquisition pour lequel I’illumination de 1’échantillon est
minimale : le microscope doit ouvrir et clore 1’obturateur a chacune des positions.

3.3.2. Installation d’un dispositif filmique pour la
captation des déplacements a I’¢chelle architecturale

Pour mener nos observations a échelle humaine, nous adoptons une approche
similaire a celle que nous avons pour 1’observation de la migration cellulaire. Nous
souhaitons capter les mouvements des personnes qui se déplacent au sein de dispositifs
architecturaux et donc pour cela, les filmer. Puis nous souhaitons étre capable, grace a
cette captation, de connaitre leur position exacte dans 1’espace.

Pour ce faire, nous avons disposé des caméras dans 1’espace, nous avons équipé les
participants d’un dispositif technique et nous les avons invités a déambuler dans les
environnements.

3.3.2.1. Placement des caméras

Nous avons présenté plus tot la plateforme L.E.I.C.A. dans laquelle nous avons
placé nos dispositifs. En considérant les dimensions de cette plateforme, les dimensions
de nos dispositifs architecturaux, des zones ouvertes a la déambulation des participants
et le gabarit de ces derniers, nous avons positionné un ensemble de trois caméras. Ce
sont trois webcams Logitech C930e. Nous avons décidé du nombre et de la position des
caméras afin que la superposition de leurs champs de vue nous permette a la fois
d’imager I’entiéreté de notre installation (4x2m) et de suivre de maniére continue le
déplacement d’une personne entiére debout (nous avons pris comme référence une
hauteur de 2m), sur le plan horizontal du sol. Elles sont donc situées au plafond et
orientées vers le sol. Nous avons préalablement pris des mesures pour connaitre
I’éventuelle déformation d’angle des caméras et pour calibrer leurs positions relatives
dans I’espace.

Ces trois caméras sont reliées a un ordinateur dédié a cette activité, lui-méme placé
dans la régie de la plateforme L.E.I.C.A. Avec la collaboration d’Adrien Méry*, nous
avons mis en place un programme en langage Python utilisant la bibliotheque OpenCV
sur cet ordinateur. Le script original est disponible en annexe de ce manuscrit. Ce
programme enregistre plusieurs éléments dans un dossier unique par caméra: les
images de la caméra en format PNG, ’heure de départ de I’acquisition et I’intervalle de
temps entre chaque image. Lors de I’expérimentation type, le programme est lancé par
I’un des organisateurs de 1’expérience au moment ou un participant entre dans le
dispositif architectural, I’acquisition est continue tout le temps de la présence du
participant puis I’organisateur interrompt le programme lorsque le participant est sorti.

*? Doctorant au sein de I’équipe microtiss, au LIPhy, UGA.
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Figure 35. Captation filmique des déplacements humains avec trois caméras
Ces trois images sont prises simultanément et permettent de suivre le déplacement d’un
humain en continu dans un dispositif d’'une longueur de 4 métres.

L’éclairage utilisé pour les expérimentations est celui de la plateforme L.E.I.C.A. Il
s’agit de deux luminaires néons placés sur le plafond. Ils éclairent la piéce fortement et
de maniére relativement homogene. La présence des dispositifs ou des participants ne
crée aucune ombre projetée directe sur les parois bien qu’elles assombrissent
globalement 1’espace. Cependant, I’ombre des participants est forte sur le sol. Il y a une
graduation de luminosité visible a 1’image du bas plus sombre vers le haut plus
lumineux des parois des dispositifs.

3.3.2.2. L’objet exact de la captation

L’enregistrement vidéo réalisé¢ par les caméras équivaut en quelque sorte a la
microscopie a champ clair présenté précédemment. En filmant les participants ainsi,
nous pouvons aisément repérer leur passage lorsque nous visionnons la vidéo par la
suite. Cependant, lorsque nous devons extraire de ces images la position de la personne
dans I’espace, cela devient particulierement compliqué. Les outils de reconnaissance
d’image que nous présentons par la suite sont difficilement utilisable sur des images Si
complexes car les formes et les couleurs des participants et de leurs vétements sont trés
variées, leurs ombres projetées au sol peuvent également diminuer la lisibilité de
I’image.

Il est évident que nous ne pouvons pas nous permettre de teindre les participants
d’une couleur fluorescente comme une analogie stricte et absurde avec les cellules nous
le suggérerait. Nous avons mis en place un systeme trés simple et peu intrusif pour
répondre a ce besoin de I’expérience. Nous avons donné aux participants des casquettes
d’un bleu sombre sur lesquelles sont fixées des balles oranges. De la sorte, nous nous
assurons d’avoir un objet facilement repérable a I’image : la balle est sphérique, donc
identique dans toutes les directions de 1’espace et d’une couleur qui contraste fortement
avec son support. C’est aussi un dispositif trés léger, peu encombrant, que les
participants peuvent porter aisément. Enfin, la préparation est minimale puisqu’il suffit
de donner le dispositif au participant avant son entrée dans 1’installation.
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Figure 36. Dispositif filmique complet pour la captation des déplacements humains

a.) Dispositif architectural construit au sein de I'espace d’immersion. b.) Une caméra
discréte et placée au-dessus de I'espace. c.) Dispositif de suivi placé sur le téte d’un
participant. d.) Les trois caméras sont reliées a un ordinateur qui coordonne I'acquisition
d’image via I'exécution d’un script python. L'organisateur est positionné dans la régie, le
participant déambule dans I'espace équipé du dispositif de suivi.

3.3.2.3. Gestion des participants

Les participants sont invités par petits groupes a s’approcher de la plateforme
L.E..C.A. A ce moment, nous relevons leurs prénoms et leurs tailles puis leur
attribuons un ordre de passage, en prévision d’une calibration future. Nous leur donnons
la casquette qu’ils équipent. Les participants sont au courant qu’ils participent a une
expérience filmée ayant trait a 1’architecture, mais le contenu plus précis de la recherche
ne leur est pas communiqué. Un organisateur annonce les consignes a un participant a la
fois et I’invite a déambuler dans I’espace de 1’expérimentation.

3.3.2.4. Conclusions sur la captation filmique

Lors de notre utilisation de cet outil, nous avons réussi a obtenir des séries d’image
de bonne qualité, sur lesquelles la position d’une personne est facilement repérable. Cet
outil est également facile a installer et peut s’adapter a d’autres contraintes liées au lieu
de I’expérimentation.

3.4. Méthodes pour analyser les trajectoires et les
spatialités

La finalité méthodologique de notre travail consiste en la mise au point d’un procédé
d’analyse des déplacements qui soit commun pour les cellules et les humains. La
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technique que nous proposons est composée de deux éléments: une analyse des
trajectoires puis une analyse des spatialités. Nous répondons ainsi a notre objectif
transdisciplinaire de développement d’une méthode analogue d’observation des
déplacements humains et cellulaires qui puisse étre utile aux deux disciplines.

Techniquement, nous analysons les images produites lors des acquisitions, qu’elles
soient reéalisees avec un microscope ou avec notre dispositif filmique a échelle humaine.
11 s’agit tout d’abord d’extraire depuis les images des informations quant aux positions
des étres vivants, grace au seuillage de ces images et a la détections d’objets. Il s’agit
ensuite d’étudier les trajectoires identifiées selon des parametres de direction ou de
vitesses. Enfin, il s’agit d’analyser les informations de ces trajectoires du point de vue
de I’espace, a I’aide d’un outil de représentation cartographique des données développé
spécifiqguement pour cela.

3.4.1 Extraire les trajectoires des cellules et des humains

3.4.1.1. L’analyse d’image avec Fiji et la détection des
particules avec TrackMate

Nous utilisons le logiciel open-source Imaged, sous sa distribution Fiji pour
I’analyse des images. Fiji intégre une large bibliothéque de scripts préts a étre utilisés et
permet de créer des programmes automatiques ou semi-automatiques dans plusieurs
langages informatiques pour ’analyse et le traitement de tout type d’image.

Cette distribution est trés utilisée dans le domaine de la biologie puisque développée
avec la volonté d’offrir une plateforme d’échange pour cette communauté scientifique.
La preuve en est le développement d’un programme, lui aussi Open-source, en tant que
plugin de Fiji : TrackMate. Développé par Jean-Yves Tinevez et ses collaborateurs [70],
cet outil permet de détecter des objets (que nous nommons « particules ») dans une
image, puis dans le cas d’une série d’image de lier les particules d’une image avec
celles de I'image suivante de sorte a enregistrer une trajectoire. C’est ce suivi de
particule que nous nommons réguliérement « tracking » par anglicisme (verbe signifiant
I’action de tracage).

3.4.1.2. Les données que nous exportons

Le programme intégre des outils de visualisation tres utiles. Il trace la position des
particules et leurs trajectoires en surimpression sur les images. A partir de cette
fonctionnalité, nous pouvons :

- Calibrer précisément les parameétres de détections des particules (taille de la
particule, contraste attendu, etc.), de maniere itérative. En effet, selon le
microscope utilisé, I’objectif, la caméra associée et le traitement d’image
(correction du drift, recadrage, mise a 1’échelle), il est possible que I’objet
cellule n’ait pas les mémes propriétés d’une acquisition a I’autre. Il en va de
méme pour la nature du bruit de fond. Il est donc impératif de faire un calibrage
manuel a partir d’un ensemble de visualisations [Figure 38].
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- Exporter directement des vidéos trés expressives et inspirantes, utiles pour le
recul critique (qu’est-ce que je suis en train de regarder?) et pour la
communication (qu’est-Ce que nous analysons ?).

Ainsi, nous seuillons préalablement les images, afin d’isoler les particules a
détecter : la balle orange dans le cas des humains et la fluorescence du noyau dans le cas
des cellules puis nous calibrons le script pour détecter les particules. Un fois le script
calibré pour un ensemble de films, nous langons le suivi de trajectoire automatique sur
cet ensemble et nous exportons les données complétes de ces trajectoires sous forme de
tableurs. De la sorte, nous obtenons les coordonnées de toutes les trajectoires et donc,
une quantification du mouvement des cellules et des humains.

Figure 37. Détection de la trajectoire d’un participant

Sa trajectoire est tracée en bleu lorsqu’il se dirige vers la droite, en rouge lorsqu’il se dirige
vers la gauche. Barre d’échelle: 40 cm (au sol, au centre de I'image). Il s’est écoulé 9
secondes entre ces deux images.
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Diameétre de l'objet estimé
a. (estimated blob diameter) b. Seuil (threshold)

2 pixels 5 pixels 10 pixels

C.
Display options
[:] Display spots
Spot display radius ratio 1

[[] pisplay spot names

Set color by Quality

Display tracks

Track display mode

iShow local tracks

Limit frame depth

Frame depth 10

Set color by Number of spots in track

Figure 38. Paramétrage du logiciel TrackMate pour le suivi des trajectoires

Ces images sont des captures d’écran pendant le paramétrage du tracking. a.) et b.)
Apercus sur une image de la détection de quatre cellules par TrackMate, I'encadré rouge
représente le parameétre retenu. c.) Options d’affichage permettant de vérifier
graphiquement la qualité du tracking.

3.4.2. Analyse des trajectoires

Une fois que nous avons obtenu les trajectoires, nous procédons a la méme analyse
pour les humains comme pour les cellules, que nous nommons communément
particules. Pour rappel, nous cherchons a connaitre 1’influence d’un motif géométrique
sur la trajectoire de ces particules, nous sommes donc a la recherche d’indicateurs de

biais migratoires ou plus largement, de modifications du comportement migratoire des
particules.

Premicrement, nous voulons reconnaitre s’il existe un mouvement privilégié par les
particules dans une direction de 1’espace lorsqu’elles sont confinées dans certaines
géométries. Pour cela, lors de I’analyse de la trajectoire, pour chaque segment, ¢’est-a-
dire la ligne qui relie la position en XY de la particule sur la premiéere image a la
position en XY de la particule sur la seconde image, nous notons :
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- Ladirection des particules : dans le cas de géométries couloirs dans lesquelles
les déplacements ne sont possibles que dans une direction de 1’espace (1D) nous
notons le sens de chaque déplacement observeé (positif ou négatif).

- L’orientation des particules : dans le cas de géométries plus complexes dans
lesquelles les déplacements sont possibles dans deux directions de 1’espace (2D),
nous notons 1’orientation de ce déplacement.

- La vitesse des particules : Nous multiplions la distance de ce déplacement par
I’intervalle de temps entre les deux positions.

Egalement, nous surveillons 1’évolution dans le temps de ces paramétres et nous
relevons pour chaque trajectoire :

- Le nombre de polarisation : Dans le cas des géométries couloirs (1D) En
comparant la direction d’une particule sur un segment avec la direction de la
méme particule sur le segment suivant.

- Les modulations de vitesse : Les possibles accélérations ou décélérations des
particules.

Afin de caractériser cette ¢éventuelle propension des particules a s’orienter
spatialement, nous déduisons a partir de ces paramétres s’il existe :

- Des biais directionnels, c’est-a-dire si I’environnement incite la particule a se
diriger dans une direction de 1’espace en particulier.

- Des biais de vitesse, c’est-a-dire si 1’environnement incite la particule a se
déplacer plus rapidement dans une direction plutdt qu’une autre.

Deuxiémement nous voulons reconnaitre si la géométrie, au-dela d’un simple biais,
modifie le comportement de la particule dans son déplacement. Pour cela, nous
observons son déplacement de deux manieres différentes :

- Le déplacement total : la distance que parcourt la particule sur la totalité de son
trajet.

- Le déplacement linéaire total : la distance directe entre le point de départ de la
particule et son point d’arrivée, indépendamment de ses éventuelles déviations
ou repolarisations.

Puis nous comparons ces deux types de déplacement afin d’obtenir la persistance
de la particule : c’est-a-dire le rapport entre le déplacement linéaire total et le
déplacement total. Un rapport de 1 signifie que la particule évolue en ligne droite tandis
qu’un rapport qui tend vers 0 signifie que la particule aura fait beaucoup de détours, de
demi-tours, d’oscillations lors de son trajet.

Enfin, nous comparons les données récoltées sur les trajectoires en fonction des
caractéristiques géométries des motifs. Nous discutons de ces résultats dans le chapitre
dédié aux resultats.

113



Chapitre 3 : Méthodes, outils et techniques

3.4.3. Du point de vue de I’espace

Un objectif de cette recherche vise a caractériser des spatialités par rapports aux
mouvements observes en leurs seins. En réponse a ce besoin de la recherche, nous
avons donc élaboré un programme qui retranscrit les informations de trajectoire dans
I’espace. Ce programme fonctionne en produisant des cartographies.

En effet, une cartographie est un outil qui s’avére idéal pour analyser des
configurations spatiales. C’est une technique de représentation graphique efficiente qui
est en quelque sorte une projection spatiale de phénomenes physiques ou sensibles
relevés dans un environnement donné. Dans notre cas, ce sont les déplacements des
étres vivants qui sont analysés. Nous avons préalablement quantifié ces déplacements
(par la mesure des trajectoires) et nous les représentons sous forme graphique afin de les
appréhender et d’évaluer qualitativement les spatialités qui leur sont associées.

Le programme que nous utilisons a été mis au point par Iréne Wang® au sein du
laboratoire. Il récupére les informations de trajectoire (le suivi des trajectoires présenté
ci-dessus), et analyse 1’espace (c’est-a-dire une grille de coordonnées sur un plan XY)
en fonction de certaines propriétés de ces trajectoires. Concrétement, il s’agit de
découper I’image en unités spatiales puis, pour chacune de ces unités, d’extraire
certaines informations contenues dans les trajectoires qui la traversent.

Le programme produit alors une série de cartographies en fonction de nos choix
quant aux informations a représenter. Nous avons retenu quatre types de cartographies a
travers lesquelles nous pouvons repérer des phénomenes et caractériser les espaces en
retour.

1) La cartographie de /’accumulation des présences est obtenue en cumulant le
nombre total de spots localisés dans 1’unité spatiale tout au long de
I’expérimentation. Un Spot est une position d’une cellule ou d’un humain dans
une seule image (donc a un instant t).

- Cette cartographie permet d’identifier les zones qui sont les plus ou les
moins fréquentées.

2) La cartographie des passages uniques est obtenue également en cumulant un
nombre de spot par unité spatiale. Cependant, nous ne comptabilisons qu’un seul
spot par trajectoire unique (donc par cellule ou humain unique).

- Cette cartographie permet de repérer les zones qui accueille plus ou
moins d’étres-vivants uniques. De la sorte, cela nous renseigne sur la
probabilité qu’une zone donnée soit visitée par un grand nombre
d’individus ou non.

3) La cartographie des temps de résidences moyens est obtenue en mesurant, pour
chaque unité spatiale, le temps continu (c’est-a-dire le nombre d’images
successives) pendant lequel les cellules ou les humains sont restés dans cette
zone en moyenne.

*Irene Wang est ingénieure de recherche au Laboratoire Interdisciplinaire de Physique (UGA, CNRS).
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- Cette cartographie nous montre si les humains ou les cellules restent
longtemps dans une zone ou s’en échappent rapidement. Lorsque nous
comparons cette cartographie avec celle des accumulations des
présences, nous pouvons éventuellement distinguer si un espace
fortement traversé est di a un phénoméne de grande fréquentation
(beaucoup de passages, plutét rapides) ou a une occupation continue (peu
de passages, plut6t lents).

4) La cartographie des temps de résidence maximums est obtenue de la méme
maniére mais ne représente, pour chaque zone, que le temps de résidence de
1’€tre vivant étant resté le plus longtemps.

- Cette cartographie n’est pas statistiquement représentative, elle permet
toutefois de repérer des phénomeénes exceptionnels. Cela peut s’avérer
particulierement utile dans le cas de I’architecture pour repérer des
détournements usagers par exemple. En comparant les deux
cartographies de temps de résidence il est possible de distinguer des
situations singuliéres de situations récurrentes.

Ces cartographies sont des objets graphiques que nous pouvons ensuite interpréter.
Elles nous renseignent sur différents aspects des mouvements. Nous obtenons des
informations nouvelles, localisées, qui n’étaient pas accessibles avec la description des
trajectoires seule et grace auxquelles nous pouvons qualifier directement les espaces.

Ainsi, nous répondons a nos objectifs de repérer des récurrences, des invariants, des
seuils ou des divergences dans 1’organisation spontanée des étres vivants et de qualifier
certaines configurations spatiales dépendamment de ces comportements qu’elles
génerent, ou tout du moins qu’elles rendent possibles.
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4.1. Résultats méthodologiques pour la production
de microenvironnements

Nous avons décrit deux protocoles pour la fabrication de microenvironnements :
I’un requérant 1’usage de la photolithographie a 1’aide d’un masque et I’autre requérant
le dispositif PRIMO commercialisé par la société Alvéole. Nous avons également décrit
leurs avantages et inconvénients. Pour rappel, la photolithographie offre la possibilité de
réaliser en une fois un trés grand nombre et de tres grands motifs tandis que le dispositif
PRIMO permet le passage extrémement rapide de la conception a la réalisation mais sur
un nombre plus réduit de motifs, de plus petites dimensions également. Dans cette
partie, nous évaluons la qualité des microenvironnements que nous avons produits et
nous présentons leurs caractéristiques.

4.1.1. Evaluation des microenvironnements

L’évaluation de la réalisation de nos microenvironnements est faite a partir de trois
critéres : lorsque nous les observons au microscope, nous notons le rapport
signal/bruit sur différentes zones du motif, la netteté de la transition entre motif et
arriere-plan ainsi que I’homogénéité globale des motifs sur la lamelle.

Les trois critéres d’évaluation sont des indicateurs qualitatifs et relatifs. Ils sont
qualitatifs car nous ne quantifions pas la fluorescence du pattern avec exactitude, cela
représente un colt temporel et technique que nous jugeons excessif pour ce niveau
d’analyse. Nous estimons ces indicateurs par observation de 1’image de la fluorescence
du microenvironnement au microscope. Ils sont relatifs car les paramétres d’acquisition
du microscope sont identiques d’une expérimentation a 1’autre pour comparer les
microenvironnements entre eux et ainsi constater notre amélioration du protocole de
fabrication.

1) Le rapport signal/bruit est obtenu en relevant I’histogramme des valeurs des
pixels de I’image le long d’une ligne qui traverse le motif. Il s’agit du niveau de
contraste de I’image. Nous notons le signal comme étant la valeur moyenne des
pixels dans les zones fluorescentes revétues de protéines et nous notons le bruit
correspondant a la valeur moyenne des pixels dans les zones sans protéines.
Dans le cas d’un faible rapport signal/bruit, nous relevons si cela est dii a un
grand bruit de fond ou a une faible fluorescence des protéines. Nous imageons
une ou plusieurs zones de la lamelle avec un grossissement moyen (10x).

2) Sur la ou les méme(s) image(s), nous plagons la ligne de I’histogramme
perpendiculairement a la ligne de contour du motif afin de mesurer si la
transition entre le motif et I’arriére-plan est nette (bonne réalisation du
microenvironnement) ou au contraire si elle est graduée (mauvaise réalisation).

3) Nous imageons ensuite l’intégralit¢ de la lamelle avec un plus faible
grossissement (4x). Nous observons ensuite cette image pour relever
I’homogénéité globale des motifs, ¢’est-a-dire si le rapport de signal/bruit et la
netteté que nous avons observés sont représentatifs de I’ensemble de la lamelle
(bonne réalisation). Dans le cas inverse, nous notons la présence de films de

118



4.1. Résultats méthodologiques pour la production de microenvironnements

protéines, de rayures, d’hétérogénéités de fluorescence comme autant
d’¢léments témoignant de la mauvaise réalisation du microenvironnement.

4.1.2. Résolution atteinte

Grace a la maitrise de 1’ensemble des étapes du protocole de fabrication des
microenvironnements, nous atteignons un niveau de definition trés satisfaisant. Nous
pouvons en effet réaliser des microenvironnements dont certaines portions ont une
largeur de 5 pm, ce qui représente la moitié de la largeur du noyau d’une cellule
kératocyte. Cela satisfait I’ensemble de nos besoins expérimentaux.
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Figure 39. Réalisation de motifs précis

Certaines portions des motifs peuvent étre tres précises. Dans cet exemple, nous ajoutons
des éléments de textes en accompagnement a notre motif a des fins techniques. Cette
portion du motif contient des éléments faisant 5 um de large (diamétre du point, barre du
chiffre 1).

4.1.3. Netteté atteinte

Les deux optimisations que nous avons apportées au protocole de fabrication de
microenvironnements avec la photolithographie [p.81] et les deux optimisations
concernant le revétement des protéines [p.86] nous on permit d’améliorer la netteté des
motifs. Nous pouvons observer dans les deux exemples ci-dessous la différence entre un
motif de mauvaise facture et un motif net et homogéene. Dans le premier cas, nous
voyons apparaitre des traces dans le revétement des protéines [Figure 40b]. Egalement,
I’histogramme montre un faible rapport signal/bruit et des limites entre zones avec
motifs et zones de fond qui sont peu précises [Figure 40c]. Les cellules migrent sans
respecter la délimitation des motifs. Dans le second cas, au contraire, il n’y a aucun
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bruit de fond (I’histogramme reste plat sur sa valeur minimale) et la distinction entre les
zones de motifs et le fond est tres forte, avec un haut contraste [Figure 41].

£
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Figure 40. Mauvaise réalisation d’'un microenvironnement

a.) Fluorescence des protéines du motif sur la lamelle (objectif 4x, assemblage) : forte
hétérogénéité et nombreuses traces. b.) Détail du motif (objectif 10x) et position du
relevé de l'intensité de la fluorescence (fleche jaune). c.) Histogramme de la fluorescence
des protéines le long de la fleche jaune : signal faible et trés mauvais rapport signal/bruit,
netteté du motif quasi inexistante.
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Figure 41. Excellente réalisation d’un microenvironnement

a.) Fluorescence des protéines du motif sur la lamelle (objectif 4x, assemblage) :
homogénéité des motifs sur I'intégralité de la lamelle. b.) Détail du motif (objectif 10x) et
position du relevé de l'intensité de la fluorescence (fleche jaune). c.) Histogramme de la
fluorescence des protéines le long de la fleche jaune : excellent rapport signal/bruit,
motifs trés nets.

Un second exemple ici montre un microenvironnement contenant des portions de
motifs plus fins (20 um). Nous pouvons voir également que le rapport signal/bruit est
tres élevé et que les limites des motifs sont tres nettes [Figure 42].
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Figure 42. Histogramme et apergu de la fluorescence d’'un microenvironnement
Le motif de ce microenvironnement dispose d’un fort contraste signal/bruit, d’un fort
signal et d’une netteté franche entre les zones du motif et le fond.

4.1.4. Environnements centimétriques microstructurés

4.1.4.1. Reperes et dimensions techniques

Nous pouvons réaliser des microenvironnements dont le rapport signal/bruit, la
netteté du motif et ’homogénéité sont constants a 1’échelle d’une lamelle entiere.
Au sein de notre équipe de recherche, nous utilisons dans la majorité de nos
expérimentations des lamelles dont le diametre est de 32 millimetres. L’ensemble de
nos outils pour la culture cellulaire et [’observation des cellules est réglé ou
dimensionné en conséquence.

Nous avons la possibilité de fabriquer des microenvironnements sur la surface totale
d’une lamelle de 32 mm de diamétre, ce qui correspond a 804 mm?, soit 804 millions de
um?. Or, nous savons que la surface moyenne d’adhésion d’une cellule keratocyte seule
est de ’ordre de 550 pum? [71]. Une lamelle représente donc la surface de pres d’1.5
millions de cellules kératocytes. La [Figure 43] permet de se représenter visuellement
I’écart de mesure important que nous mentionnons.

QO Lamelle de verre : ¢ = 32 mm ; A = 804 mm?
< Distance de 2cm soit 20 000 pm.
- Surface équivalente a 1000 cellules kératocytes (0.55 mm?)

Figure 43. Ordres de grandeur au sujet de la fabrication des microenvironnements
La surface d’une lamelle de 32 millimétres de diametre équivaut a la surface d’adhésion
d’1.5 millions de cellules kératocytes.

Lorsque nous souhaitons étudier le comportement de cellules dans des espaces
confinés dont les dimensions sont proches de celles d’une cellule unique ou d’un petit
groupe de cellule (prenons I’exemple d’un groupe déja conséquent d’un millier de
cellules), il n’est a priori pas nécessaire de produire des microenvironnements dont la
surface dépasse plusieurs millimetres carrés. De ce fait, 1’homogénéité des
microenvironnements sur I’ensemble de la lamelle n’est pas une nécessité. En effet, si
nous prenons arbitrairement 1’exemple d’une lamelle présentant un motif de 600x600
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um dupliqué en 2000 exemplaires, si plusieurs centaines d’entre eux seulement sont
viables, I’expérimentation peut étre menée a bien sans difficulte.

Or, par analogie entre cellules et humains, nous avons envisagé pour le présent
travail exploratoire de fabriquer a «grande échelle microscopique » des motifs
architecturaux allant jusqu’aux plans urbains. L’amélioration du protocole de
fabrication de microenvironnements pour obtenir une meilleure homogénéite sur ce type
de motif en est une condition.

Les améliorations du protocole utilisant la photolithographie décrites dans le
chapitre précédent ont rendu possible cette fabrication a grande échelle. La [Figure 44]
montre des exemples de microenvironnements réalisés a 1’échelle centimétrique, de
bonne facture d’apres nos trois criteres précédemment évoques.

Figure 44. Réalisation de grands microenvironnements
Images obtenues par fluorescence des protéines de fibronectine du motif (prises de vue
avec un objectif 4x, assemblage de plusieurs images) a.) Lamelle entiére, nous voyons que
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le revétement de protéine est homogéne sur 'intégralité de la lamelle. (Le motif carré
répété ici est de 9000 x 9000 um). Barre d’échelle : 4000 um. b.) Zoom sur ce motif, nous
voyons qu’il reste tres net dans ses plus petites composantes (20 um de largeur ici). Barres
d’échelle : 600 um. c.) Six autres exemples de motifs pour lesquels le revétement de
protéine est homogéne et net sur l'intégralité des lamelles (motifs de 8x32, 28x28 et 9x9
mm). Barres d’échelle : 4000 um.

4.2. Résultats méthodologiques pour la culture et
I’observation des cellules

4.2.1. Résultats du protocole A (EGTA+Trypsine)

Nombre de cellules et nombre d’écailles

Dépendamment du ou des motifs observés, il peut étre important de contrdler la
quantité de cellule que nous plagons sur la lamelle. Or, lorsqu’elle est répartie sur la
surface entiere d’une lamelle, la population de cellules d’une seule écaille peut
rapidement se révéler insuffisante : elle peut par exemple ne pas recouvrir I’ensemble
du motif étudié. En conséquence, cela peut engendrer des difficultés pour 1’observation
en nous forgcant a multiplier les champs de vue ou les expérimentations pour peu de
données extraites en fin de compte. Pour pallier a ce probleme, nous avons adapté le
protocole initial afin de pouvoir utiliser plusieurs écailles en simultané et ainsi doubler,
tripler, voire davantage la densité finale des cellules sur nos motifs étudiés.

Dans le cas de I’utilisation de plusieurs écailles, une contrainte technique est a
prendre en considération. Lorsque nous retirons une écaille, nous la plagons dans une
boite de Pétri afin que les cellules adhérent sur le fond de cette boite et migrent hors de
I’écaille. Il faut que 1’écaille soit plaquée sur le fond afin que cela fonctionne (dans le
cas inverse, le tissu reste sur I’écaille). C’est pourquoi nous utilisons une lamelle de 22
mm de diamétre pour appuyer sur 1’écaille et ajoutons 70 puL de milieu de culture entre
la lamelle et la boite pour plaquer encore plus 1’écaille grace aux forces capillaires. Cela
permet de sustenter les cellules également. Au vu des forces en jeu, il est impossible
d’ajouter une seconde écaille dans ce dispositif. Le tissu ne migre que trés peu ou pas
lorsque plusieurs écailles sont disposées dans une méme boite de pétri. Il y a deux
raisons a cela: la quantité de milieu est insuffisante pour assurer la bonne santé des
cellules sur seize heures de migration et les forces capillaires plaquant les écailles au
fond de la boite sont insuffisantes. Il est donc préférable de disposer d’une boite de Pétri
par écaille [voir p.95].

Nous avons mesuré la densité de population finale sur six expérimentations pour
chacune desquelles nous avons utilisé la population de trois écailles. Nous avons ainsi
obtenu entre 33 et 87 cellules par millimétre carré de motif. Il y a une trés forte
variabilité pour laquelle nous identifions plusieurs facteurs : la variation en taille des
écailles et donc de la population initiale de cellules kératocytes par écaille, la variation
de la proportion des motifs sur la surface entiere de la lamelle.
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a. Surface totale N Cellules Population
Expérimentation de l'image Sur.face d‘: (moyenne sur finale
(mm?) motif {mav) 10 images)  (cellules/mm?)
Exp. 1 40,87 9,76 854,40 87,5
Exp. 2 41,18 9,84 591,70 60,1
Exp. 3 48,85 28,54 961,20 33,7
Exp. 4 74,86 50,69 1763,50 34,8
Exp. 5 41,00 9,79 677,00 69,1
Exp. 6 42,07 6,39 425,90 66,7

B cellules
identifiées
par le tracking

I motifs
(fluorescence
des protéines)

M brosse de
polymeére
inaccessible aux
cellules.

Figure 45. Nombre de cellules obtenues avec le protocole A

a.) Mesure de la surface du motif et du nombre moyen (sur dix images) de cellules
identifiées lors du tracking. Utilisation de trois écailles pour chaque expérimentation. Il y a
entre 33 et 87 cellules par millimetre carré de motif. b.) Apercu visuel du nombre de
cellules (marquées d’un cercle bleu) sur I'un de nos motifs étudiés.

En particulier, le suivi de ce protocole en utilisant la population de trois écailles
nous permet d’obtenir une population répartie de maniére homogéne d’une
moyenne de 700 cellules pour notre motif d’un quartier urbain [p.144]. Peu de cellule
sont regroupées en amas, la migration de chacune se fait individuellement, comme
esperé lors de la construction analogique de notre étude.

4.2.2. Résultats du protocole B (EGTA)

Une population de cellule localement dense

L’objectif principal de cette méthode est de déposer une grande quantité de cellule
sur un motif donné. En I’appliquant, nous pouvons obtenir localement une densité de
population de plusieurs milliers de cellules par millimetre carré. Nous avons mesuré
qu’a une distance de 1’ordre du millimetre de 1’écaille, aprés une migration d’une durée
de 17 heures, nous obtenons une population d’environ 5000 cellules par millimétre
carre.
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zone 1l (b.):
5000 cellules
1 mm?

zone3:
0 cellules
1 mm?
zone 2 (c.): '

2900 cellules
1 mm?

Dépose de I'écaille : t = 0.
Application du milieu de séparation : t =17 h.
Mesure de la densité de cellule : t = 19h.

Figure 46. Nombre de cellules obtenues avec le protocole B

Exemple des densités de population obtenues dans un motif avec plusieurs spatialités
connectées apres application du protocole B. a.) Schéma de la migration et des densités
de cellule. La fleche jaune indique la migration du tissu depuis I’écaille vers les différentes
zones du motif. Barre d’échelle: 200 um. b.) Image de la fluorescence des noyaux
(Hoechst 33342®) dans la zone 1 et c.) dans la zone 2. Barres d’échelle : 50 um.

Nous avons mené a bien plusieurs expérimentations en appliquant ce protocole,
I’observation de la migration d’un groupe dense de cellule dans une géométrie donnée
est reproductible. Malgré cela, la mesure que nous présentons n’est obtenue qu’a partir
d’une seule expérimentation. Or, bien évidemment, la densité exacte de la population de
cellule est trés variable et dépend des quatre paramétres suivants :

- de la variabilité biologique des dimensions du tissu et de 1’écaille,

- de la vitesse de migration du tissu,

- de la distance entre ’écaille et le motif étudié,

- de la spatialité de ce dernier (géométries des contours et surfaces des
zones adhésives).

Une perspective d’amélioration a ce travail serait donc de réaliser une mesure plus
précise, voire une modélisation du comportement de migration du tissu depuis 1’écaille.
Pour ce faire, voici quelques suggestions :

- Mesurer la variabilité biologique des dimensions des tissus en les faisant
migrer sur des lamelles entiérement recouvertes de protéines, sans motifs
limitant.

- Mesurer la vitesse de migration du tissu en sortie d’écaille, a différentes
distances de celle-ci.

De surcroit, le positionnement de 1’écaille avec précision sur la zone souhaitée
constitue une contrainte expérimentale majeure : il faut placer un objet de quelques
millimetres a I’ceil nu puis contrer les forces capillaires et liquides en jeu lors de 1’ajout
d’une lamelle sur le dessus de 1’échantillon. Cette contrainte expérimentale implique un
fort taux d’expérimentation sans succes : les cellules ne quittent parfois pas ’écaille, se
concentrent dans des zones non désirées des motifs ou recouvrent des zones de la brosse
de polymere, en dehors de tout motif.

125



Chapitre 4 : Résultats méthodologiques et expérimentaux

Pour pallier & ces contraintes, nous conseillons alors de multiplier le nombre
d’expérimentations, c’est-a-dire de préparer plusieurs échantillons simultanément, avec
les mémes motifs géométriques a étudier.

L’entrée des cellules dans un motif

Le second objectif de cette méthode est de pouvoir se rapprocher d’une analogie
architecturale en créant, comme pour les humains, une entrée-sortie dans un
microenvironnement. Nous avons réussi a placer le tissu de kératocytes sur une partie
du motif, puis a déetacher les cellules les unes des autres et ensuite, a observer leur
migration vers une autre partie du motif. Nous pouvons de ce fait contrdler I’entrée
des cellules dans un microenvironnement.

Figure 47. Entrée des cellules dans un microenvironnement apreés la dépose directe
d’une écaille sur ce dernier

Les cellules sont imagées au champ clair (niveaux de gris). Le noyau des cellules est imagé
avec la fluorescence du HOECHST 33342 (jaune). Le motif est imagé par fluorescence du
revétement de protéines (contour blanc par seuillage). Le temps s’écoule de gauche a
droite, intervalle entre deux images : 4 min. Barre d’échelle : 50 um.

Le phénomeéne de pont.

Nous identifions un phénomeéne problématique pour nos analyses dans la migration
du tissu : il s’agit d’un phénoméne de « pont ». En effet, lorsque le tissu quitte 1’écaille,
il est cohésif et peut couvrir partiellement des zones en dehors du motif [Figure 48]. Ce
n’est a priori pas une contrainte immédiate car cela n’empéche pas la migration générale
et nous n’observons les cellules que dans un second temps, aprés les avoir
individualisées.

Malheureusement, nous avons régulierement identifié des cellules qui, apres
individualisation, migrent en dehors des motifs, dans ces zones-ci. En déduction de ces
observations, il nous apparait probable qu’a 1’état de tissu, certaines cellules modifient
la nature du substrat dans ces zones, les rendant accessibles par la suite aux cellules
individualisées. Ce phénoméne semble étre plus fréquent lorsque le motif étudié est trop
proche de 1’écaille, de I’ordre du millimetre-et-demi.
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Figure 48. Positionnement de I’écaille sur le microenvironnement

Images au champ clair de I'écaille et du tissu de cellules kératocytes apres 16h de
migration et avant l'individualisation des cellules. En niveaux de gris : marquages de la
lamelle, écailles et tissus de kératocytes. En jaune: superposition a l'image de la
fluorescence du motif. Nous voyons apparaitre des ponts de migration (zones contournées
en blanc). La zone rouge est considérée comme inexploitable pour le suivi des cellules
(migration des cellules individualisées en dehors des motifs, au niveau des ponts). La zone
verte a I'inverse est exploitable pour le suivi des cellules aprés individualisation de celles-
ci. a.) Exemple de mauvais positionnement de I’écaille. La migration respecte globalement
le motif, mais le tissu établit de nombreux ponts. b.) Exemple de bon positionnement de
I’écaille. Le tissu établit encore quelques ponts sur les franges du motif mais se régule par
la suite. Barres d’échelle : 500 um.

Pour éviter les problémes que pose cette migration des cellules en dehors des motifs,
il est préférable d’observer une zone éloignée de la position initiale de I’écaille ou de

prévoir des pistes dans la geométrie des motifs afin de mieux accompagner la migration
du tissu hors de ’écaille.

L’observation plus éloignée permet d’ignorer les ponts qui se forment a proximité de
1’écaille. Pour ce faire, il apparait utile d’implémenter une nouvelle étape au protocole :
il faut prendre une image fluorescente des motifs et une image au champ clair du tissu a
la fin de sa migration hors de 1’écaille, avant de retirer cette dernicre et d’individualiser
les cellules. De la sorte, nous pouvons identifier les zones de ponts et les considérer
non-observables.

Création de pistes dans le motif

Autrement, il est plus pertinent de créer des pistes dans les motifs pour prévoir la
migration du tissu. II s’agit de connecter la géométrie du motif que 1’on souhaite étudier
a une aire de quelques millimetres.
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Figure 49. Motifs avec piste pour assurer la migration directe du tissu depuis I’écaille
Il faut placer le bout de I’écaille sur ces pistes pour diriger le début de la migration vers les
motifs souhaités. Barres d’échelle : 2000 um.

Lorsque le bord de 1’écaille est placé sur une piste telle que décrite ci-dessus, le tissu
migre en premier lieu sur cette piste, puis s’étend vers le motif que 1’on souhaite étudier.
Par la suite, aprés le retrait de I’écaille et le détachement des cellules, celles-ci évoluent
dans le motif en restant contrainte par sa géométrie.

4.2.3. Résultats du marquage des cellules

Le marquage fluorescent des noyaux de nos cellules kératocytes avec le
fluorochrome Hoechst® 33342 est efficace et permet d’obtenir des images adaptées a
nos observations. Les noyaux des cellules sont nets, ils contrastent fortement avec
I’arriére-plan de I’image et sont en conséquence tres facilement identifiables [Figure
50].

L’identification des noyaux a I’image reste aisée méme lorsque nous choisissons
volontairement de modifier fortement certains parametres d’acquisition impactant la
qualité d’image : réduction du temps d’exposition aux UV afin d’éviter la phototoxicité
et binning de I’image afin de réduire la dimension des fichiers informatiques et
augmenter les vitesses d’acquisition et d’écriture. Le marquage Hoechst® s’adapte
parfaitement a ces autres contraintes experimentales.

Le niveau de définition est également suffisant dans les situations ou les cellules
sont trés proches les unes des autres et s’entrecroisent dans leurs trajectoires, cela
n’empéche nullement leur identification. Dans certains cas seulement, le groupement
des cellules sous forme d’amas peut perturber I’analyse car il devient difficile de les
identifier individuellement et de reconnaitre leurs déplacements respectifs. Cependant,
ces observations dépendent de facteurs expérimentaux liés a la culture des cellules en
amont et nous n’analysons pas ces expérimentations.

Dans le temps, lorsque les cellules meurent aprés plusieurs heures d’acquisition
(entre quatre heures pour les plus prématurées et une dizaine d’heures en général), il y a
une augmentation globale du signal de fluorescence qui peut empécher la continuité de
I’expérience car le contraste n’est plus suffisant pour identifier correctement les
cellules. L’acquisition devient inutile.

La mort des cellules est observable, grace a la fluorescence du Hoechst®, en fonction
de deux parametres : ces dernieres finissent par s’immobiliser et leur noyau éclate. Il est
donc possible de le détecter lors de 1’analyse des trajectoires en surveillant & intervalle
de temps régulier la vitesse moyenne des cellules ou leur nombre total.
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En conclusion, le marquage des noyaux des cellules kératocytes avec le

fluorochrome Hoechst® 33342 est parfaitement adapté a I’ensemble de notre protocole

d’analyse de la trajectoire de ces cellules dans des microenvironnements a la géométrie
contrdlee.
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Figure 50. Marquage fluorescent des cellules

a.) et b.) Repérage de plusieurs centaines de cellules sur un échantillon (cercles jaunes
superposés) grace a la fluorescence du Hoechst® 33342 (petits points jaunes au centre des
cercles). Barres d’échelle: 1000 um (a.) et 300 um (b.). c.) Profil d’intensité de la

fluorescence du Hoechst® 33342 le long de la ligne pointillée représentée sur I'image a
droite. Barre d’échelle : 50 um.

4.3. Résultats methodologiques pour I’observation
des humains

4.3.1. Structures obtenues pour la fabrication des
environnements a échelle humaine

A Tl’inverse de la méthode employée pour la production en grand nombre ou en
séries de variations des microenvironnements pour cellules, nous ne pouvons a échelle

humaine construire qu’un petit nombre d’environnements. Nos environnements se sont
révelés légerement adaptables, potentiellement réutilisables mais peu transformables.
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Ce sont des environnements légerement adaptables car ’utilisation des matériaux
légers que sont les panneaux et les tasseaux de bois nous permet de déplacer les
structures et donc de légérement modifier les configurations spatiales. Pour autant, les
structures restent stables et conservent I’aspect lisse et uniforme initialement souhaité.

Ce sont des environnements potentiellement réutilisables car ces matériaux sont
facilement travaillés. Il est possible de réutiliser tout ou partie des pieces de bois dans
de nouvelles installations, moyennant leur désassemblage, de nouvelles découpes et de
nouveau assemblages. Cependant, ces modifications représentent un tres grand colt en
temps. Il est malheureusement difficile de privilégier ce processus dans la recherche.

Ce sont des environnements peu transformables pour les mémes raisons, car la
modification d’une partie ou d’un paramétre géométrique seul, sans les autres, reste
coliteuse en temps. Il sera préférable d’anticiper I’intégralité des modifications et des
géomeétries a étudier en amont de toute construction.

En conclusion, nos environnements, comme premiers prototypes a notre
méthodologie de recherche sont satisfaisants en tant que démonstrateurs. Cependant, il
serait préférable pour la conduite future de recherches similaires de développer les
étapes de conception, en optimisant certaines pieces d’articulation des structures
notamment afin de les rendre modulaires ou en préférant 'utilisation plus générale
d’outils de prototypage rapide par exemple.

4.3.2. Adaptabilité du systeme d’acquisition d’image

Le systéme d’acquisition d’image que nous avons développé a été adapté dans deux
contextes différents au cours du développement de cette thése : au sein de la plateforme
L.E.I1.C.A. dans laquelle ont été développées et menées les différentes expérimentations
présentées dans ce document ainsi que dans un espace d’exposition, dans lequel nous
avons évalué¢ 1’adaptabilité de notre systéeme mais n’avons pas extrait d’analyse des
trajectoires. A partir de ces deux situations trés différentes, nous retenons que ce
systeme est aisément adaptable a divers dispositifs expérimentaux malgré des
dimensions observables variables et un cadre architectural et structurel différent.

Au sein de la plateforme L.E.I.C.A., le dispositif a démontré son efficacitée. Le
mouvement des participants est aisément observable et le suivi des trajectoires est
efficient (voir p.111 et p.135).

Dans I’espace d’exposition dans lequel nous avons mis a 1’épreuve notre systéme
d’acquisition d’image, le résultat est plus mitigé. Nous avons pu confirmer I’adaptabilité
du dispositif en ce qui concerne sa mise en place, c’est-a-dire le placement des caméras,
leur raccordement a 1’ordinateur et I’adaptation du script a une configuration spatiale et
une temporalité expérimentale nouvelles. En cela, nous soulignons la simplicité du
dispositif, sa facilit¢ de mise en ceuvre et donc son adaptabilité a divers besoins
expérimentaux.

Cependant, le résultat de I’analyse d’image qui s’ensuit n’est pas aussi performant.
Le suivi des trajectoires est rendu extrémement difficile pour deux raisons que nous
identifions : premiérement, nous n’avons pas équipé les visiteurs de 1’exposition d’un
dispositif de suivi (afin de répondre a une nouvelle contrainte expérimentale) et
130



4.3. Résultats méthodologiques pour I'observation des humains

deuxiémement, la reconnaissance des visiteurs en tant qu’objet dans I’image est
dépendant des conditions d’éclairage et d’agencement des matériaux, de leurs couleurs
et de leurs textures. Ainsi, pour mener a bien 1’expérimentation, ces critéres doivent étre
pensés en amont.

En conclusion, le systéme d’acquisition d’image composé des caméras, de
I’ordinateur qui les relie et du programme informatique d’enregistrement des images est
adaptable, facile a installer et se révele parfaitement utilisable dans différentes
conditions architecturales. [l nécessite néanmoins une adaptation minimale des
configurations spatiales, lumineuses et visuelles pour étre utilisé dans les meilleurs
conditions expérimentales possibles et garantir un suivi des trajectoires de qualité.

Figure 51. Adaptation de notre systéme d’acquisition dans un espace d’exposition
L'installation des trois caméras, de I'ordinateur et du programme informatique dans un
contexte architectural hors laboratoire est possible et aisée. Cependant, la reconnaissance
automatique de la position des personnes nécessiterait d’adapter la configuration
lumineuse ou d’équiper les participants de dispositifs de suivi. Les cercles jaunes ont été
ajoutés manuellement.

4.3.2. Précision obtenue lors du suivi des trajectoires
humaines

Pour la mise en place de nos expérimentations, nous avons fait le choix d’observer
les déplacements des participants en les équipant des dispositifs présentés
précédemment. En conséquence, 1’0bjet exact nous permettant de capter les
déplacements du participant est placé sur sa téte.

De ce fait, nous rencontrons une difficulté car il peut y avoir des imprécisions dans
nos suivis de trajectoire. En effet, chez I’humain, 1’articulation entre la téte et le buste
est trés mobile lors de nos déplacements, en particulier, afin d’observer, de percevoir et
comprendre I’environnement qui nous entoure. Nous avons observé que cette
articulation est d’autant plus marquée lorsqu’un individu se réoriente fortement (lors
d’un demi-tour par exemple). Nous constatons que nos observations perdent en
précision et en qualité dans ces situations.

Nous avons malgré tout fait le choix de faire abstraction de cette difficulté dans
notre construction expérimentale et de maintenir ce dispositif. Nous 1’estimons valable
et nous considérons la précision qu’il apporte suffisante dans la majorité des
expérimentations que nous avons meneées. Cela est particulierement dd au fait que le
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déplacement des participants que nous avons observé est majoritairement fait en ligne
droite, avec seulement quelques réorientations légéres du corps.

Toutefois, une perspective d’amélioration serait d’opérer un suivi plus précis du
corps humain en déplacement. Par exemple, il semblerait pertinent d’équiper les
participants d’un dispositif permettant de repérer la position de leurs épaules ou bien de
cumuler les deux informations : épaules et téte. Pour plus de précision, il serait avisé
également de mener quelques recherches expéerimentales ou bibliographiques afin de
développer une meilleure connaissance de la gestuelle complexe du déplacement
humain.

Figure 52. Suivi de la trajectoire d’un participant lors d’'un mouvement de téte ample
Exemple d’une différence de mouvement importante entre le déplacement d’un pied et
de la téte d’un participant dans une installation. Analyse de la séquence de mouvement :
I'image rouge est enregistrée a t = 0, I'image bleue est enregistrée a t = 3 sec, les fleches
représentent le mouvement du pied droit (fleche blanche) et de la téte (fleche jaune),
leurs positions respectives sont relevées pour chaque image enregistrée par le systeme
d’acquisition, avec une fréquence de 2 images par seconde.

4.4, Résultats experimentaux

La suite de ce chapitre est dédiée a la présentation de nos mesures expérimentales.
Celles-ci sont regroupées en trois catégories, correspondantes aux trois échelles
explorées :

Premiérement, nous avons mené une expérimentation avec les deux étres vivants, a
I’échelle du corps en mouvement. Il s’agit d’un cadrage volontairement proche de 1’étre
vivant en question. La spatialité étudiée est celle du couloir a géométrie de type ratchet.
Pour les humains comme pour les cellules, nous mesurons certains biais dans la
direction ou la vitesse des déplacements.

Deuxiémement, nous avons mené plusieurs expérimentations et comparaisons entre
des situations humaines et cellulaires a une échelle un peu plus grande, celle du groupe.
Les spatialités étudiées sont celles de couloirs avec différentes géométries d’intersection
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et différents resserrements spatiaux. Pour les deux étres-vivants étudiés, nous constatons
des phénomenes similaires de blocages des déplacements.

Troisiemement, nous avons profit¢é de nos capacités de production de
microenvironnement de grande dimension pour modéliser I’équivalent cellulaire de ce
qu’est un quartier a 1’échelle d’'un humain. Cela nous porte sur une construction
analogique a cette échelle plus vaste et nous améne a comparer le déplacement des
cellules aux trajets de véhicules. Nous notons que le dimensionnement des différentes
rues et intersections a un impact sur la vitesse des cellules.

4.4.1. Biais mesureés dans les déplacements cellulaires et
humains a I’¢chelle du corps

Un objectif majeur de ce travail de thése consiste en la mise en place et en
I’évaluation de la pertinence d’un protocole de recherche analogue a I’observation des
mouvements humains et cellulaires en rapport a leurs environnements respectifs. Par
conséquent, au fur et a mesure de son développement, nous avons déroulé I’entiereté de
ce protocole parallélement dans chacune des deux disciplines.

Plus spécifiqguement, dans le cas de la mécanobiologie, nous nous sommes attachés a
la reproduction d’une expérience. En effet, il a ét¢ démontré un phénomene de
ratchetaxie sur des cellules murines de mélanome (B16F1), des cellules murines
fibroblastes (Rat2) ou des cellules humaines d’adénocarcinome (MDA-MB-231) [60] et
nous avons souhaité observer 1’existence ou non de ce phénomene pour la migration des
cellules kératocytes. Parallélement, dans le cas de 1’architecture, nous avons entiérement
conduit une étude inspirée de ce phénomene de ratchetaxie, en suivant des protocoles
proches de ceux de la mécanobiologie. Nous avons souhaité mesurer si des biais dans la
direction ou la vitesse de déplacement d’une personne pouvaient étre relevés au sein
d’une installation architecturale aux géométries de type ratchet.

Nous avons décrit dans le chapitre contextuel ce phénomene de ratchetaxie puis
nous avons exposé¢ les techniques de construction et d’imagerie employées pour
chacune des expériences, a I’échelle cellulaire et a 1’échelle architecturale. Nous
présentons ici leurs résultats réciproques, c’est-a-dire 1’analyse de la trajectoire des
cellules en premier lieu puis 1’analyse de la trajectoire des humains.

4.4.1.1. Chez les cellules kératocytes

Concretement, les cellules kératocytes sont placées dans les géométries ratchets que
nous avons présentées précédemment. Il y a six variations géométriques dont deux
parametres de largeur et trois paramétres de symétrie du pli. La position de la cellule au
moment du départ de 1’observation n’est pas controlée. Nous notons la somme de ses
déplacements et des vitesses liées a ces déplacements, dans 1’'une ou D’autre des
directions de la géometrie.

Nous observons alors un biais. Il y a 58% des cellules qui migrent dans la direction
du ratchet dans le cas du ratchet asymétrique a la plus grande largeur et 56% dans le cas
du ratchet asymétrique plus fin. Dans les autres cas, nous ne mesurons pas de biais

133



Chapitre 4 : Résultats méthodologiques et expérimentaux

directionnel. Cela suggere qu’il existe un seuil géométrique en dessous duquel
I’asymétrie n’est pas percue par les cellules [Figure 53]. Notre mesure se rapproche de
celles réalisées par Goher Mahmud et ses collegues [60]. Dans des conditions
expérimentales similaires, ils enregistrent un biais de 56.1% pour les cellules B16F1, de
57.3% pour les cellules MDA-MB-231 et de 68.0% pour les cellules Rat2.

Largeur 15 30 15 30 15 30
du motif um pm um gm um um

Beplacements [143 % 8 % 49 % o 56 % f| 58%

vers le bas ¥

V¥ par +11% | 73% | 94% | -72% | -22% J+199%

rapporta VA4 temps (min)

Figure 53. Biais mesurés dans les déplacements cellulaires a I'intérieur de géométries
ratchets

a.) Tableau de mesure des biais. Les déplacements vers le bas sont indiqués en
pourcentage du nombre total de déplacement. Nous notons la différence entre les
vitesses moyennes vers le bas et les vitesses moyennes vers le haut par rapport a ces
derniéres. b.) Graphique représentant la position au cours du temps de 29 cellules
kératocytes dans la géométrie ratchet large et asymétrique (motif encadré).

Lorsqu’ils étudient ce phénomene sur les cellules B16F1, Goher Mahmud et ses
collegues décrivent la séquence de mouvements d’une cellule migrant d’un module
triangulaire du ratchet a 1’autre dans le sens du biais : d’abord, la cellule se conforme a
la géométrie du premier module. Ensuite, elle forme une large protrusion de son
lamellipode dans le second module (en franchissant la partie resserrée comme a travers
un entonnoir, puis en s’ancrant dans les angles du second module). Enfin, elle se
propulse entierement dans le second module en rétractant son arriére. Pour plus de
précision, ils décrivent également la configuration mécanique des filaments d’actine
qui, lors de la protrusion, forment des faisceaux continus connectant les deux modules
ratchets (ce qui favorise la formation du lamellipode dans la direction du ratchet). Ils
ont aussi observé le redressement et 1’alignements d’éléments contractiles (a-actinin, un
agent de réticulation de I’actine) qui dirigent les forces intracellulaires dans la direction
du biais. lls notent enfin que les différents types cellulaires suivent globalement la
méme sequence de mouvement mais avec de légeres différences : les cellules Rat2
s’allongent beaucoup plus par exemple.
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Ce que nous retenons, c’est que la géométric ratchet crée des conditions
asymeétriques qui modifient la structure de la cellule. C’est cela qui engendre le biais de
migration. Nous n’avons pas mené notre observation a cette échelle de précision. Nous
constatons bel et bien un biais directionnel similaire chez les cellules kératocytes. En
outre, nous observons également un biais dans la vitesse de migration, ces mémes
cellules étant également plus rapides lorsque migrant dans le sens du ratchet. En
facilitant la production du lamellipode dans une direction et I’ancrage de la cellule dans
le module ratchet suivant, la géomeétrie ratchet accélére la migration de la cellule.

4.4.1.2. Chez les humains

Les environnements aux géométries ratchets sont construits pour les humains
comme des couloirs d’une longueur de 4 metres dont les parois sont pliées. Ces
environnements créent une enveloppe spatiale dans laquelle sont contenus nos
déplacements. Nous avons opté pour la construction de deux paires de parois : motifs
ratchets symétriques et motifs ratchets asymétriques. Nous avons ensuite modifieé
aisement les parametres de largeur grace a 1’éloignement des parois 1’une de 1’autre.

Figure 54. Construction de six couloirs aux géométries ratchets a échelle humaine
Les variations de ces géométries sont faites a partir de deux parameétres: il y a trois
largeurs différentes et deux modeéles de pli, symétriques ou non.

Concrétement, nous avons organisé 1’étude avec les participants sous forme de deux
expérimentations, correspondant a deux consignes différentes :

- Consigne n°1 : ils sont invités a traverser les installations architecturales
dans un sens puis dans I'autre a partir d’un signal de départ et sans
contrainte temporelle spécifiée.

- Consigne n°2: ils sont invités a se rendre dans [’installation
architecturale, a I’emplacement de leur choix. A leur signal, 1’acquisition
d’image est lancée et ils disposent d’une minute pour se mouvoir ou non,
librement, dans 1’installation.

Dans les deux cas, la taille des participants est relevée, ceux-ci portent le dispositif
de suivi des trajectoires et sont informés de la captation vidéo mais le contenu de 1’étude
ne leur est pas transmis afin de ne pas orienter leur comportement.
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En suivant la consigne n°1, nous n’observons aucun biais directionnel en ce qui
concerne la distance du déplacement des participants. Ce dernier correspond
simplement a la traversée enticre de [’installation architecturale. La variation
géométrique n’influence pas la direction du déplacement des participants. Cela est, par
consequent, en adéquation avec la consigne donnée.

En ce qui concerne la vitesse du déplacement, cela est différent. Nous n’observons
pas de biais significatif qui dépende de la direction: pour chaque installation, les
vitesses dans un sens comme dans 1’autre sont trés proches. Cependant, nous observons
un biais de vitesse en fonction de la largeur entre les deux parois et ce biais est plus
marqué dans les installations aux plis asymétriques [Figure 55].

Nous remarquons donc que le largueur de ces espaces, formés de parois aux
géomeétries ratchets situées proches du corps, peut influencer la vitesse de déplacement
de ce dernier.
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Figure 55. Comparaison des vitesses mesurées lors de la traversée d’installations
architecturales composées de parois aux géométries ratchet

En comparant les deux expérimentations en fonction de leurs consignes, nous
mesurons un écart significatif des vitesses moyennes. Avec la consigne n°2, lorsqu’il
faut choisir un emplacement puis évoluer librement dans 1’installation, la vitesse des
participants est plus réduite. De ce fait, nous interprétons que le mode de déplacement
des participants est différent d’un cas a 1’autre. Nous pourrions préciser la nature de ce
phénomeéne et les raisons sous-jacentes a son émergence en corrélant nos mesures a une
¢tude sensible et sociologique plus approfondie. L.’observation menée nous permet d’or-
et-déja de démontrer notre capacité technique a mesurer ce phénomene.
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Figure 56. Comparaison des vitesses mesurées lors de la traversée d’installations
architecturales ratchets en fonction de la consigne expérimentale donnée

a.) Histogrammes des vitesses positives, négatives et moyennes mesurées lors de la
traversée d’installations architecturales composées de parois aux géométries ratchets.
Comparaison entre un aller-retour dans l'installation (consigne n°1) et une déambulation
libre (consigne n°2). b.) et c.) Extraits de déplacements au sein d’'une géométrie ratchet
asymétrique. Nous voyons un participant traverser linéairement l'installation de droite a
gauche puis de gauche a droite en suivant la consigne n°1 (b.) tandis qu’un autre
participant se réoriente a plusieurs reprises au centre de linstallation en suivant la
consigne n°2 (c.). Le temps s’écoule de haut en bas. Intervalle entre deux images: 2
secondes. Barres d’échelle : 1 m.

4.4.1.3. Comparaison analogique, consigne et sociologie

Lorsque nous comparons nos analyses des trajectoires des cellules et des humains
dans les géométries de type ratchet, nous remarquons que les biais observés ne sont
absolument pas similaires. Plus précisément, lorsque nous faisons varier le parameétre de
symétrie des motifs, nous ne mesurons aucun biais chez les humains, tandis que nous en
mesurons un chez les cellules [Figure 53] et a I’inverse, nous n’avons pas relevé de
différence significative du c6té des cellules en comparant deux largeurs de motif tandis
que la modification de ce paramétre impacte la vitesse des déplacements humains
[Figure 55]. Nous remarquons ici que I’analogie méthodologique est utile pour
I’observation des phénoménes mais qu’une analogie plus directe ne I’est pas car le
comportement des étres vivants concernés n’est pas similaire.

Sur le plan architectural, nous pouvons discuter d’une limite potentielle a notre
configuration expérimentale : il s’agit de I’effet que 1’énoncé d’une consigne aux
participants peut avoir sur leurs déplacements. Il s’agit d’une limite méthodologique car
il nous semble assurément complexe de comprendre avec exactitude un tel phénomene
et ce qu’il implique sur I’expérimentation. Celui-ci dépend fortement d’un ensemble de
biais subjectifs, di a ’énoncé d’une consigne par le chercheur et a I’interprétation de
cette consigne par les participants a 1’expérimentation. Nous avons vu que ce type de
biais subjectif dans la recherche est particulierement preésent dans les sciences humaines
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et sociales et qu'une critique est construite a ce sujet, indiquant qu’il est préférable
d’intégrer de tels biais aux données de la recherche plutét que de les ignorer en
s’efforgant d’atteindre une forme d’objectivité jugée impossible.

Or, nous avons pu observer le déplacement des humains dans deux situations
d’énoncé de la consigne différentes bien que la configuration spatiale du dispositif
architectural soit similaire et nous avons mesuré une différence significative de la
vitesse des trajectoires entre les deux situations [Figure 56]. A partir de ces faits, bien
qu’il ne s’agisse que d’une unique expérience, nous reconnaissons que la consigne
expérimentale donnée peut avoir un grand impact sur 1’expérimentation et générer une
forte variabilité dans les résultats. La prise en compte de cette variabilité nous semble
nécessaire. Il est important de 1’avoir en téte lors du design de I’expérimentation et lors
de I’interprétation des résultats.

En méme temps, la mesure significative que nous évoquons démontre notre capacité
a rendre compte de cette variabilité. Nous pensons qu’il est possible de mesurer plus
précisément certains phénoménes similaires, impliquant d’éventuels biais subjectifs en
imaginant des protocoles expérimentaux dédiés et conseillons aux expérimentateurs
futurs de chercher a réduire cette variabilité.

4.4.2. Occupation et exploration des spatialités a 1’échelle
du groupe

Nous avons mené plusieurs expérimentations et comparaisons entre les situations
humaines et cellulaires a une échelle un peu plus élargie, c'est-a-dire a celle du groupe.
Dans cette partie, nous abordons deux séries d'expérimentation : tout d'abord, nous
avons mené une série d'expérimentation avec des configurations spatiales de couloirs en
"L" et en "T" dans lesquelles nous identifions trois phénomeénes de mouvement, propres
aux humains ou propres aux cellules. Ensuite, dans une seconde série d'expérimentation,
a I’aide de configurations spatiales dites bottleneck, nous identifions deux phénomenes
qui, a l'inverse, sont communs aux humains et aux cellules.

Aussi, est-il important de préciser que le travail portant sur les configurations
spatiales bottleneck est mené par Maélys Ropars®* & son initiative®. 11 est étroitement lié
au contenu de notre thése et peut étre considéré comme une exploration, une nouvelle
itération dans 1’application de sa méthodologie.

i Maélys Ropars était éléve ingénieure en derniére année a Grenoble INP Phelma au moment de la
tenue de ces expérimentations. Elle prolonge actuellement son travail au sein de notre équipe, a travers
le développement d'une these.

* pour 'ensemble des expérimentations portant sur les bottlenecks, les phénomenes de blocage et de
stop-and-go, le choix de la typologie spatiale étudiée et la production de tracking et des cartographies
sont menés par Maélys Ropars tandis que les expérimentations cellulaires et I'articulation de ces
résultats aux autres explorations expérimentales de la présente thése sont miennes. Mon propre travail
sur cette série d'expérimentation est alors a considérer comme une contribution.
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4.42.1. Lescouloirsen«L»eten« T »

Nous nommons couloirs en « L » les géométries de couloir formant un angle droit et
couloirs en « T » une intersection entre trois branches de couloirs, a I’image de la forme
de ces lettres. Du c6té humain, nous avons pris appuis sur les recherches de Maik
Boltes, Armin Seyfried et leurs collégues [72], [73]. Ces derniers ont mené un ensemble
d’expérimentations portant sur les flux de personnes et leurs densités dans des
environnements controlés. Ils ont construit des couloirs a échelle humaine et ont mesuré
le déplacement de groupes d’individus qui les traversent. Nous avons téléchargé les
vidéos de ces expérimentations depuis les archives associées aux publications que les
chercheurs ont déposées en libre accés sur le site web Pedestrian Dynamics Data
Archive®®. Nous avons ensuite appliqué notre méthode de suivi des trajectoires & ces
vidéos puis nous avons extrait les cartographies des temps de résidence et
d’accumulation des présences.

Du c6té cellulaire, nous nous sommes basé sur la description des environnements
spatiaux faite par les chercheurs et les avons reproduits a 1’échelle des cellules, ¢’est-a-
dire au 1 : 15 000°™. Egalement, nous avons ensuite appliqué notre méthode de suivi
des trajectoires et de production des cartographies.

Accumulation Passages |:re’e$:?dpesn(nj:2 Temps de résidence
des présences uniques maximums

moyens
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% Accessible a cet URL : https://ped.fz-juelich.de/da/doku.php?id=start#t-junction
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Figure 57. Cartographies d’accumulation des présences, des passages uniques et des
temps de résidence moyens et maximums

Deux géométries de couloirs sont comparées : le couloir en « L » (a. et b.) et le couloir en
« T » (c. et d.). Les situations a. et c. représentent des trajectoires cellulaires tandis que les
situations b. et d. représentent des trajectoires humaines. Sous chaque image sont
précisées les valeurs extrémes des gradients de couleur.

Nous avons donc comparé entres elles quatre situations : un couloir en « L » pour les
humains et son équivalent cellulaire ainsi qu’un couloir en « T », également décliné
pour humains et pour cellules. En comparant les cartographies des temps de résidence et
d’accumulation des présences, nous pouvons observer certains phénoménes de
mouvements :

Un premier phénoméne que nous remarquons est que les cartographies
d’accumulation des présences et de passages uniques sont quasiment identiques
pour chaque situation humaine. Nous interprétons ce fait comme une conséquence de
la consigne expérimentale. En effet, les participants sont invités a traverser le couloir,
leur déplacement est continu et orienté lorsqu’ils répondent a I’exercice donné par les
chercheurs.

Un second phénomeéne que nous remarquons est que les temps de résidences
moyens sont uniformes dans les espaces traversés par les humains. La aussi, nous
interprétons ce phénoméne comme une conséquence de la consigne expérimentale. Le
mouvement des personnes est continu. La quantité de personne traversant cet espace ne
semble pas trop important compte tenu de la spatialit¢ disponible (il n’y aucun
phénomene de blocage). Cependant, nous notons une délimitation spatiale franche
entre ces espaces traversés par les humains et les espaces non traversés. Dans le cas
du couloir en « L », la forme de 1’espace suit un angle droit tandis que 1’espace traversé
par les humains forme une courbe. Dans le cas du couloir en « T », ce sont deux courbes
qui se superposent. Nous interprétons que ce phénomeéne témoigne d’une occupation
utilitariste de cet espace puisque le mouvement observé est orienté et répond a un but
donné (cadré par la consigne).

Un troisiéme phénoméne que nous remarquons est que I’exploration de I’espace
disponible est plus complet chez les cellules que chez les humains. En effet, les
cartographies d’accumulation des présences et des passages uniques montrent bien que
la quasi-totalité de la spatialité disponible est visitée au moins par une cellule tandis que
certaines zones ne sont pas du tout traversées par les humains.

4.4.2.2. Configuration spatiale du bottleneck et phénomene
de blocage du mouvement

Dans la littérature physicienne portant sur les déplacements des humains, nous
retrouvons plusieurs études qui portent sur les situations appelées en anglais
bottleneck [74] [75], (que ’on peut traduire par goulot d’étranglement en francais). Ce
sont des configurations spatiales dans lesquelles il y a un rétrécissement, ce qui a un
impact clairement mesurable sur la vitesse et la densité d’un groupe de personnes qui le
franchissent.
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Nous avons comparé le mouvement des humains et des cellules dans ce type de
configuration spatiale. Du c6té des humains, nous nous sommes appuyés sur les
données de recherche publiées par Juliane Adrian et al. [76] [77]*". Du coté des cellules,
nous avons reproduit les géométries humaines & échelle microscopique. Ensuite, dans
les deux cas, nous avons appliqué notre méthode de suivi des particules et de génération
des cartographies.
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Figure 58. Comparaison des mouvements humains et cellulaires dans des configurations
spatiales bottleneck

Le tracking et les cartographies sont réalisés aux deux échelles en suivant la méme
méthode. a.) Cartographies des mouvements humains, les données utilisées sont extraites
de [77]. Barres d’échelle: 2 m. b.) Cartographies des mouvements cellulaires. Barres
d’échelle : 50 um. Analyses réalisées par Maélys Ropars.

Nous identifions un phénomeéne identique aux deux échelles : le blocage des
déplacements dans les angles de I’espace proches de I’ouverture [Figure 58.a].
Malgré tout, toujours dans ces angles, le nombre d’étres humains ou de cellules uniques
est plus réduit [Figure 58.b]. Par contraste, il y a moins de stagnation au centre de
I’espace malgré le passage d’un plus grand nombre d’individus uniques. Cela differe
légerement entre les deux situations en ce qui concerne le centre de I’espace car il y a
une plus forte circulation du c6té des cellules.

Nous interprétons du co6té des humains que la consigne de ’exercice (étant de quitter
la piece en franchissant I’espace restreint) peut étre une condition d’émergence de ce
phénomeéne de blocage et par extension peut expliquer la différence observée au centre
de I’espace (les personnes ne pouvant accomplir 1I’objectif demandé patientent le temps
que P’espace soit désengorgé). Or, le phénomene est commun aux deux situations. Du
coté des cellules, nous interprétons que 1’ouverture de 1’espace sur un coté offre aux

%’ Vidéos accessibles a cet URL : https://ped.fz-juelich.de/da/doku.php?
% A partir d’une idée originale de Maélys Ropars, ayant fortement contribué a cette recherche dans le
cadre de son stage de master.
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cellules la possibilité de franchir ce seuil dans un sens et dans 1’autre. Cette
configuration spatiale constitue une condition d’émergence du phénomene de blocage.

4.4.2.3. Alternance des mouvements : le phénomene du
« stop-and-go »

Le phénoméne de stop-and-go est régulierement observé et décrit dans les études
portant sur les mouvements de piétons dans des goulots d’étranglement [78] [79]. Une
traduction en francais de ce terme anglais serait : 1’effet accordéon. C’est un phénomeéne
qui se définit par une alternance de blocages puis de passages lorsqu’un groupe
d’individu traverse un rétrécissement, comme c’est le cas dans une configuration
spatiale de bottleneck.

En nous appuyant sur les simulations réalisées par Dirk Helbing et ses collegues
[80], nous pouvons voir que ce phénomeéne de stop-and-go est corrélé a la vitesse des
individus : plus celle-ci est élevée, plus le phénomeéne se produit [Figure 59].
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Figure 59. Modélisation d’un effet « stop-and-go » par Dirk Helbing et ses collegues
Emprunté a [80]. a.) Représentation de la simulation avec des particules cherchant a
quitter une piece de 15*15m a travers un passage de 1m de large. b.) Graphique
représentant les particules franchissant le seuil. Sept simulations sont faites en fonction
de sept vitesses initiales des particules différentes et les temps auxquels passent les
particules sont relevés. En vert, les deux simulations ou I'effet n’est pas observé. En rouge,
les cing simulations ol nous pouvons voir des alternances entre passages simultanées et
blocages.

Dans la poursuite de notre exploration analogique, nous avons reproduit a 1’échelle
des cellules une expérimentation permettant d’observer 1’émergence ou non d’un
phénomeéne de stop-and-go. Nous avons étudié deux configurations : une premiere dans
laquelle les cellules migrent d’un espace donné vers un autre, dans une seule direction,
et une seconde dans laquelle les cellules sont placées de part et d’autre du
franchissement.
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Figure 60. Effet « stop-and-go » mesuré chez les cellules kératocytes franchissant une
configuration spatiale de bottleneck

a.) et b.) Deux situations de bottleneck explorées par des cellules kératocytes. Les cellules
sont initialement placées d’un seul c6té du rétrécissement spatial dans la situation (a.) et
des deux coOtés dans la situation (b.). Barres d’échelle : 50 um. c.) Mesure des temps de
passage des cellules au centre du rétrécissement (ligne violette) pour les deux situations
(a.) et (b.). La couleur bleue représente un franchissement de gauche a droite, la couleur
rouge de droite a gauche. Nous voyons apparaitre un effet « stop-and-go » dans les deux
situations. Analyses réalisées par Maélys Ropars.

Nous remarquons que dans les deux situations il y a un phénomeéne de stop-and-
go. Les cellules franchissent le rétrécissement spatial par groupes. Egalement, nous
remarquons que dans la situation avec double direction, il y a un phénomene
d’alternance entre les groupes allant de gauche a droite et les groupes allant en sens
inverse. En prolongation des éléments présentés plus tét, nous interprétons que la
configuration spatiale, constituant une condition d’émergence du phénoméne de
blocage, est également une condition d’émergence du phénoméne de stop-and-go.

4.4.2.4. Comparaison analogique, consigne et sociologie

Il est & noter que pour chacune des situations présentées ici (les couloirs en « L » et
en « T », ainsi que les espaces voyant émerger les phénoménes de blocage et de stop-
and-go), nous n’avons mené qu’une seule expérimentation pour chaque configuration. I
s’agit clairement d’une limite expérimentale et il serait a présent intéressant de
prolonger cette expérience afin de vérifier statistiquement sa validité. Ce travail
s’affirme ici en tant que preuve de concept, afin de valider ’avancée méthodologique de
la recherche. Il est bien évidemment préférable de rester prudents quant aux conclusions
tirées de ces résultats préliminaires.

Lorsque nous comparons nos analyses du mouvement des cellules et des humains a
travers la spatialité des différentes géométries de couloir, nous remarquons que
I’analogie est plus forte que dans I’expérimentation avec les géométries ratchets. Nous
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observons des correspondances bien plus marquées entre les deux catégories de
mouvement qui dépendent de la géométrie environnante.

Les configurations spatiales proposées aux humains sont congues comme des
espaces de circulation et les consignes expérimentales données aux participants vont
également en ce sens : ces derniers sont invités a traverser les espace d’un point a un
autre. Il ne nous apparait alors pas surprenant de repérer des modalités de mouvements
comme ceux décrits ci-dessus. Nos mesures permettent néanmoins de les décrire plus
précisément.

En prenant un peu de recul, nous pensons que les éléments mesurés dans le cas des
couloirs parcourus par les humains — a savoir la tres forte corrélation entre temps de
résidence et passages uniques ainsi que le contraste marqué entre espaces traversés et
espaces non-traversés — puissent devenir des critéres de description d’un espace de
circulation. Nous pouvons en effet les considérer comme des propriétés émergeantes de
la relation entre les mouvements et la spatialité. Plus encore, nous pouvons imaginer
repérer ces espaces au sein de configurations spatiales plus grandes, plus complexes,
imbriquées avec d’autres éléments par le fait d’observer I’émergence de ces modalités
de mouvement.

Nous avons vu que la consigne expérimentale pouvait avoir un role important et se
révéler en partie responsable de certains phénomeénes de mouvement. Cependant, nous
avons également remarqué que d’autres phénomeénes émergents de mouvement, comme
les blocages, pouvaient étre indépendants et peuvent en conséquence étre considéré en
tant que propriété de I’ensemble étre vivant — spatialité. A ce titre, il semble possible
d’ignorer les biais sociologiques induits par une consigne, en restant évidemment dans
un cadre expérimental donné.

4.4.3. Exploration analogique a tres grande échelle :
observation comparée des cellules kératocytes et des taxis
pékinois

Le potentiel utile de notre protocole réside dans sa capacité a produire des motifs
adhésifs de grande dimension, a placer des cellules sur ces motifs et a analyser les
trajectoires de leur migration sur des temps longs. De ce fait, il questionne les échelles
de la fabrication de microenvironnements et des études sur la migration cellulaire. Nous
proposons ici d’explorer cette potentialit¢ en observant le déplacement de cellules

kératocytes dans un trés grand microenvironnement, reproduisant a 1’échelle
microscopique un quartier de la ville de Pékin.

Par extension, nous questionnons les échelles de notre analogie. Comme évoqué au
sujet de la dimension des motifs, nous travaillons dans le monde cellulaire sur des
métriques de quatre ordres de grandeur allant de la taille d’une cellule unique (quelques
microns) a la taille des microenvironnements (jusqu’a plusieurs centimeétres). Nous
avons vu que, par analogie, a échelle humaine, cette métrique sur quatre ordres de
grandeur correspond au passage du centimeétre a la dizaine de kilometre, ce qui nous
conduit a 1’échelle urbaine.
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Le travail des architectes et surtout des urbanistes a ces échelles s’appuie sur des
outils comme les cartographies. L’analyse des trajectoires est faite a partir de grandes
quantités de données. En questionnant ces échelles, nous avons remarqué le travail de
Will Geary, portant sur I’analyse de trajectoires automobiles a grande échelle et
proposant des représentations cartographiques de ces données. Nous reportons ici I’une
de ses réalisations [66] [Figure 61] : une vidéo représentant les trajets sur une journée
(en février 2008) des taxis de la ville de Pékin. Les donneées utilisées sont elles-mémes
extraite d’une recherche Microsoft®®.

Nous avons reproduit un quartier de la ville de Pékin d’environ 10 km?. Ce quartier,
réduit au 1 : 450 000éme est alors d’une surface d’environ 40 mm?2. Les dimensions de
cette réduction sont déterminées par rapport a la largeur des différentes avenues, rues et
ruelles. Ainsi, les plus étroits passages ont une largeur de 20 um, permettant le passage
de la cellule kératocyte. L’objet que nous détectons a I’image, c’est-a-dire le noyau
fluorescent de la cellule, mesure approximativement 10 um. Cela représente un objet de
450 m a’échelle 1 : 1, soit I’équivalent d’un véhicule.

Nous avons ensuite placé les cellules sur le quartier de Pékin. L’adhésion des
cellules sur le motif est homogeéne. Nous avons observé qu’elles parcouraient la quasi-
entiereté du motif sur une période de 10h.

% Accessible a cet URL : https://www.microsoft.com/en-us/research/publication/t-drive-trajectory-
data-sample
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Figure 61. Plans de la ville de Pékin parcourue par des taxis ou des cellules

a.) Représentation des déplacements sur une semaine (en 2008) de 10 357 taxis pékinois.
Ce sont 15 millions de points, les trajets totalisent 9 millions de km. Barre d’échelle : 10
km. b.) Quatre extraits de la vidéo représentant la position des taxis pékinois a chaque
minute, au cours d’une seule journée. Barre d’échelle : 20 km. c.) Plan d’un quartier du
centre de Pékin. Barre d’échelle: 1000 m. d.) Reproduction de ce plan a échelle
micrométrique (1/450 000 éme), image issue de la microscopie : le jaune correspond au
signal fluorescent des protéines. Barre d’échelle : 2000 um. e.) Deux extraits d’une vidéo
représentant les trajectoires des cellules dans la quartier de Pékin micrométrique. Chaque
image correspond a la position de toutes les cellules sur 30 minutes (intervalle de 2 min).
Barre d’échelle : 2000 um. f.) Intégralité des trajectoires des cellules kératocytes ayant
parcouru le plan de Pékin micrométrique sur une période de 10h. Barre d’échelle : 1000
um.

Sur I’image que nous avons produite en opérant un suivi des trajectoires et en tragant
ces derniéres sur I’image (une cellule repérée donne un point jaune sur I’image) [Figure
61.f], nous pouvons voir leur intégralité. Il n’y a dans cette image aucune superposition
du motif, pourtant, il se devine aisément grace a la quantité de trajectoire. Nous
remarquons que sur cette période de dix heures, les cellules ont parcouru la quasi-
totalité du quartier.
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Cependant, cette visualisation ne nous permet pas d’évaluer la présence ou non de
phénomenes locaux de migration. Il y a une uniformité a 1’échelle du motif entier. Il
n’est par exemple pas possible de reconnaitre le nombre exact de cellule ayant parcouru
une rue en particulier. Pour obtenir une analyse plus précise et des informations plus
localisées sur les déplacements des cellules a cette échelle, nous observons nos données
du point de vue de I’espace, en générant des cartographies des passages uniques et des
temps de résidence moyens.

a. Passages uniques trajectoires b. Temps de résidence moyen

distinctes

25

minutes

20

15

10

Figure 62. Deux cartographies représentant les mouvements des cellules kératocytes
dans un quartier de Pékin micrométrique

Les deux cartographies sont générées a partir d’'un méme suivi de trajectoire sur une
période totale de migration de 10h. a.) Cartographie des passages uniques, nous
remarquons une hausse dans les grosses intersections. b.) Cartographie du temps de
résidence moyen, nous remarquons le ralenti des cellules dans les petites intersections.
Barres d’échelle : 1000 um (équivalent a 450 m a échelle humaine).

En observant et comparant les deux cartographies [Figure 62], nous notons que les
cellules explorent I’ensemble du quartier de Pékin, se retrouvent plus nombreuses
et restent plus longuement dans les axes plus larges que dans les petites rues. Nous
voyons également des valeurs plus élevées dans les intersections (dans les deux
mesures). Nous interprétons cela comme un effet statistique, car ce sont des points de
rencontre de plusieurs trajectoires : nous remarquons effectivement une nette hausse des
passages uniques dans les grosses intersections. Cependant, dans les petites
intersections, il n’y a qu’une trés 1égére hausse des passages uniques tandis qu’il y a une
forte hausse des temps de résidence : les cellules sont ralenties dans ces intersections.

Pour approfondir ce travail, il serait intéressant d’établir une comparaison
analogique avec les trajectoires des taxis et les spatialités associées en analysant plus
précisément ces dernieres. Nous concluons de cette expérimentation que le repérage de
ces phénomenes récurrents (mouvements des cellules modifiés dans les intersections et
dépendamment des largeurs des rues) est un élément nous permettant de valider le
fonctionnement de notre méthodologie.
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| - Conclusions

Dans le premier chapitre, nous avons pu voir que 1’architecture est intrins€équement
interdisciplinaire et que la recherche menée sur des objets architecturaux le sont par
conséquent tout autant. Nous avons de plus évoque le fait que les formes actuelles de la
recherche en architecture sont trés récentes et qu’elles explorent tres ouvertement
plusieurs méthodes de recherche, issues des sciences humaines et sociales, des sciences
expérimentales ou liées aux pratiques de la conception. Au travers de notre recherche
exploratoire, construite a partir d’une homologie fonctionnelle avec la mécanobiologie,
nous contribuons a cette exploration méthodologique par 1’apport d’outils
expérimentaux a la recherche architecturale.

Nous avons également vu au cours de ce chapitre que le mouvement est un élément
incontournable de I’architecture, que certains architectes le placent au centre de leur
pratique sans pour autant disposer d’outils intelligibles favorisant sa maitrise. En vue de
contribuer tout particulierement au développement de tels outils, nous avons souligné
I’utilit¢ et la potentialitt d’une analyse expérimentale du mouvement au sein
d’architectures.

Dans le second chapitre de ce manuscrit, nous avons décrit la posture
méthodologique suivie lors de cette recherche. Nous avons exploré un format original
de recherche pour I’architecture et pour la mécanobiologie en nous appuyant sur
I’homologie fonctionnelle identifiée entre le déplacement d’étres humains au sein
d’architectures macroscopiques et le déplacement de cellules au sein d’architectures
microscopiques. Nous avons décrit notre stratégie d’immersion disciplinaire dont
I’objectif était d’établir un dialogue effectif entre les deux univers, chose a laquelle nous
sommes parvenus.

Nous pouvons convenir en effet du bénéfice de cette acculturation a la
mécanobiologie, qui se révéle utile pour I’amélioration d’outils propres a cette
discipline et pour I’adaptation de ces outils a 1’architecture. Dans ce manuscrit, nous
avons présenté notre contribution a ’amélioration des protocoles de fabrication de
microenvironnements, en particulier a grande échelle (de I’ordre du centimeétre). Nous
avons aussi présenté notre contribution au développement de deux variantes de culture
cellulaire utiles pour I’exploration de différentes configurations spatiales par les
cellules. Nous avons également réussi a reproduire a échelle humaine un dispositif
architectural dans lequel nous pouvons mener des observations sur le déplacement
humain. Nous avons démontré notre capacité expérimentale a extraire des informations
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sur la trajectoire des humains évoluant au sein de dispositifs architecturaux puis notre
capacité a décrire une spatialitt a partir de D’analyse de ces mouvements.
Conjointement, notre capacité d’analyse et de description des rapports entre
mouvements et spatialités démontre sa pertinence également a 1’échelle des cellules.

Il — Discussions

Retours sur I’analogie fonctionnelle et I’analogie directe

Notre projet de recherche est construit autour de ’exploration des analogies
possibles entre les deux disciplines. Au cours de son développement, et en particulier a
I’aide des expérimentations préliminaires que nous présentons en tant que preuves de
concept, nous avons rencontré deux niveaux d’analogie :

Nous avons en premier lieu une analogie légére, inexacte par comparaison
directe mais fonctionnellement utile : il s’agit de 1’observation des biais de direction
et de vitesse des déplacements dans les configurations spatiales ratchets. La
comparaison directe est inexacte car les cellules et les humains ne sont pas influencés
par les mémes paramétres spatiaux. Pour autant, le fonctionnement est utile car il met en
exergue notre capacité a mesurer des différences significatives de mouvement
dépendamment d’un parameétre spatial d’une part et d’un biais social expérimental
d’autre part.

Cette analogie légeére se retrouve de nouveau, lorsque nous étudions les connexions
entre spatialité et mouvement a une échelle tres vaste (par rapport aux dimensions
respectives des étres vivants concernés). Cette analogie ne se repose pas non plus sur
une comparaison directe (nous n’avons pas identifié de phénomene commun aux deux
échelles) mais se révele fonctionnellement utile. Nous avons pu identifier des
phénomeénes de migration cellulaire en opérant un changement d’échelle similaire a
celui qui lie ’architecture proche du corps en mouvement a I'urbanisme d’une grande
ville.

Nous avons en second lieu une analogie forte, voyant émerger des mouvements
similaires dans des configurations spatiales identiques chez les cellules et les
humains : il s’agit des situations de bottleneck, avec des phénoménes de blocage et de
stop-and-go. La comparaison directe est alors plus convaincante et nous fait entrevoir
de nouveaux questionnements : pouvons-nous des lors considérer la spatialité comme
un facteur déterminant dans la conduite du mouvement, et ce, indépendamment de
I’espéce étudiée ? Pouvons-nous nous affranchir de certains biais sociologiques
(préalablement identifiés) lorsque nous étudions le mouvement des étres humains au
sein d’architectures controlées ? Notre recherche ne fait qu’introduire ces
questionnements tres vastes en démontrant dans un premier temps I’intérét d’une
analogie épistémologique dans 1’étude des deux étres-vivants.
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Entre subjectivités et aspect réducteur, hybridation

disciplinaire

La nature transdisciplinaire de notre recherche fait émerger une discussion sur
la justesse du cadrage expérimental, les limites de validité des expérimentations et
I’équilibre de la recherche entre subjectivités et aspect réducteur. Nous avons initié
cette discussion a partir d’une critique formulée dans les sciences humaines et sociales
qui, pour rappel [p.32], préconise I’intégration des subjectivités des enquéteurs et des
enquétés dans la recherche, en reconnaissant I’impact de possibles biais subjectifs plutot
que de viser une objectivité alors considérée comme inaccessible. Nous apportons deux
éléments a cette discussion :

- D’une part, il nous semble important de considérer en premier lieu les mesures
effectuées pour elles-mémes : nous voyons que nos mesures nous permettent
d’identifier des phénoménes de mouvements émergeants ou récurrents. La
validité de ces observations est certes, d’abord restreinte au contexte de
I’expérience. Effectivement, des biais peuvent empécher la généralisation de ces
observations a un contexte plus ouvert et fragiliser 1’identification exacte des
conditions d’émergence de ces phénomenes. Cependant, il est possible de
réduire ces contraintes problématiques en multipliant les situations
expérimentales, notamment en faisant varier plusieurs parametres spatiaux ou
sociologiques et en comparant les résultats entre eux.

- D’autre part, nous sommes capables de mesurer 1’impact d’un biais sociologique
lors d’une expérimentation : 1’exemple des ratchets a échelle humaine [p.135]
nous démontre qu’un biais sociologique dii a I’énoncé et a I’interprétation d’une
consigne expérimentale donnée peut impacter fortement les résultats que nous
obtenons. En méme temps, notre capacité a le mesurer nous permet de préciser
le contexte de validité de ces résultats. Nous pouvons ensuite envisager des
expériences avec plusieurs consignes et consolider notre compréhension des
phénomeénes observés, la encore, en comparant les résultats obtenus entre eux.

Ces deux éléments nous renvoient tous deux vers une précision du cadrage
expérimental en vue de réduire, sans ignorer pour autant, I’importance des biais
sociologiques dans nos expérimentations. Il ne s’agit donc pas de neutraliser la situation
d’enquéte mais de savoir que les biais peuvent &tre minimisés en favorisant des
situations d’enquéte adaptées (consignes), ou mesurés le cas échéant. Nous retrouvons
donc I’aspect réducteur parfois reproché aux sciences expérimentales dont nous
proposons de discuter ici.

Nous avons adopté cette posture expérimentale et exploratoire en proposant de
structurer notre recherche sur une homologie fonctionnelle entre la
mécanobiologie et ’architecture, c’est-a-dire en suivant une approche physicienne
pour I’étude d’un objet complexe.

En mécanobiologie, nous étudions la cellule en utilisant des outils et techniques
issus de la mécanique, donc de la physique. Caricaturalement, cela peut étre considéré
comme une démarche réductrice voire invalide du point de vue de la biologie. Tout
aussi caricaturalement, lorsque nous étudions I’étre humain, et en particulier ses
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déplacements seuls, sous 1’angle de la physique, cela peut étre considéré comme une
démarche réductrice voire invalide du point de vue des sciences humaines et sociales.

Pourtant dans les deux cas, il ne s’agit non pas de définir de maniére compléte et
totalitaire 1’objet étudié : I’étre humain tout comme la cellule sont des entités d’une
extréme complexité et il reste encore beaucoup de travail aux chercheurs de chaque
domaine avant de ne pouvoir caractériser de facon exhaustive ces étres vivants. Il s’agit
plutot d’adopter une posture modeste d’observateur pour certains phénomenes repérés
et d’apporter une approche disciplinaire qui puisse étre complémentaire avec d’autres
pour mesurer et décrire ces phénomeénes et leurs conditions d’émergences.

Le développement de notre recherche a partir de cette homologie fonctionnelle
nous offre la capacité d’imager et de quantifier des phénomeénes liés aux
déplacements spatiaux d’étres complexes a I’aide de métriques simples.

Le dialogue transdisciplinaire est a présent ouvert et cherche a tendre vers un point
d’équilibre dans le positionnement de la recherche entre subjectivités et cadrage réduit.
En vue de développer ce dialogue et d’étudier la validité de cette recherche dans sa
poursuite, nous entrevoyons trois pistes a explorer :

- En premier lieu, nous proposons d’extraire les outils développés :
représentations des mouvements et évaluation des configurations spatiales
associées [p.152] afin d’explorer leurs potentialités, notamment dans la pratique
de I’architecture.

- En second lieu, nous proposons d’approfondir les expérimentations en visant des
statistiques plus robustes.

- Enfin, nous proposons de prolonger la recherche en visant des formes de
complémentarités disciplinaires, notamment par D’intégration plus élaborée
d’enquétes sociologiques et sensibles.

[11 — Perspectives

Nouvelles itérations et nouvelles géométries

Lors des étapes de conception des géométries que nous proposons aux étres humains
ou aux cellules, nous nous sommes questionnés a plusieurs reprises sur la notion de
seuil. En effet, lorsque nous souhaitons observer si un paramétre géométrique donné
(’asymétrie du couloir ratchet par exemple), biaise la trajectoire de I’étre vivant qui le
parcourt (un biais de direction dans cet exemple), nous définissons une série de
géométrie pour lesquelles nous proposons plusieurs variations de ce parametre (tres
asymétrique, légerement asymétrique et symétrique). Aprés 1’obtention de résultats
significatifs quant aux trajectoires étudiées dans ces géométries, il est possible de
préciser des variations du parameétre qui soit plus proches de la géométrie significative
(le ratchet trés asymétrique biaise la direction de migration des cellules). Cela permet
d’affiner, par itération les résultats expérimentaux et par conséquent d’identifier
éventuellement la présence d’un seuil dans la réponse de 1’€tre vivant liée a la géométrie
de son environnement.
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A la suite du développement des deux protocoles expérimentaux a échelle cellulaire
et a échelle humaine, nous notons le grand potentiel du couplage des outils du dessin
paramétrique de ’architecture et des capacités de production de microenvironnements.
Cela offre de grandes potentialités a la recherche en mécanobiologie :

- Il est possible de générer un petit nombre de géométries et de les tester
rapidement avec le dispositif PRIMO, puis de « reparamétrer » ces
géométries en fonction des résultats (en quelques secondes) et refaire une
nouvelle itération expérimentale (en quelques heures).

-1l est possible, avec la photolithographie, de produire en masse un trés
grand nombre de géomeétries toutes différencieées (qui suivent toutes le
méme modeéle tout en variant par petites incrémentations certains
parametres sur une trés grande gamme), puis d’étudier précisément tout
phénomeéne de seuil.

Parallelement, ces outils de dessin paramétrique associés a des modalités de
production rapide de dispositifs architecturaux offrent une perspective attrayante a la
production d’expérimentations telles que celles présentées dans la recherche.

Nous suggérons en conséquence de développer 1’utilisation de ces solutions dans la
continuité de recherches similaires, dans chacune des disciplines.

Un outil de représentation

Les architectes utilisent de nombreux outils de représentation de 1’architecture. Nous
pouvons citer par exemple les perspectives, les géométraux (plans, coupes), les
modeélisations tridimensionnelles (BIM, VR), ou encore les maquettes et les prototypes.
Il est évident que ce sont des outils primordiaux et nécessaires a la pratique de
I’architecture. IIs permettent de communiquer efficacement sur toutes les dimensions
d’un projet architectural, que ce soit entre professionnels ou dirigé vers le grand public.

Cependant, lorsqu’il s’agit de la représentation du mouvement, cela peut s’avérer
complexe et nécessiter des animations ou des formes de schématisation particulierement
élaborées. Par ailleurs, Bernard Tschumi [p.37] évoque ce besoin : « Les mouvements -
des foules, des danseurs, des combattants - rappellent I'intrusion inévitable des corps
dans les espaces architecturaux [...] La nécessité d'enregistrer avec précision ces
confrontations, sans tomber dans des formules fonctionnalistes, a suggéré des formes
précises de notation du mouvement. » [15]* Nous pouvons voir les Manhattan
Transcripts qu’il développe comme un moyen de noter le mouvement puisqu’ils
integrent par leur format celui des usagers de I’espace. En revanche, nous pouvons
constater que cet outil n’est pas utilisé¢ de maniere générale dans 1’enseignement et dans
la profession.

A T’issu de notre travail de recherche, nous avons produit des cartographies des
temps de résidence et d’accumulation des présences. Celles-ci permettent d’interpréter

“ Extrait p.XXIll, traduction personnelle depuis I'anglais. Texte original : “The movements - of crowds,
dancers, fighters - recall the inevitable intrusion of bodies into architectural spaces, [...]. The need to
record accurately such confrontations, without falling into functionalist formulas suggested precise
forms of movement notation.”
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les données mesurées de nos expeériences en les représentant graphiquement. En effet,
au travers de la cartographie, nous pouvons représenter efficacement la quantification
des mouvements et ainsi décrire leurs spatialités et temporalités. Par conséquent, nous
pensons que cet outil de représentation peut se révéler utile aux architectes tant dans la
recherche que dans la pratique du métier.

Nous imaginons par exemple une implémentation dans un logiciel de modélisation
tridimensionnelle, qui, aprés la reconnaissance de certaines configurations spatiales,
pourrait genérer ces cartographies. Ce serait un outil d’aide a la conception pour penser
le projet architectural a partir du mouvement.

Nous imaginons également que le dispositif d’expérimentation dans lequel il est
possible de construire un élément architectural et de mesurer les déplacements des
personnes evoluant en son sein puisse se révéler grandement utile pour produire des
prototypes architecturaux, que ce soit pour une structure professionnelle ou a visée
pédagogique, dans le but d’éprouver et valider une hypothése de conception.

Un outil pour penser ’espace, le temps et le mouvement

Les systemes que nous observons aux deux échelles sont deux systéemes trés
complexes. Les résultats expérimentaux présentés permettent de repérer des
phénomeénes liés aux déplacements, de caractériser ces phénoménes ainsi que les
spatialités qui les ont vu émerger. Ce sont des observations factuelles et statistiques qui
nous semblent pertinentes pour décrire ces configurations spatiales.

Nous pensons que cette méthode se révele utile pour I’architecture dans deux cas :
Premicrement, lors de 1’analyse et 1’évaluation a posteriori d’architectures construites
puisque nous pouvons étudier les configurations spatiales et mesurer I'un de leurs
impacts sur les déplacements des usagers.

Deuxiemement, lors de la modélisation de 1’architecture, car ce peut étre un élément
supplémentaire dans les outils de I’architecte pour orienter son projet en fonction des
usages souhaités. Nous pouvons imaginer par exemple qu’une configuration spatiale
produisant ce que nous avons nommé un grand temps de résidence puisse étre
privilégiée dans des lieux d’expositions ou particuliérement sociaux, de partages et de
discussions.

Au-dela, nous suggérons que ces outils, et en particulier I’émergence de concepts
opérants nouveaux — tels que les temps de résidence et [’accumulation des présences —
puisse nourrir une approche disciplinaire fondée sur le mouvement des corps et
appréhendant la spatialité a partir de rapports de vitesses, de lenteurs, de superpositions
des mouvements, de fréquentations, en bref, dans un rapport au temps.
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A — Protocole A : Préparation puis transfert des cellules
depuis plusieurs écailles

162

Le protocole est présenté ici en utilisant trois écailles. Il peut étre adapté pour un
nombre d’écaille allant de deux a cing. Il suffit, le cas échéant, d’adapter les proportions
indiquées.

Retrait de trois écailles :

1.

Préparez 3 boites de pétri, des feuilles de papier absorbant, une pince, du bleu de
meéthyléne et déposez 3 gouttes de KM filtré sur du parafilm (3x 100 ul).

Attrapez le poisson et déposez-le sur le papier absorbant.

Récupérez 3 écdilles de la partie du poisson située pres de la queue (gardez a I'esprit de
quel coté se trouve l'intérieur de I’écaille).

Placez les écailles dans les gouttes de KM filtré, face intérieure vers le bas. Assurez-vous
qu'elles ne se retournent pas d’elles-mémes.

Mettez quelques gouttes de bleu de méthylene sur la peau du poisson et remettez-le
dans l'eau.

Ensuite, pour chacune des écailles :

6.

Retirez I’écaille de sa goutte de KM filtré. Séchez ses deux c6tés avec du papier
absorbant. Déposez-la dans la boite de Pétri, face intérieure tournée vers le bas.
Appuyez sur I’écaille pour vous assurer qu'elle est bien en contact avec la boite de Pétri
(elle devrait coller).

Placez une lamelle de @ 22 mm (préalablement nettoyée au bain ultrasonique et au
nettoyeur plasma) sur I’écaille, c6té propre vers I’écaille.

Ajouter 70 ul de KM filtré entre les deux lamelles, en utilisant la capillarité. Appuyez sur
la lamelle supérieure.

Ensuite, pour les 3 échantillons :

9.

10.

Placez les 3 boites de Pétri dans une plus grande boite et ajoutez de I'eau déionisée
tout autour pour maintenir une atmosphere humide.

Laissez les tissus migrer de 12 a 24 heures dans l'obscurité a température ambiante.
Par exemple, récupérez I’écaille vers 17 heures et poursuivez l'expérience a 9 heures le
lendemain matin (nous avons relevé empiriquement un temps de migration idéal de 16
heures).

Individualisation des cellules et dépose sur microenvironnement :

11.
12.

13.
14.

15.

Veillez a ce que tous les éléments utilisés par la suite soient a température ambiante.

Préparez un porte-échantillon avec votre lamelle de PLL-g-PEG revétue de protéines.
Ajoutez 4 mL de KM filtré.

Préparez la solution Hoechst : 3 mL de KM filtré + 3 ulL de Hoechst 33342 (10mg/mL).

Préparez 3 mL de milieu de séparation (SM) : 2550 uL de PBS + 300 uL d’H,0 déionisée
+150 ul d'EGTA (50 mM, pH 7).

Préparez 1 mL de milieu de séparation avec trypsine (SMT) : 898 ulL de PBS + 100 uL
d’eau déionisée + 2 uL de trypsine (concentration finale de la trypsine : 0.005%).
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Ensuite, pour chacun des échantillons, suivre les trois étapes ci-

dessous :
16. Etape 1 :

o Ajoutez 1 mL de solution Hoechst sur I’échantillon et démarrez le minuteur
pour 5 minutes.

o Lalamelle de @ 22 mm devrait flotter. Récupérez-la et jetez-la.

o Retirez I’écaille, en prenant soin de ne pas détacher le tissu. Vous pouvez voir
ce dernier a I'ceil nu et retirer I’écaille dans le sens opposé a la migration.

17. Etape 2 :

o Retirez la solution Hoechst a la fin des 5 minutes.

o Rincez trois fois en ajoutant puis retirant 1 mL de KM filtré.

o Ajoutez 1 mL de SM et démarrez le minuteur pour 20 minutes.
18. Etape 3 :

o Retirez le SM a la fin des 20 minutes.

o Ajoutez 200 uL de SMT en le versant directement sur le tissu (visible a I’ceil nu).
Mixez plusieurs fois et tapotez contre la boite de Pétri pendant 80 secondes.

o Récupérez les 200 uL de SMT, contenant les cellules en suspensions et reverser
les sur la lamelle avec les microenvironnements (dilué dans les 4 mL de KM)

19. Vous pouvez utiliser le tableur suivant pour organiser votre temps de manipulation :

Echantillon1 | Echantillon2 | Echantillon 3

Etape Start: 00'00”. | Start: 01’40”. | Start: 03'20”.
1 End: 01'20". End: 03'00”. End: 04'40".
Etape Start: 05’00”. | Start: 06’40”. | Start: 08’20".
2 End: 06'20". End: 08’00". End: 09'40".
Etape Start: 26’20”. | Start: 28'00”. | Start: 29’40”.
3 End: 27°40". End: 29°20". End: 31'00".

Adhésion des cellules :
20. Attendez 70 minutes que les cellules adhérent a la lamelle.

21. Retirez tout le KM, rincez trois fois avec 1 mL de KM filtré puis

filtreé.

22. Observez les cellules et les microenvironnements au microscope.

ajoutez 3 mL de KM
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B — Protocole B : Dépose directe d’une écaille sur un
microenvironnement

Retirer une écaille :

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Préparez un porte-échantillon avec votre lamelle de PLL-g-PEG revétue de protéines.
Ajoutez de I'eau pour éviter qu'elle ne se desséche.

Observez la lamelle au microscope grdce a la fluorescence du motif et repérez I’endroit
sur lequel vous souhaitez voir les cellules migrer.

Placez une marque a l'aide d’un feutre indélébile sur le dessous de la lamelle. Vous
pouvez vous aider du faisceau laser comme repére.

Préparez des feuilles de papier absorbant, une pince, du bleu de méthyléne et déposez
une goutte de KM filtré sur du parafilm (100 uL).

Attrapez le poisson et déposez-le sur le papier absorbant.

Récupérez une écaille de la partie du poisson située prés de la queue. Gardez a l'esprit
quel est le coté intérieur de I’écaille.

Placez I'écaille dans la goutte de KM filtré, face intérieure vers le bas. Assurez-vous
qu'elle ne se retourne pas d’elle-méme.

Mettez quelques gouttes de bleu de méthyléne sur la peau du poisson et remettez-le
dans l'eau.

Retirez toute I'eau qui se trouve dans le porte-échantillon, sur la lamelle.

Retirez I’écaille de sa goutte de KM filtré. Séchez ses deux cétés avec du papier
absorbant. Déposez-la sur la lamelle, face intérieure tournée vers le bas, a I’endroit que
vous avez repéré.

Appuyez sur I'écaille pour vous assurer qu'elle est bien en contact avec la lamelle (elle
devrait coller).

Placez une lamelle de @ 22 mm (préalablement nettoyée au bain ultrasonique et au
nettoyeur plasma) sur I’écaille, c6té propre vers le bas.

Ajoutez 70 ul de KM filtré entre les deux lamelles, en utilisant la capillarité. Appuyez sur
la lamelle supérieure.

Mettez I'échantillon entier dans une grande boite de pétri et ajoutez de I'eau déionisée
tout autour pour maintenir une atmosphere humide.

Laissez le tissu migrer de 12 a 24 heures dans l'obscurité a température ambiante. Par
exemple, récupérez I’écaille vers 17 heures et poursuivez l'expérience a 9 heures le
lendemain matin (nous avons relevé empiriquement un temps de migration idéal de 16
heures).

Détacher les cellules du tissu :

16.
17.
18.

19.

164

Veillez a ce que tous les éléments utilisés par la suite soient a température ambiante.
Préparez la solution Hoechst : 1 mL de KM filtré + 1 ulL de Hoechst 33342 (10mg/mL).

Préparez 1mL de milieu de séparation (SM) : 850 ulL de PBS + 100 ulL d’H20 déionisée +
50 ul d'’EGTA (50 mM, pH 7).

Ajoutez la solution Hoechst a I'échantillon et démarrez le minuteur pour 5 minutes.
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20.
21.

22.
23.
24.
25.

La lamelle de 22 mm devrait flotter. Récupérez et jetez-la.

Retirez I’écaille en veillant a ne pas détacher le tissu. Il est possible de voir ce dernier a
I’ceil nu et de retirer I’écaille dans le sens opposé de la migration.

Retirez la solution Hoechst aprés les 5 minutes et rincez 3 fois avec 1 mL de KM.
Ajoutez 1 mL de SM, laisser incuber 20 min puis retirez-le.
Ajoutez lentement 3 mL de KM.

Observez les cellules et les motifs des microenvironnements au microscope.

C — Fabrication de microenvironnements par
photolithographie

Passivation du PLL-g-PEG avec un masque de
photollthographle

10.

11.

12.

Nettoyez une lamelle de @ 32 mm en la placant dans de I'éthanol (70°) dans un bain
ultrasonique pendant 15 minutes.

Séchez la lamelle avec un pistolet a air comprimé a l'azote et placez-la dans le systéme
plasma.

Sortez le masque de photolithographie de sa boite et placez-le dans le systéeme plasma,
en méme temps que la lamelle, face chromée vers le haut.

Ouvrez la bouteille d'O, et assurez-vous qu’elle soit correctement reliée au systéme
plasma (valve). Allumez le systeme plasma (mais pas le générateur pour le moment),
activez la pompe et attendez que la pression soit d'environ 0,2 mbar.

Ouvrez largement l'entrée d'O, et laissez la pression dépasser 5 mbar. Attendez au
moins 3 minutes. Ensuite, réglez I'entrée d’O, pour que la pression soit autour de 0,4
mbar.

Allumez le générateur de plasma a sa puissance maximale pendant 10 min. (Profitez de
ce temps pour réaliser I’étape suivante.)

Placez une goutte de 66,6 uL de solution de PLL-g-PEG (0,1g/ml) sur un parafilm.

Eteignez le générateur de plasma, fermez I'entrée d'O,, arrétez la pompe et activez la
ventilation.

Posez la lamelle sur la goutte de solution, c6té activé par le plasma face a la solution et
laissez incuber pendant 30 min. (Soyez rapide. L’état d’oxydation de la lamelle de verre,
propice a la liaison du polymere, est incertain au-dela de la premiere minute.)

Reprenez le masque et placez-le dans sa boite, face chromée vers le haut. Pour les
étapes suivantes, laissez la boite refermée au maximum, afin d’éviter le dépét de
poussieres.

Allumez la lampe UV pendant 5 a 10 minutes pour la réchauffer. Et suivez les étapes 12
a 16 pendant ce temps.

Placez une goutte de 20 ulL d'eau déionisée sur la zone du masque qui comporte les
motifs qui vous intéressent.
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13. Ajoutez une grande quantité d'eau déionisée sur la lamelle qui incube pour en faciliter

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

le retrait et retirez-la. Mémorisez le cété de la lamelle avec le polymére. Vous pouvez
vérifier I'état du revétement a son hydrophobicité car I'’eau devrait glisser dessus et la
lamelle rester séche.

Rincez abondamment la lamelle avec de I'eau déionisée. Séchez les bords de la lamelle
et le bout de vos doigts avec une serviette en papier. Un peu d'eau peut rester sur le
verso de la lamelle.

Placez la lamelle sur le masque, sur la gouttelette d’eau déionisée de 20 ulL que vous
avez préparée, coté polymere contre la face chromée du masque.

Sortez le masque de sa boite et déposez-le sur une serviette en papier pour ne pas
I'abimer, face chromée vers le haut. Recouvrez-le d’une seconde serviette en papier et
appuyez fortement sur la lamelle pour expulser les bulles d'air et retirer I'excés d'eau.
La serviette en papier absorbera cet excés d’eau. Il est préférable de faire rouler son
doigt du centre vers le bord de la lamelle pour chasser efficacement les bulles d’air.

Placez le masque avec la lamelle dans la lampe UV, face chromée opposée a la source
de lumiére puis allumez la lampe pendant 5 minutes.

Retirez le masque de la lampe UV et déposez-le sur une serviette en papier. Ajoutez
ensuite beaucoup d'eau déionisée sur tout le masque pour aider au détachement de la
lamelle et enfin récupérez-la. Il est plus facile de détacher la lamelle apres quelques
minutes d’attente.

Vous pouvez immédiatement réaliser le revétement de protéines en suivant le
protocole associé ou vous pouvez stocker la lamelle dans une boite de Pétri (a
température ambiante, a I'abri de la lumiére, nous n’avons pas vérifié la qualité de la
lamelle au-dela d’une semaine).

Nettoyez le masque avec de I'eau chaude du robinet et du savon. Rincez-le a I'eau
déionisée. Séchez-le avec un pistolet a air comprimé a l'azote. Allongez-le sur une
serviette en papier. Aspergez-le d'isopropanol. Frottez fortement la surface a I'aide
d’une serviette en papier. Rincez-le avec de l'isopropanol. Séchez-le avec un pistolet a
air comprimé a l'azote. Et enfin, rangez-le dans sa boite.

Revétement de protéines de la matrice extracellulaire

1.

Préparez une solution de protéines. Pour 100 uL : 93 ul de Bicarbonate de Sodium + 5
UL de Fibrinogéne (1 mg/mlL) + 2 ulL de Fibronectine (1 mg/mL).

Déposez une goutte de 66,6 uL de cette solution sur un parafilm.

Récupérez la lamelle de PLL-g-PEG avec les motifs et rincez-la avec de I’eau déionisée.
La face avec la couche de polymére devrait étre hydrophobe sauf aux endroits des
motifs ou des microgouttelettes peuvent se former. Assurez-vous que la surface soit
parfaitement séche. Vous pouvez absorber ces microgouttelettes par capillarité avec la
pointe d’une serviette en papier.

Déposez la lamelle sur la goutte de protéine. Le premier contact de la lamelle avec la
goutte doit étre le plus éloigné possible du centre de la lamelle. Laissez incuber
pendant 30 minutes.

Ajoutez beaucoup d'eau déionisée sur la lamelle pour la détacher soigneusement du
parafilm. Rincez-la a I'eau déionisée. Placez la lamelle immédiatement dans un porte-
échantillon ou conservez-la dans une boite de Pétri remplie d'eau déionisée. Elle ne doit
pas sécher. Il vaut mieux utiliser la lamelle dans les 24h.
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D — Préparation du milieu kératocyte filtre

Toutes les étapes sont effectuées dans des conditions stériles.

Préparez le milieu "L15+" en ajoutant 50 mL d'albumine de sérum bovin et 5 mL de
pénicilline-streptomycine dans 500 mL de L15. Aprés une longue utilisation (plusieurs
mois) ou lorsque la bouteille est peu remplie, la couleur du milieu change (plus orange),
ce qui signifie qu'il y a une dérive du pH (plus acide), la filtration devient plus difficile.
Surveillez ces évolutions, elles peuvent étre responsables de probléemes avec les cellules.

Préparez le milieu kératocyte (KM) en mélangeant 10 mL de L15+, 3 mL d'eau déionisée
et 300 uL de HEPES (1M, pH 7,4).

Filtrez le milieu avec un filtre de 0,22 um.

E — Nettoyage préalable de lamelles de 22 mm

1.

Nettoyez plusieurs lamelles de 222mm, dans de I'éthanol (70°) dans un bain a ultrasons
pendant 15min.

Séchez les lamelles avec un pistolet a air comprimé a l'azote et placez-les dans le
systéme plasma.

Ouvrez la bouteille d'O, et assurez-vous qu'elle est connectée au systéeme plasma
(valve). Allumez ce dernier (mais pas le générateur), pompez et attendez que la
pression soit d'environ 0,2 mbar.

Ouvrez largement l'entrée d'O, et laissez la pression dépasser 5 mbar. Attendez au
moins 3 minutes. Ensuite, réglez I'ouverture de l'entrée et réglez la pression autour de
0,4 mbar.

Allumez le générateur de plasma a la puissance maximale pendant 5 min.

Eteignez le générateur de plasma, fermez I'entrée d'O,, arrétez la pompe et mettez en
marche la ventilation.

Rangez les lamelles dans une boite de Pétri propre pour plus tard.
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F — Script Python pour I’acquisition d’image

import numpy as np
import cv2 as cv
import time

import pickle
import os, sys

path="D:/YourFolder’

nb_frame bmax=500

increment=time. asctime (time. localtime())
. . b b b b
increment=increment. replace(C ’, ~ )

. . b b b b
increment=increment. replace( :’, ~ )

os. mkdir (path+ /’ +increment)
os. mkdir (path+ /’ +increment+ /Caml’)
os. mkdir (path+ /’ +increment+ /Cam2’)

os. chdir (path+ /’ +increment)

cap = cv. VideoCapture (cv. CAP_DSHOW)
cap. set (3, 848)
cap. set (4, 480)

cap2 = cv.VideoCapture (cv. CAP_DSHOW+1)
cap2. set (3, 848)
cap2. set (4, 480)

tVector=np. zeros ([nb frame bmax])
b=np. empty ([1])

for i in range(nb frame bmax) :
ret, frame = cap. read()
ret2, frame2 = cap2.read()
if not ret:
print (“Can’ t receive frame (stream end?). Exiting ...”)
break
statut=cv. imwrite (path+ /’ +increment+ /Caml/framel ’+str(i)+ .png , frame)
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cv. imwrite (patht’ /’ +increment+ /Cam2/frame2 ’+str(i)+ .png , frame2)
cv. imshow ( frame’, frame)

cv. imshow ( frame2’, frame2)
tVector[il=time. time ()

if cv.waitKey(1) == ord(Cq’):
break
cap. release()
cap2. release ()
cv. destroyAl1Windows ()

b=tVector[1l:i]-tVector[0:i—1]

f = open( timeStep. txt’, 'a’)
for j in range(i-1):

f.write(C \n +str(b[j]))
f. close()
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