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Chapitre 1

Introduction générale

Tout organisme vivant observé a I'échelle microscopique se compose d'unité(s) appelée(s) cel-
lule(s). Dans les organismes de plusieurs cellules (ie pluricellulaires), les cellules jouent des rdles bien
précis dans la survie de I'organisme. En particulier, une famille de cellules appelée leucocytes (ou
"globules blancs") est spécialisée dans la défense de I'organisme face a l'invasion par des agents
infectieux (bactéries, virus, parasites) ou la prolifération de cellules tumorales. L'invasion de I'orga-
nisme par des agents infectieux entraine une cascade d’événements appelée réaction immunitaire

dont les leucocytes sont les principaux acteurs.

1.1 La réaction immunitaire

La réaction immunitaire peut se décomposer en deux formes : innée et adaptative. On présente
brievement ces deux phénomeénes dans cette section. La Figure 1.1 résume les différentes étapes
dont on parle dans cette section. Certains éléments de I'immunité sont volontairement omis comme
le complément, les lymphocytes NK (Natural Killers) ou les cellules dendritiques folliculaires afin de

se concentrer sur |'essentiel.

1.1.1 La réaction immunitaire innée

La réaction immunitaire innée s'enclenche quelques minutes aprés |'invasion des agents infectieux
ayant réussi a passer les barriéres physiques de I'organisme (épithélium) et dure plusieurs jours. Elle

a principalement trois fonctions :

— la destruction rapide des agents infectieux via des mécanismes ne nécessitant pas de recon-

naissance spécifique de I'agent en question comme la phagocytose;

— I'obtention d'informations sur |'infection et la nature de I'agent infectieux pour enclencher la

réaction immunitaire adaptative.
— enclencher la réaction inflammatoire.

Les principaux leucocytes impliqués dans la réaction immunitaire innée sont les macrophages,

7



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GENERALE

les cellules dendritiques et les granulocytes neutrophiles (colonne de gauche Figure 1.1). Ces trois
phénotypes cellulaires peuvent effectuer la phagocytose des agents infectieux et présenter a leur
surface des molécules signalant la présence d'une infection (cytokines) et d’autres molécules plus
spécifiques de la nature de I'agent infectieux appelées antigenes. Ces derniers sont présents a la
surface de I'agent infectieux. Les leucocytes capables de présenter les antigenes a leur surface sont
principalement les macrophages et les cellules dendritiques. Dans le cas ou ces cellules présentent
des antigeénes sur leur membrane, elles deviennent des Cellules Présentatrices d'Antigénes (CPA).

Ces cellules jouent un réle déterminant pour la réaction immunitaire adaptative.

1.1.2 La réaction immunitaire adaptative

La réaction immunitaire adaptative s'enclenche environ 12 heures apres le début de I'infection et
dure plusieurs jours. Elle intervient en complément de la réaction immunitaire innée. Durant cette
phase, le systéme immunitaire a recours a des armes plus spécifiques contre I'agent infectieux : (i)
les anticorps et (ii) les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques.

Les anticorps sont des molécules spécifiques aux antigenes capables de se fixer sur ceux-ci et in-
hibent fortement |'activité de I'agent infectieux I'empéchant d'attaquer les cellules de I'organisme.
Les agents infectieux inhibés sont ensuite digérés avec les anticorps par les cellules du systéme
immunitaire inné. La production d'anticorps est assurée par l'intervention de leucocytes appelés
plasmocytes. Les plasmocytes sont a la base des leucocytes appelés lymphocytes B qui ont été acti-
vés par des CPA ou directement par les antigénes libres dans I'organisme. Suite a cette activation, les
lymphocytes B se multiplient puis se différencient en plasmocytes (premiére ligne, colonne immunité
adaptative Figure 1.1).

Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont des leucocytes capables de sécréter des molécules ap-
pelées "granzymes" et "perforines". Ces molécules peuvent déclencher la mort cellulaire programmée
(apoptose) des cellules infectées dans lesquelles proliférent les agents infectieux. Les lymphocytes T
CD8+ cytotoxiques sont a la base des leucocytes appelés lymphocytes T qui ont été activés par des
CPA (lymphocytes T CD8+). lls ont ensuite proliféré, puis se sont différenciés en lymphocytes T
CD8+ cytotoxiques (deuxieme ligne, colonne immunité adaptative Figure 1.1). Enfin, les processus
de différenciations des lymphocytes B en plasmocytes et lymphocytes T CD8+ en lymphocytes T
CD8+ cytotoxiques sont stimulés par une autre forme de lymphocyte T activé par les CPA : les
lymphocytes T CD4+ (non-représentés). La différence dans I'activation des lymphocytes T en lym-
phocytes T CD4+ et CD8+ est liée a la maniere donc sont présentés les antigénes par les CPA
(suivant si la présentation fait intervenir les Complexes Majeurs d'Histocompatibilité de classe 1 ou
2).

En définitive, on peut donc dire que I'enclenchement de la réaction immunitaire adaptative
passe inévitablement par |'activation de leucocytes appelés lymphocytes B et T par des CPA. Cette
communication se produit grace a la formation d'une interface entre ces deux cellules appelée
synapse immunologique. Elle est le siege d'un ensemble de phénoménes a la fois physico-chimiques et

mécaniques complexes qui ne sont pas totalement élucidés aujourd’hui. Pourtant, la compréhension

8
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de ce phénomene pourrait hypothétiquement étre tres utile pour guider les biologistes/chimistes
dans la conception de nouveau traitements contre les maladies infectieuses ou pour les nouveaux

traitements contre le cancer basés sur I'immunothérapie.

Immunité innée Immunité adaptative
Agents infectieux Lymphocytes B Multiplication et
différenciation
%Q Barriere Anticorps
épithéliale -

— &
T B
B
- v ] - LT CD8+ cytotoxiques
|

Cellules
Présentatrices
d’Antigénes (CPA)

[ Heures // Jours ' |

0 6 12 1 3 5
Temps apres infection >

FIGURE 1.1 — Schéma simplifié de la réaction immunitaire. CPA : Cellules Présentatrices d'Anti-
génes. LT : lymphocyte T. Images adaptées de [50].

1.2 La synapse immunologique B

La synapse immunologique fait intervenir des CPA avec des lymphocytes B ou T. Dans cette
thése, on s'intéresse particulierement a la synapse immunologique B. Elle se produit dans les gan-
glions lymphatiques ou les lymphocytes B rencontrent les CPA. La formation de la synapse peut se

décomposer en trois étapes : reconnaissance, étalement et contraction représentées sur la Figure 1.2.

Pendant I'étape de reconnaissance (Figure 1.2), le rapprochement du lymphocyte et de la CPA
permet a certains récepteurs du lymphocyte B appelés récepteurs B (RCB) de se lier aux antigénes
présents sur la membrane de la CPA. Ce lien entre antigenes et RCB se forme et se maintient par

une force d'attraction de type ligand-récepteur, cette liaison est réversible dans le temps.

L'étape de reconnaissance entraine une succession de processus chimiques a |'origine de I'étape

d'étalement (Figure 1.2). Cette étape débute par une réorganisation du cytosquelette du lympho-
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cyte : le centrosome se rapproche de la zone de contact et I'actine polymérise localement en filaments
au niveau de la surface de contact [86]. Ce processus, couplé a I'adhésion entre RCB et antigénes
permet une forte augmentation de la surface de contact entre les deux cellules. Durant cette étape,
d'autres complexes (non-représentés sur la Figure 1.2) dont le role est de renforcer |'adhésion se
forment (complexes intégrine-ICAM1 et intégrine-VCAM1). Ces complexes d'adhésion diffusent vers
les bords de la zone de contact et, par symétrie, forment un anneau d'adhésion (non-représenté
sur la Figure 1.2). Le phénomene inverse se produit pour les complexes antigénes-RCB, qui ont
tendance a diffuser vers le centre de la surface de contact mais restent distribués d'une maniere

assez hétérogene en formant des "microclusters".
L'étape de contraction (Figure 1.2) se caractérise par la contraction des filaments d’actine, ce

qui diminue la surface de contact et concentre les complexes antigenes récepteurs vers le centre de

la synapse pour former un unique "cluster" central de complexes antigénes-RCB.

Vue de dessus en

Reconnaissance Etalement Contraction
coupe

:.\1 . <l )
e, F B e -

/= e ~< ; : | \

49 W STV VOO T o

) S S | T S s A | YT

CPA CPA CPA

S Actine Wr Récepteurs B Micro-cluster

Antigenes Micro-cluster

FIGURE 1.2 — Etapes de formation de la synapse immunologique B. CPA : Cellule Présentatrice
d'Antigeénes. Images adaptées de [64].

Suite a ce processus de rassemblement de complexes antigénes-récepteurs, le transfert de I'in-
formation de I'agression de |'organisme peut débuter. Pour ce faire, le lymphocyte doit extraire les
complexes antigene-récepteur de la membrane de la CPA. Le mécanisme d'extraction des complexes
n'est pas encore totalement compris aujourd’hui. Il consiste en deux étapes : le détachement de |'an-
tigéne de la membrane de la CPA et l'internalisation du complexe antigene-RCB dans le cytoplasme
du lymphocyte par endocytose. L'endocytose est |'invagination a I'échelle nanoscopique de la mem-
brane d'une cellule pouvant se refermer sur elle méme, ce qui crée des vésicules (endosomes) dans
le cytoplasme de la cellule contenant du matériel a |'origine extra-cellulaire. Deux mécanismes ont
pu étre mis en évidence pour |'étape de détachement des complexes : |'extraction par voie chimique
et par forces mécaniques [74].
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L'extraction par voie chimique (Figure 1.3A) consiste en : (1) le largage d’enzymes au niveau de
la synapse, (2) la rupture de la liaison entre antigenes et la membrane de la CPA par les enzymes
et (3) l'internalisation des complexes antigénes-RCB dans le lymphocyte par endocytose.

L'extraction par forces mécaniques (Figure 1.3B) consiste en : (1) des forces dont I'origine n'est
pas encore bien déterminée tirent sur les complexes antigéne-RCB et (2) et (3) I'endocytose des

complexes antigenes-récepteurs.

A Extraction par voie chimique

N

AT A

& L 4

Y Récepteurs RCB : Antigénes % Enzymes
Clathrine

FIGURE 1.3 — Extraction de complexes antigenes-RCB par un lymphocyte B. A : extraction par

voie chimique, B : extraction par forces mécaniques. La clathrine est une molécule impliquée dans

le phénomene d'endocytose. Images adaptées de [74].

En définitive, on peut dire que la synapse immunologique B est un mécanisme dont le but
final est I'internalisation d'une certaine quantité de complexes antigénes-RCB dans le cytoplasme
du lymphocyte. Elle se réalise par : (i) la collecte de complexes antigénes-RCB via la formation de
complexes antigénes-RCB et d'adhésion, la polymérisation d'actine localisée puis une contraction
de I'actine et (ii) I'extraction des complexes antigénes-RCB soit par voie chimique, soit par forces
mécaniques. Dans cette theése on va particulierement s'intéresser a la phase d'étalement dont le but
est la collecte d'antigénes et le lien entre les forces produites par les lymphocytes B pour réaliser

cette phase.
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1.3 La microfluidique : un outil pour isoler des cellules

La microfluidique est une branche de la mécanique des fluides portant sur la manipulations des
trés faibles volumes de fluides allant de 1072 & 1078 litres. Elle a joué un rdle déterminant dans
les derniéres avancées en biologie [82] car elle a permis d'isoler des cellules les unes des autres
dans I'espace et sur des durées controlées grace a des petits récipients a cellule appelés "pieges".
Ce degré de précision rend possible de tester un trés grand nombre de composés simultanément a
I'échelle d'une cellule seule sur des centaines voire des milliers d'échantillons. Ceci ouvre un nouveau
champ de possibilités dans I'étude des cellules et des traitements médicamenteux. A ce propos, on
entend méme parler de I'arrivée potentielle d'une révolution informatique transposée a la biologie
permettant de générer du "Big Data" biologique [66].

Cependant, la microfluidique n'échappe pas aujourd’hui a de réelles difficultés techniques dans sa
pratique et la conception de systémes microfluidiques dans un but précis reste un véritable challenge
[82]. L'approche numérique simulant les écoulements a cette échelle a permis de résoudre nombre
de ces problemes de conception, notamment pour la détermination des conditions de chargement du
fluide sur des cellules, I'apport en oxygene et en nutriments, les conditions de température [82] ...
En 2017, un systéme de réseau de pieges microfluidiques pour I'assemblage de cellules par paires est
proposé par Skelley et al [34]. Il constitue un outil trés prometteur pour étudier un trés grand nombre
de synapses immunologiques. Un tel dispositif a pu étre reproduit par I'équipe de Jacques Fattaccioli
a l'institut Pierre-Gilles de Gennes (IPGG) mais de grandes difficultés techniques ont été rencontrées
sur : le remplissage des pieges microfluidiques [72], la détermination des conditions de chargement
fluide [85] des cellules piégées et la détermination des forces générées par les lymphocytes B dans
les synapses immunologiques reproduites in vitro [85]. L'objectif de cette thése consiste a trouver
des solutions a ces problemes limitant grandement I'acces a de nouvelles données sur la synapse

immunologique.

1.4 Problématiques

Dans cette these, nous souhaitons répondre a quatre questions soulevées par les biologistes dans

le cadre de I'étude in vitro de la synapse immunologique B :

— Comment peut-on favoriser la capture d'objets micrométriques dans les réseaux de pieges

microfluidiques ?
— Peut-on aller jusqu'a optimiser un réseau de piéges pour la capture d'objets micrométriques ?

— Quelles conditions d'écoulement appliquer au fluide pour que les lymphocytes soient dans

des conditions représentatives de I'in vivo?

— Peut-on estimer les forces de contact transmises dans une synapse immunologique B dans

12



1.4. PROBLEMATIQUES

un réseau de pieges microfluidiques ?
Les chapitres suivants se focalisent spécifiquement sur chacune de ces problématiques prises

séparément et dans le méme ordre. A chaque chapitre, des éléments de contexte et de littérature

seront ajoutés localement afin d'éviter au lecteur de revenir régulierement sur cette introduction.
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Chapitre 2

Amélioration de la capture d'objets micro-
métriques en réseaux de pieges microflui-
diques

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Jacques Fattaccioli (IPGG), Marie-Caroline Jullien
de I'Institut de Physique de Rennes (IPR) et Olivier Mesdjian (IPGG). Il a pour objectif d'identifier
les phénomenes physiques favorables au remplissage de réseaux de pieges microfluidiques. Pour ce
faire, on construit un modeéle numérique simulant I'écoulement et la capture de particules dans le

réseau de pieges développé par Mesdjian et al [72] dans I'équipe de Jacques Fattaccioli a I'lPGG.

2.1 Introduction

2.1.1 Puces microfluidiques, piéges et réseaux de pieges

2.1.1.1 Principe de fonctionnement

Les puces microfluidiques destinées a la capture d'objets micrométriques peuvent avoir des formes
trés différentes mais ont certaines similitudes : elles sont en général obtenues par association en série
et/ou paralléle de plusieurs chambres microfluidiques (aussi appelées "cellules") connectées entre-
elles par des micro-canaux. On explique ici le principe de fonctionnement de ces puces sur |'exemple
du réseau de pieges de Di Carlo et al [22] Figure 2.1. Les micro-canaux ont une forme élancée dans
la direction de I'écoulement et ont pour fonction le transport rapide de la solution (Figure 2.1A). Les
chambres microfluidiques sont des versions élargies des micro-canaux dans une ou deux directions
transverses a |'écoulement et, si une seule dimension est élargie, on parle de chambre de Hele-Shaw
(Figure 2.1B). Quand la puce microfluidique a pour fonction I'isolement d'objets micrométriques,
les chambres contiennent des éléments appelés pieges microfluidiques qui sont disposés de maniere
stratégique dans |'espace, formant un réseau (Figure 2.1B et C). La fonction d'un piége microfluidique
est d'isoler un ou une faible quantité d'objet(s) du reste de la solution. Les piéges peuvent étre actifs
ou passifs dans le sens ou ils nécessitent un apport d'énergie autre que celle de I'écoulement ou
non pour fonctionner. Dans le cas de piéges passifs, il s'agit d'un ensemble de parois permettant le

passage du solvant a travers une ouverture suffisamment petite pour ne pas autoriser la traversée
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des objets (Figure 2.1 D). Ainsi, tant que I'écoulement de la solution est maintenu, les objets restent
isolés et comprimés contre les parois des pieges par |'écoulement. |l est par ailleurs simple de retirer les
objets des piéges en inversant le flux. Cependant, méme apres un long temps d'injection, il apparait

qu'un certain nombre de piéges restent inoccupés par les objets [36] [34] [22], ce qui souléve le
probleme de I'efficacité de remplissage du réseau de pieges.

Direction du flux

Réseau de piéges

Chambre (de Hele Shaw)

D

Direction du flux
—

Direction du flux

<

Réseau de piéges Piege vu de cété

FIGURE 2.1 — Elements principaux constituant une puce microfluidique pour la capture d’objets
micrométriques. A : schéma global de la puce. B : zoom sur quatre chambres contenant un réseau
de piege chacune. C : zoom sur quelques pieges en cours de remplissage. D : schéma de la vue de

c6té du piege, un objet (vert) est piégé et le fluide peut le contourner en passant par I'ouverture.
Images adaptées de [22].
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2.1.1.2 Puces a deux étages

Le procédé de fabrication des puces microfluidiques permet de générer une assez grande variété
des formes car il s'apparente au moulage (il sera plus détaillé au chapitre 3). Cependant, il nécessite
une symétrie plane des formes a obtenir. Pour contrer ce probléme, une astuce consiste a "empiler"
deux couches de matiére de formes différentes I'une sur I'autre. On parle de puce "a deux étages".
La puce de Di Carlo et al [22] (Figure 2.1) en est un exemple : on ne voit pas les ouvertures des
pieges sur la vue de dessus (Figure 2.1C) alors qu'elles sont visibles en vue de c6té (Figure 2.1D).
L'intérét d'avoir deux étages est par exemple d'obtenir des plus grandes ouvertures de piéges. Cette
astuce peut améliorer le remplissage du réseau de pieges mais complique beaucoup le procédé de
fabrication. Nous verrons dans ce chapitre et le chapitre suivant qu'il existe des solutions plus simples

a ce probléme.

2.1.2 Réseaux de pieges microfluidiques dans la littérature

Dans cette section, on présente différentes technologies de réseaux de pieges avec leurs appli-
cations associées ainsi que leur efficacité, ensuite on se focalise sur le choix du réseau de pieges
qui a été mis en place au sein de I'équipe de Jacques Fattaccioli a I'lPGG pour étudier la synapse

immunologique in vitro avec les expériences de captures associées.

On peut utiliser des réseaux pieges pour isoler des objets de natures différentes, en des nombres
différents et de différentes manieres. Par conséquent, il est possible de classer les réseaux de pieges
de plusieurs facons. Nilsson et al [32] publient en 2009 une classification en fonction du phénomeéne
physique provoquant la capture : aspiration par valves, écoulement hydrodynamique, lasers, champs
électriques non-uniformes (di-électrophorese) et par champ magnétique. Une autre classification est
suggérée en 2017 par Narayanamurthy et al [73] : (i) avec contact des objets sur les parois des
pieges et (ii) sans contact avec les parois, chaque catégorie pouvant encore se subdiviser. Le nombre
d'articles présentant des réseaux de pieges microfluidiques étant relativement élevé, on se focalise
sur les réseaux de pieges passifs. En effet, bien que I'utilisation de piéges actifs peut grandement
faciliter la capture, leur fabrication et leur utilisation sont souvent complexes a mettre en ceuvre.
On propose ici une classification simple et non-exhaustive des réseaux de pieges passifs (utilisant
seulement I'écoulement fluide pour capturer) a partir de la facon dont sont positionnés les pieges dans
les chambres. On s'intéresse en particulier a I'efficacité de ces différents dispositifs et a la possibilité
de capturer des objets de natures différentes par paires. On distingue trois types de réseaux de
pieges : des réseaux unidimensionnels (1D) série ou plusieurs piéges sont connectés en série via un
canal principal transportant la solution, des réseaux 1D parallele ou les pieges sont connectés en
paralléle a partir d'un méme canal principal et des réseaux bidimensionnels (2D) ou les piéges sont

distribués en surface dans une chambre.
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2.1.2.1 Réseaux unidimensionnels en série

Un premier réseau de pieges 1D série est présenté en 2007 par Tan et al dans une chambre dite
"en serpentin" pour la capture de gouttes [27]. Dans cette chambre, les pieges sont disposés en ligne
dont I'entrée et la sortie sont connectées par un canal principal en forme de serpentin (Figure 2.2A).
Entre chaque coude a 180° du canal principal est placé un piege qui est traversé par une partie du
débit injecté. La forme de cette chambre en apparence complexe ne I'est pas au sens du procédé
de fabrication car elle n'a qu'un seul étage. Cette disposition de piéges en série permet d'avoir le
méme débit traversant chaque piége indépendamment du remplissage des autres pieges amont, ce
qui simplifie grandement la conception du réseau piege. Des variantes de ce réseau serpentin sont
ensuite apparues : Iwai et al en 2011 ajoutent des piliers a la sortie des pieges facilitant la capture de
gouttes [42] et Jin et al disposent les pieges de maniére alternée au niveau des coudes pour la capture
d'une cellule par piege [62]. Enfin, Yesilkoy et al proposent en 2016 un réseau 1D série relativement
différent pour la capture de cellules seules : en amont de |'entrée de chaque piege est placé un
chevron avec une ouverture qui force le passage des cellules dans les pieges [70] (Figure 2.2B). Une
fois qu'un piége est occupé, les cellules suivantes sont déviées pour rejoindre les autres pieges vides
en aval. En plus de démontrer un remplissage de 90% avec un seul étage, Yesilkoy et al soulévent
la question du chargement hydrodynamique recu par les cellules et montrent que la différence de
pression aux bornes de leurs piéges est 10 fois inférieure a celle de la chambre en serpentin (pour la
méme vitesse de remplissage). Ceci peut éviter d'induire des déformations non-voulues aux cellules,
et de limiter une éventuelle réponse biologique a la contrainte mécanique appliquée sur les cellules
(mécanotransduction). Bien que les réseaux 1D série soient trés efficaces pour isoler un objet par
piege, I'agencement en série des pieges semble poser probleme quand il s’agit de capturer des objets
par paires. En effet, si les ouvertures des pieges sont concues pour recevoir deux objets, il est fort
probable que les piéges en amont se remplissent de plusieurs objets (de méme nature) avant que
des pieges en aval ne soient occupés. D'autre, part, il ne semble qu'aucune étude n'ait a ce jour

démontré une efficacité des réseaux 1D série pour la capture d'objets par paires.

2.1.2.2 Réseaux unidimensionnels en paralléle

Les réseaux 1D paralléle sont moins nombreux dans la littérature. Ce type de réseau est d'abord
proposé en 2009 par Yamaguchi et al avec une seule rangée de piéges connectant deux canaux prin-
cipaux droits aux entrées et sorties indépendantes (Figure 2.3A) [37]. En 2011, Chung et al décident
d'ajouter des coudes entre les deux canaux principaux, la chambre ainsi obtenue est connectée en
série avec d'autres chambres semblables ce qui recrée une chambre serpentin mais avec plusieurs
pieges en paralléle entre les coudes. Le réseau de pieges est alors beaucoup plus dense qu'un réseau
1D série et avec 95% des pieges occupés par une seule cellule [40]. Le réseau de Yamaguchi et al est
enfin réétudié numériquement en 2014 par Deng et al pour optimiser sa géométrie [53]. Les réseaux
1D parallele ont montré qu'il est possible d'avoir un grand nombre de pieges occupés par un seul
objet avec une densité de piéges plus élevée que pour les réseaux série. En revanche, les expériences

de Chung et al [40] soulignent une grande difficulté a contrdler le nombre d'objets par piéges quand
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FIGURE 2.2 — Exemples de réseaux de pieges 1D série. A : réseau en serpentin de Tan et al, les
pieges sont connectés entre-eux par un canal principal en serpentin et le remplissage est progressif
dans le sens de I'écoulement B : réseau 1D série a chevrons de Yesilkoy et al. Images adaptées de
[27] et [70].

celui-ci dépasse I'unité (Figure 2.3B).

2.1.2.3 Réseaux bidimensionnels

Les réseaux 2D ont pour avantage clair leur densité de pieges potentiellement trés élevée qui
permet des études sur des nombres d'échantillons tout aussi grands. Di Carlo et al proposent en 2006
un réseau 2D rectangulaire organisé en quinconce et a deux étages pour la capture d'une cellule par
piege (Figure 2.4A) [22]. La disposition en quinconce a pour but de répartir le plus équitablement
possible les débits qui traversent les pieges et le deuxiéme étage de PDMS augmente la taille de
I'ouverture des pieges pour maximiser le débit a travers les pieges. Di Carlo et al montrent que les
dimensions des pieges déterminantes pour contrdler le nombre d'objets par piége. Le taux de pieges
a un seul objet est de 50%, pour un peu moins de 80% de piéges occupés par au moins une cellule.
A partir de 2009, le nombre d'articles sur les réseaux 2D a beaucoup augmenté. On retient le travail
de Wlodkowic et al [36] qui capturent des cellules cancéreuses avec un réseau 2D triangulaire en
quinconce de 440 piéges par chambre et a un seul étage (Figure 2.4B). L'efficacité de remplissage
est comprise entre 10% et 15% ce qui montre que les réseaux 2D a un seul étage sont encore
grandement améliorables méme pour la capture d'un seul objet par piege.

Skelley et al proposent en 2009 un premier réseau 2D en quinconce pour |'assemblage d'objets par
paire (Figure 2.5). Ce réseau a permis d'assembler correctement des paires sur 70% des piéges et

de remplir 80% des piéges au total dans le meilleur des cas. Un tel résultat nécessite cependant une
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FIGURE 2.3 — Exemples de réseaux de pieges 1D paralléle. A : réseau paralléle en une ligne de

Yamaguchi et al. B : réseau parallele de Chung et al, des coudes a 180 degrés sont ajoutés aux
extrémités ce qui recrée une chambre serpentin avec plusieurs pieges disposés en paralléle. Les images
de capture montrent |'effet des modifications des dimensions sur le nombre de cellules par piége.
Figures adaptées de [37] et [40].

géométrie a deux étages (Figure 2.5B) et un protocole spécifique de remplissage par "inversion de
flux" (Figure 2.5A) qui est compliqué a mettre en oeuvre [72]. En 2011, Bai et al [38] utilisent le

méme protocole d'inversion de flux et arrivent a des résultats tres similaires en termes de remplissage.

2.1.2.4 Bilan sur les réseaux de pieges dans littérature

On retient les informations suivantes :

— les réseaux de pieges 1D série et parallele peuvent-étre trés efficaces mais ne permettent a

priori pas une capture d'objets par paires;
— les réseaux 2D ont montré une certaine efficacité pour la capture d'objets par paires. Cepen-
dant leur fabrication et utilisation sont complexes a mettre en ceuvre car elles nécessitent un

protocole en inversion de flux et une géométrie a deux étages [34](38];

— les réseaux 2D a un seul étage sont trés difficiles a remplir comme le montrent Wlodkowic
et al [36].
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FIGURE 2.4 — Exemples de réseaux de piéges 2D utilisés pour isoler un seul objet par piege. A :
réseau 2D rectangulaire de Di Carlo et al [22]. B : réseau 2D triangulaire de Wlodkowic et al [36].
Images adaptées de [22] et [36].

Dans ce contexte, |'équipe de Jacques Fattaccioli cherchant a apparier des gouttes avec des cellules
pour reproduire des synapses immunologiques, s'est naturellement dirigée vers des réseaux de pieges

2D en partant de la géométrie de Skelley et al [72].

2.1.3 Problématique du remplissage des réseaux bidimentionnels

Les premiers réseaux de piéges fabriqués a I'lPGG pour I'étude de la synapse immunologique sont
constitués d'une centaine de piéges disposés en quinconce avec un seul étage en respectant au mieux
les recommandations de Skelley et al [34]. Le protocole de remplissage par inversion de flux ne s'est
pas révélé plus efficace qu'un protocole standard en injectant d'abord des gouttes puis des cellules
de la méme maniere [72]. Cependant, |'efficacité de remplissage du réseau de piéges reste faible :
une grande partie des piéges restent vides. Ce probléme de remplissage semble rejoindre les résultats
de Wlodkowic et al [36] qui obtiennent 10% a 15% d'efficacité de remplissage sur des réseaux a
un seul étage. Par conséquent, des manipulations supplémentaires concentrées sur |'amélioration de
I'efficacité de remplissage ont été menées. Dans un premier temps, le réseau de pieges n'a pas été
modifié, uniquement la géométrie des canaux d’entrée et de sortie dans la chambre microfluidique a
été changée pour deux configurations : (i) une chambre symétrique ou I'entrée et la sortie occupent
toute la largeur de la chambre via un divergent (chambre droite Figure 2.6A) et (ii) une chambre ou
les canaux d'entrée et de sortie sont décalés dans la direction transverse de I'écoulement (chambre
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Inversé 1

FIGURE 2.5 — Réseau de piéges de Skelley et al. A : protocole de remplissage par inversion de flux.
Un objet 1 (vert) est injecté en flux inversé, ce qui positionne les objets 1 a I'arriére des pieges. Le
flux est retourné ce qui piége les objets 1. Enfin, les objets 2 sont injectés dans le sens standard

pour créer des paires. Images adaptées de [34].

décalée Figure 2.6B).
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FIGURE 2.6 — Images des moules des chambres fabriquées par Mesdjian et al [72]. Les piéges sont
disposés en quinconce et les chambres résultantes de ces moules ont un seul étage. A : chambre
droite, les canaux d'entrées et sorties sont élargis grace a des divergents. B : chambre décalée, un
décalage entre le canal d'entrée et de sortie créer un angle d’environ 20 degrés dans I'écoulement

("écoulement oblique"). Images adaptées de [72].

La Figure 2.7 montre les remplissages obtenus par Mesdjian et al [72] avec des particules en polysty-
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réne. Ces particules sont fluorescentes de sorte a pouvoir visualiser le remplissage plus simplement
en laissant une trainée derriere elles. On constate que la chambre droite a divergent permet un fort
remplissage des premiéres rangées de piéges avec une grande partie du réseau vide en aval (phéno-
mene de "boite vide") tandis que la chambre oblique offre un remplissage beaucoup plus complet

mais avec certains piéges vides en des endroits dispersés dans la chambre.

2.1.4 Position du probleme

Nous souhaitons comprendre comment peut se produire une telle différence d'efficacité de rem-
plissage entre les chambres droite et décalées de Mesdjian et al [72]. Pour ce faire, nous avons décidé
de construire un modeéle numérique permettant de simuler le remplissage des différentes chambres

qui ont été testées. On propose alors le plan d'étude suivant :

— une étude de la littérature concernant les différents modéles de capture afin de choisir une
méthode adéquate;

— une présentation du modele qui a été retenu avec les résultats qu'il amene en comparaison
avec les expériences ;

— une interprétation physique du phénomeéne observé.

Chambre droite

'EE TR R

FIGURE 2.7 — Remplissages des chambres droite et décalée en fluorescence par microscopie optique.
Une zone de vide ("boite vide") s'observe dans la chambre droite et non dans la chambre décalée
qui comporte des pieges vides de maniere plus disperse. Images adaptées de [72].
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2.2 Simulations de capture dans la littérature

Si beaucoup de modeles existent sur I'étude de billes, gouttes, cellules ou sphéroides dans des
chambres microfluidiques, assez peu s'intéressent aux phénomeénes de capture de ces objets [82].
Sheidaei et al proposent une revue de littérature d'une centaine d'articles avec modeéles numériques
simulant la mécanique des cellules dans des systémes microfluidiques [82]. Cet article met en avant
différents objectifs d'études de ces modeéles dont la capture des cellules mais cette catégorie ne
comporte que huit articles dont deux portent sur des pieges actifs [26] [79]. On étend le champ de
recherche au piégeage passif de toute catégorie d'objets micrométriques. On propose ici une revue
trés simple catégorisant les modeles par niveaux de description des objets a capturer. |l va de soi

que plus la description de I'objet a capturer est précise, plus le coiit de calcul est élevé.

2.2.1 Modeéles hydrodynamiques

Les modeéles hydrodynamiques (ou "CFD" pour "Computational Fluid Dynamics") simulent
I'écoulement d'un fluide dans un domaine fluide €2;. De maniere trés générale, la simulation se
base sur la résolution approchée de |'équation d'équilibre dynamique avec |'équation de conservation
de la masse dans le domaine étudié €2;. Si 2; ne contient ni source, ni puits et si le fluide est new-
tonien dans des conditions qui rendent sa compressibilité négligeable, I'équilibre dynamique revient
a considérer I'équation de Navier-Stokes et la forme incompressible de la conservation de la masse :

—Vp+p VQQ + fo = 3(aptv) +0.V(pv) dans Qy

V=0 dans €

(2.2.1)

ou p est le champ de pression, p la viscosité dynamique, v le champ de vitesse, f, les forces
volumiques et p la masse volumique. Les écoulements étudiés sont en général stationnaires et a bas

nombre de Reynolds, ce qui améne au jeu d'équations de Stokes incompressible :

2
~Vp+uVu+f,=0 dansQy

(2.2.2)
V=0 dans €

La résolution de ce jeu d'équations (avec conditions limites) par une méthode numérique permet
le calcul du champ de pression p et du champ de vitesse v. Avec le champ de vitesse, les calculs
du débit traversant un piege (), et du débit injecté en entrée de chambre (). sont accessibles par
intégration du champ de vitesse sur les frontiéres d'entrées des pieges. A partir de ces débits, on
peut calculer I'efficacité de capture E; du piege i comme le rapport de débits (aussi appelée "Q,qti0"
ou "trapping probability") :

Qu

B =
Qe

(2.2.3)
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(Qpi étant le débit de fluide traversant le piege i. C'est en cherchant a maximiser £; que sont appa-
rues les premieres études d'optimisations de géométries de réseaux de pieges.

De cette maniére, Kobel et al [39] proposent une étude d'optimisation de la géométrie d'un
unique piége placé en paralléle entre deux canaux principaux (piege de type Yamaguchi et al [37]).
Cette équipe a effectué plusieurs simulations pour différentes longueurs de canaux principaux (Figure
2.8A) et ont identifié la facon dont croit I'efficacité de capture avec ce paramétre sur trois valeurs

(Figure 2.8B). Leurs résultats sont en accord avec ceux prédits par Tan et al [27].

A . B

M
5a
E Nt ] o 4.
[ o
& 3 4
b= =
B -l Measured
C 5 ;
° Simulated
A 4 ] e 1 -~ Predicted
E l 0 L T T T
- 1 2 3 4

Main channel length / mm

FIGURE 2.8 — Modeéle hydrodynamique d'optimisation d'un piége de Kobel et al [39]. A : géométrie
du piege de Deng et al [53], I'optimisation est faite sur la longueur du canal principal pouvant varier
d'une longueur AL. B : évolution de I'efficacité de capture dans le piege de Deng et al [53] sur trois
valeurs de longueur de canal principal. Les résultats des simulations (courbe bleu ciel "Simulated")
sont en accord avec les mesures expérimentales (courbe bleu foncé "Measured") et celles de Tan et
al [27] (courbe rouge "Predicted"). Images adaptées de [39].

Deng et al ont étendu I'étude d'optimisation a un réseau de piége 1D paralléle entier en 2014 (Figure
2.9A) [53]. L'optimisation est faite sur |'objectif de maximiser |'efficacité de capture du premier piege
rencontré par le fluide (E,). Les différents paramétres testés sont les sens d'écoulements dans les
canaux principaux (entrée, sortie ou pas d'écoulement) et les dimensions des ouvertures des pieges.
La configuration la plus efficace correspond a une seule entrée et une seule sortie, ce qui force le

flux a traverser les piéges et revenir dans le sens contraire (deuxieme configuration Figure 2.9A).

Jin et al [62] ont ensuite optimisé la géométrie du réseau en serpentin en s'intéressant a |'efficacité
de tous les pieges : I'histogramme des F; a augmenté pour tout piége i du réseau [62]. L'optimisation
de réseaux de pieges sur I'objectif du ratio de débits n'a cependant pas été utilisée sur les réseaux de

pieges 2D, on expliquera plus tard en premiers résultats en quoi cela est particulierement complexe.
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FIGURE 2.9 — Modele hydrodynamique de Deng et al [53]. A : géométrie du modele. A chaque
extrémité des canaux principaux (1,2,3 et 4) les conditions limites sont modifiées sur trois possibilités :
entrée (inlet "I"), sortie (outlet "O") ou écoulement interrompu (wall "W"). Premiére configuration :
|0IO, deuxieme : IWOW. B : efficacité de capture du premier piege (le plus proche de I'extrémité 1)
en fonction de six configurations possibles pour les extrémités dans I'ordre : 1,2,3,4. La configuration
optimale est la deuxieme de la figure A : IWOW. Images adaptées de [53].

2.2.2 Modeles particulaires

Les modeles particulaires considérent la présence de masses ponctuelles dans I'écoulement que
I'on appelle "particules”. Ces particules peuvent étre utilisées comme traceurs pour mieux comprendre
I'écoulement du fluide ou pour modéliser les objets a capturer. En général, le mouvement des

particules est simulé par I'équilibre dynamique de chaque particule :

d(m,, %)

e F,  pour toute particule (2.2.4)

ol m,, est la masse de la particule, v, la vitesse de la particule (définie du point de vue lagrangien)
et F, la résultante des forces extérieures sur la particule. Il existe d'autres méthodes, par exemple
énergétiques basées sur les équations de Lagrange ou de Hamilton mais ne semblent pas avoir été

appliquées a la capture dans les réseaux pieges. Le couplage de I'écoulement fluide sur le mouvement
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des particules est obtenu en considérant une force de frottement fluide sur la particule proportionnelle
a la vitesse relative de la particule par rapport au fluide porteur :

Fo=X (v—1p) pour toute particule (2.2.5)

ou A, est une constante caractéristique dépendante de la nature de |'objet dans I'écoulement. Dans
le cas de spheres solides rigide, on retrouve la formule bien connue de Stokes avec A\, = 6 TR, 1 ol
R, est le rayon de la sphére. Par ailleurs, il est possible de considérer d'autre forces via ce terme :
forces de pression, gravité, collisions entre particules... Ce jeu d'équations, avec celui de Stokes in-
compressible est suffisant (aprés ajout de conditions limites et initiales) pour poser le probleme de
couplage unidirectionnel du fluide sur les particules : en premiere étape, |'écoulement stationnaire
sans particule est calculé par les équations de Stokes incompressible, ce qui donne v. Ensuite, il est
possible de calculer la force de frottement sur les particules et résoudre I'équilibre dynamique des
particules a chaque instant. Le probléme de couplage bidirectionnel prend en compte la modification
de I'écoulement a chaque pas de temps. Ainsi, une force volumique supplémentaire peut étre ajoutée
dans I'équation de Stokes, dépendante de la position de la particule a chaque instant. Cette force
volumique peut par exemple étre définie comme |'opposée de la force de frottement divisée par
le volume de I'élément discrétisant I'espace qui contient la particule a |'instant ¢, ce qui respecte
le principe des actions réciproques. Le couplage bidirectionnel des modeles particulaires demande
cependant de recalculer I'équation de Stokes incompressible a chaque pas de temps, ce qui peut

grandement augmenter le temps de calcul.

En suivant la méthode expliquée ci-dessus, un premier modéle particulaire en couplage unidirec-
tionnel est proposé par Kim et al en 2008 [28]. Ceux-ci s'intéressent a la distribution de cellules
capturées dans un réseau 2D de neuf pieges dans une chambre circulaire (Figure 2.10). Différentes
géométries de pieges sont testées (en "U", en ligne, avec une ou deux ouvertures, en modifiant lége-
rement les positions des piéges...) Le nombre de particules capturées est tres variable en fonction des
géométries testées autant en simulations qu'en expériences. La forte ressemblance entre les résultats
numériques et expérimentaux semblent confirmer une certaine efficacité des modéles particulaires
pour comprendre la capture en réseaux de piéges 2D avec un grand nombre d'objets modélisés (une
centaine ici). Un résultat intéressant est I'effet de briser la symétrie dans la position d'un piege :
sur la configuration représentée Figure 2.10A, le réseau de pieges est symétrique tandis que sur la
Figure 2.10B le piege proche de la sortie est Iégerement décalé vers la droite. Ceci a un effet notable
sur la vitesse de |'écoulement et est drastiquement efficace pour la capture des particules dans le
piege inférieur. En 2019, Sohrabi Kashani et al [81] utilisent les particules pour calculer I'efficacité
de capture de leur réseau 2D de 14 pieges. Ces auteurs rappellent qu'a bas nombre de Reynolds et
en régime stationnaire, les trajectoires des particules sont confondues avec les lignes de courants si
les collisions entre particules et sur les parois sont négligeables. Quantifier I'efficacité de capture en
suivant le critére de débit est par conséquent équivalent a effectuer le rapport entre le nombre de

particules qui traversent un piege IV,; et le nombre total de particules simulées N, :
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FIGURE 2.10 — Modele particulaire de Kim et al en couplage unidirectionnel sur deux géométries
différentes. La géométrie A est symétrique et un décalage horizontal de la position du piege inférieur
est introduit sur la géométrie B. Le champ de vitesse fluide est représenté premiere colonne "Vitesse",
les positions des particules en deuxiéme colonne "Particules" et les cellules vues en microscopie sont
affichées en derniére colonne "expérience". Images adaptées de [28].

N,

E,,=——
DI
Noptot

(2.2.6)

ou I, est I'efficacité de capture du piege 7. Pour avoir une valeur relativement précise de |'efficacité
de capture il faut par conséquent étudier un grand nombre de particules. Comme pour le rapport de
débits, on peut construire |I'histogramme des efficacités de capture des pieges avec cette définition
ce qui a permi d'optimiser la géométrie du réseau de piéges sur trois configurations différentes [81].

2.2.3 Modeéles d’interaction fluide-structure

Les modeles d'interaction fluide-structure (IFS) sont les plus précis dans la description des objets

car ils prennent en compte le domaine qu'occupent les objets dans |'espace en plus de permettre
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le calcul du champ de contrainte et de déformation des solides au cours du temps. Les modeles
IFS se basent sur deux domaines distincts : un domaine fluide €2y et un domaine solide (2, avec
une interface I'y, entre les deux. L'écoulement est modélisé par le jeu d'équations de Navier-Stokes

incompressible et celui du solide par son équilibre dynamique :

9%u

V.os + fos = p e dans € (2.2.7)

Ou o, est le tenseur des contraintes du solide, f,, les forces volumiques du solide, p la masse
volumique du solide et u le champ de déplacement du solide. L'action du fluide sur le solide se
détermine par la continuité de la contrainte a la traversée de I't,, en cohérence avec le principe des

actions réciproques :

ogsnstopng=0  surly, (2.2.8)

ou n, est la normale sortante a ), o le tenseur des contraintes du fluide et 7 la normale sortante a
(2¢. L'action du solide sur I'écoulement peut se modéliser par la condition limite usuelle de continuité

de la vitesse entre fluide visqueux et solide :

v = (ZZL sur I'yg (2.2.9)
Bien qu'il existe une facon de définir un couplage unidirectionnel en ignorant la modification de
I'écoulement via une force volumique dans I'équilibre du solide [71], on parle de modeéle IFS quand
le couplage est bidirectionnel. Il existe plusieurs facons de réaliser le couplage bidirectionnel : en
résolvant séparément le probléeme fluide du probléme solide (couplage faible ou "ségrégé") a chaque
instant, ou en considérant un unique systeme d’équations comprenant celles du probleme fluide et

solide (couplage "fort") qu'il faut résoudre en une seule étape.

Ainsi, Xu et al [49] proposent en 2013 un premier modeéle IFS en couplage faible de capture de
billes dans un réseau 2D de 18 pieges. Une premiere bille est placée en amont du réseau de pieges
dans la chambre. Elle est emportée dans |'écoulement et entre dans un premier piege ce qui empéche
totalement la circulation du fluide a travers le piége (car le modéle est 2D, Figure 2.11). Ainsi quand
une deuxieme bille est injectée a la méme position initiale que la premiere, sa trajectoire est déviée
quand elle s'approche du piege rempli (Figure 2.11C). Cec un couplage bidirectionnel. On note par
ailleurs que le champ de vitesse est modifié dans le piége mais trés peu autour du piege. De plus,
on peut deviner que les trajectoires des centres de masses des billes restent paralleles aux lignes de
courants sans que les billes n’entrent en contact. Ceci est une conséquence de la faiblesse des effets
d’inerties devant ceux de viscosité (ie bas nombre de Reynolds). Cette simulation est en revanche
trés coliteuse en temps de calculs du fait de la fine discrétisation en espace qu'elle demande par
sa géométrie multi-échelle. Par conséquent, elle est limitée a un nombre assez faible de pieges et
d'objets.
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FIGURE 2.11 — Modele IFS 2D a couplage faible de Xu et al. L'échelle des couleurs représente la
norme du champ de vitesse. A : champ de vitesse en configuration initiale, la bille est initialement
a I'arrét. B : positions successives de la premiere bille qui entre dans un piege a t = 0,6s. C : une
deuxiéme bille a la méme position initiale est injectée. Elle s'approche du piege puis est déviée sur
le co6té du piege rempli.

Le méme type de modeéle IFS est ensuite utilisé en 2016 par Yesilkoy et al [70] pour leur réseau de
pieges 1D série a chevrons présenté précédemment. Tout comme Xue et al, Yesilkoy et al étudient
la déviation d'une bille a I'approche d'un premier piege déja rempli. Cette simulation a permis de
montrer que le deuxiéme objet entre bien dans le deuxieme piége positionné en série du premier.
En 2015, Khalili et al [63] s'intéressent a la facon dont évolue la résistance hydraulique d'un piege
de type serpentin de Tan et al en fonction de son remplissage[63]. Avec un modele IFS, Khalili et
al re-démontrent que la longueur du canal principal entre les coudes est un parametre déterminant
pour la capture. En 2017, Rousset et al [75] étudient les pieges de type "puits", c'est-a-dire dont le
principe de capture repose sur la gravité. Leur modeéle IFS a permis de dimensionner la profondeur
des puits sur deux critéres : empécher la remontée des objets par les tourbillons générés a I'entrée

des pieges et limiter la contrainte de cisaillement s’exercant sur les objets. En effet, les cellules étant
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sensibles au cisaillement, les modéles IFS fournissent un outil trés utile pour quantifier la contrainte
de cisaillement des cellules. Dans ce méme but, Sohrabi-Kashani et a/ [81] utilisent en 2019 un
modele IFS. Bien que plus rares dans le domaine de la capture d'objets, il existe d'autres facons
de construire des modeles IFS. On cite par exemple les modéles Lattice-Boltzmann couplés avec
la méthode des frontieres immergées qui ont démontré permis d'étudier la circulation des globules
rouges et blancs dans des canaux trés fins [44] [51]. Cette méthode représente la méme physique
énoncée plus haut mais en utilisant des équations a une échelle plus faible a partir de particules.
Enfin, quand I'objet étudié est un fluide (goutte, bulle...), on peut voir le probleme comme I'étude
d'un seul fluide a plusieurs phases. On cite par exemple les méthodes level-set et phase field qui se

basent sur ce principe [30] [20].

2.2.4 Bilan et choix de modélisation

On retient les informations suivantes :

— les modeles hydrodynamiques offrent un calcul rapide de I'efficacité de capture des pieges
d'un réseau en se basant sur le rapport de débit;

— les modeles particulaires en couplage unidirectionnel permettent d'étudier un grand nombre
d'objets et calculent I'efficacité de capture des piéges en comptant les particules qui tra-
versent les pieges;

— les modeles IFS bien que précis sont tres difficiles a mettre en oeuvre dans une géométrie
multi-échelle avec un grand nombre d'objets a simuler, nous n'avons pas trouvé de calculs

d'efficacité de capture avec ces modeéles.

Le réseau que I'on étudie est constitué d'une centaine de pieges avec un rapport de 1000 entre la plus
petite et la plus grande dimension : c'est une géométrie multi-échelle. De plus, nous avons besoin
d'étudier un trés grand nombre d’'objets (quelques centaines). Ceci exclue d'entrée un modele IFS.
La forte densité de pieges de notre réseau nous améne a penser que les débits traversant les pieges
peuvent en traverser d'autres en aval. Ce phénoméne de "partage des flux" entre piéges laisse penser
que le rapport de débit n'est pas une grandeur fiable pour évaluer I'efficacité de notre réseau 2D.
Cette hypothese reste cependant a vérifier. On s’est donc dirigé vers un modéle hydrodynamique

particulaire qui nous permet a la fois de tester cette hypothése et d'étudier le phénomene voulu.
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2.3 Modele hydrodynamique a particules

On présente ici les différentes caractéristiques du modele hydrodynamique a particules : sa géomé-
trie, les équations physiques du phénomeéne considéré avec ses hypotheses et ses conditions limites.

Enfin, on explicite la stratégie de résolution employée avec les méthodes numériques choisies.

2.3.1 Géométrie paramétrée

La Figure 2.12A présente la géométrie paramétrée du modele d’hydrodynamique. La chambre
n'a qu'un seul étage (une seule couche de PDMS), sa géométrie nominale est donc symétrique dans
la direction de sa profondeur (O, e,), on décide donc d’utiliser une géométrie 2D. On géneére d'abord
un rectangle représentant la chambre microfluidique sans ses pieges, puis la géométrie d’'un piege
par union de plusieurs rectangles et opération de symétrie. Le réseau de piege €2, est ensuite obtenu
par répétitions de la géométrie du piege. On définit le domaine fluide 2y comme étant la différence
entre le rectangle de la chambre et €2,.. La position et la forme de chaque rectangle constituant la
géométrie sont paramétrées par les coordonnées d'un point (coin inférieur gauche) et ses dimensions
(longueur et largeur). Les canaux d'entrée et de sortie sont représentés par les segments I, et Iy

respectivement. Les parois de la chambre sont représentées par la frontiere I', définie telle que :

00, =T, UT,UT, (2.3.1)

ou 0€); représente la frontiére de 2;. On ajoute a cela des frontiéres fictives I', et I'. sur chaque
piege dont les rbles sont d'arréter les particules entrantes dans les piéges et de compter le nombre de
particules piégées respectivement. Il est alors treés simple d’estimer le volume minimal V; occupé par
le fluide et les particules non-capturées dans {2 en supposant tous les pieges parfaitement remplis

en volume :
Vi=(L.l.— N, L, l,) h=1,310% um? (2.3.2)

ou L, et [, sont la longueur et |a largeur de la chambre, IV, le nombre de pieges, L, et [, la longueur

et la largeur des pieges et h la hauteur de la chambre.

2.3.2 Physique du modeéle

Le systeme étudié est une solution avec de I'eau comme solvant et une faible concentration de
billes Cijes = 106 mL~. Dans ces conditions, les billes ont trés peu d'influence sur le comportement
mécanique de la solution qui reste newtonienne, de viscosité dynamique j et masse volumique p
proches de celle de I'eau liquide a température ambiante. Si on suppose une densité uniforme de
billes dans la chambre, le nombre de billes non-capturées présentes dans la chambre peut-étre estimé
par :

Nyities = ChitresVy = 8 (2.3.3)

32



2.3. MODELE HYDRODYNAMIQUE A PARTICULES

Direction du flux

FIGURE 2.12 — géométrie 2D paramétrée du modele d'hydrodynamique a particules

Les billes ayant un rayon R, = 2,5 um, la probabilité que deux billes entrent en collision semble
déja tres faible. Pour s’en convaincre, on peut estimer la distance moyenne dy;;.s entre les centres

de deux billes en considérant un volume sphérique de solution centré sur une bille :

=537 dgilles (234)

d'ou :

dpities = ( )% =62 um (2.3.5)

Ce qui représente plus de 12 fois le diameétre des billes. On décide donc de négliger les interactions

entre billes. Le nombre de Reynolds de I'écoulement R, est défini par :
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R, ="—~ (2.3.6)

ou L est une dimension caractéristique de |'écoulement et V' la vitesse du fluide moyennée sur une
section droite de I'écoulement (ie vitesse débitante). Les observations expérimentales offrent un
ordre de grandeur de la vitesse maximale des billes lorsqu’elles circulent entre les pieges : Viijes =
1 mm s~!, ce qui peut étre associé A la vitesse maximale du fluide entre deux piéges. Enfin, la plus
grande dimension caractéristique transverse a |'écoulement entre deux pieges étant Ay = 30 um,

on obtient un nombre de Reynolds maximal :

Ay Vi,
(Re)man ~ 220 ) 03 << 1 (23.7)
[
Les forces d’'inerties sont donc faibles devant celles de viscosité et |'écoulement est laminaire. La

condition d'incompressibilité de |'écoulement est :

dp
i 0 dans Qf (2.3.8)

Le domaine fluide 2y ne comportant ni source ni puits, I'écoulement dans €2 obéit a I'équation de
conservation de la masse (ou de continuité), qui, avec la condition d'incompressibilité de I'écoulement

se simplifie en :

V=0 dansQ; (2.3.9)

ou v est le champ de vitesse du fluide défini dans la description eulérienne du mouvement. On

s'intéresse au comportement du fluide en régime stationnaire :

v
5 = 0 dans €y (2.3.10)

Dans le cadre des hypotheses énoncées sur I'écoulement, |'équilibre local des forces s'appliquant au

fluide se traduit par I'équation de Stokes :

2
~Vp+uVou+ f,=0 dans (2.3.11)

La chambre étant placée a I'horizontale, la gravité ne perturbe pas |'écoulement dans le plan :
elle induit seulement un gradient de pression dans la direction (O, e) qu'on décide de négliger. Le
cisaillement provoqué par I'adhérence du fluide sur les parois hors plan n'étant pas pris en compte
dans une géométrie 2D, on utilise une force de friction le représentant [65] ("approximation du canal

peu profond" ou "shallow channel approximation" en anglais) :

12
fo=-— h2“ v dans (2.3.12)
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Le champ de vitesse v en 2D correspond alors au champ de vitesse que |'on aurait obtenu en 3D
moyenné dans la direction hors plan (O, e,). Cette méthode n’étant pas trés répandue, on en propose
une démonstration sur un exemple simple en informations supplémentaires. Le nombre de Reynolds
étant tres faible et les particules ayant une masse volumique tres voisine de celle du fluide, les chocs
des particules contre les parois sont assez rares a part lorsqu'elles entrent dans les pieges. Dans ce
cas, les trajectoires des centres de masse de particules sont confondues avec les lignes de courant
du fluide porteur en régime stationnaire. Dans ce cadre, on décide de modéliser les billes par des
particules de masse nulle dont les trajectoires sont confondues aux lignes de courant. Une description
plus réaliste des particules a piéger nécessiterait un modele de type IFS. L'équation différentielle du

mouvement des particules s'écrit donc :

fl(j =uv, =v dans Qp\I', (2.3.13)
ol g est le vecteur position des particules et v,, est le vecteur vitesse de la particule fictive défini dans
la description lagrangienne du mouvement. Autrement dit, chaque particule est considérée comme
instantanément animée par la vitesse du fluide au point ou elle se situe, leur comportement est
semblable a celui des particules de fluides dans Q;\I',. Le mouvement des particules est régi par
I'écoulement stationnaire, mais le mouvement des particules est supposé ne pas avoir d'influence sur

I'écoulement fluide (couplage "unidirectionnel").

2.3.3 Conditions aux limites et initiales

Pour que le probléme fluide soit bien posé, il faut qu'une condition soit imposée sur chaque
portion de 0€2;. Le systeme étant expérimentalement contr6lé en pression, on impose la pression
sur I'entrée et la sortie de la chambre, de sorte a reproduire la méme différence de pression Ap :

=Ap surl,
P Op ) (2.3.14)
p= sur I’y

La condition de continuité de la vitesse a l'interface entre parois solides et fluide visqueux s'écrit :

v=_0surTl, (2.3.15)

Ces conditions aux limites sont suffisantes pour que le probléme fluide soit bien posé.

On impose I'arrét des particules sur T, :

v, =0sur Iy (2.3.16)

Toute particule de fluide rencontrant une parois s'arréte instantanément, on considére la méme

condition pour les particules :

v, =0surT, (2.3.17)
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La condition d'égalité entre vitesse des particules et du fluide est étendue aux frontieres ou la pression
est imposée :

v,=vsur UL, (2.3.18)

Enfin, pour balayer le plus possible |'espace occupé par les lignes de courant, on impose comme
condition initiale une distribution uniforme de particules sur T, :

q=unif(Le, Nige) at =0s (2.3.19)

ou M(Fe, Nyg.) représente les vecteurs positions de Ny, particules reparties uniformément sur la
frontiere I'.. La frontiére I'. n'a pas de role physique et permet uniquement I'incrémentation d'une
variable N, a chaque fois qu'une particule traverse I'.. Cette variable représente le nombre total de
particules capturées. Le probléme des particules est donc posé de sorte a ce que : (i) si une particule
ne rencontre pas I',, sa trajectoire est semblable a la ligne de courant passant par sa position initiale,
(i) sinon, sa trajectoire est toujours superposée a la ligne de courant passant par sa position initiale
mais s'arréte sur I',. Grace a ce jeu d'équations supplémentaires, on peut facilement effectuer le
lien entre position initiale et le piege occupé correspondant et accessoirement estimer les temps de
parcours des billes.

2.3.4 Stratégie de résolution

La premiére étape consiste a résoudre le probléme fluide dans le cadre des hypotheses énoncées
précédemment. La formulation forte du probleme est la suivante :

trouver v et p tels que :

2
~Vp+uVu+f,=0 dans Qy
12
Jo=— hQMQ dans
Vu=0 dans Q; (2.3.20)
p=Ap sur I',
v=20 sur I,

On réécrit le probléme sous sa formulation faible mixte par produit scalaire avec des fonctions tests

v* pour le champ de vitesse et p* pour le champ de pression puis intégration sur 2 :
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trouver v et p tels que pour tout v* et p* :

2
—/ Vp.g*de—i—/ ,qu.y*de—i—/ fo -0 dQy=0
Qp — Qp Qr =
/ p* V.v de =0
o 12
1
fo=—75v dans €3y (2.3.21)
p=Ap sur I',
p=20 sur I'y
v=20 sur I,
Par intégration par parties, on peut ré-exprimer le terme avec laplacien :
2
/ V. v dQy :/ V.(Yu v*) dQy —/ Yu : Vou* dQy (2.3.22)
Qf Qy - Qp — —
que I'on peut simplifier avec le théoreme de Green-Ostrogradski :
. L
/Qf V.(Nv v*) dQy = 02, on vt dly (2.3.23)

La fonction test en vitesse v* vérifie les conditions limites de v auquel on ajoute une condition de
Neumann nulle ("condition naturelle" [88]) sur les bords contrblés en pression T, et I'; :

ov*
— =0 sur ' UT 2.3.24
on © 3 ( )

ce qui annule le terme en dérivée normale sur tout le contour J€2s. De la méme maniére, le terme

avec gradient de pression peut se décomposer en intégrale sur domaine et sur frontiere par intégration
par parties et application du théoréme de Green-Ostrogradski :

/Qpr.v de:/mfpv.nde—/prV.def (2.3.25)

Aprés simplifications, on obtient la formulation faible mixte suivante que I'on implémente dans le
logiciel Comsol Multiphysics :

trouver v et p tels que pour tout v* et p* :

/Qf,u(Vv.Vv + 1z v . v) dQy /prv.v de—i-/Bprv.nde—O

(2.3.26)
/Qf p* V.o dQy =0
avec le détail des conditions limites pour le terme de pression sur la frontiere 92 :
p=Ap surl,
p=0 surTy (2.3.27)
v=0 surl)
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Ce jeu d'équations est ensuite discrétisé en espace en utilisant la méthode des éléments finis. Pour
éviter des instabilités dans le calcul de la solution, on peut : (i) ajouter un terme de stabilisation dit
"le long des lignes de courants" plus connu sous le nom de stabilisation "SUPG" pour "Streamline
Upwind Petrov Galerkin" (de Hughes et al [6]) ou (ii) travailler avec des éléments stabilisant le
calcul comme les éléments de Taylor-Hood, c'est-a-dire des polyndmes de Lagrange quadratiques
pour le champ de vitesse et linéaires pour le champ de pression ("éléments P2/P1"). Pour une
implémentation plus simple du probléme et une description plus précise du champ de vitesse on décide
d'utiliser les éléments de Taylor-Hood. Sans rentrer dans les détails, il est possible d'identifier des
applications linéaires a partir des deux premieres équations précédentes vérifiant certaines propriétés
[88](bilinéarité, continuité, coercitivité et condition "inf-sup" de Babushka-Brezzi) qui garantissent
I'existence, I'unicité et la continuité de la solution du probléme. L'application de la méthode des
éléments finis a la formulation faible consiste en partie a considérer la solution comme combinaison
linéaire de fonctions de formes (méthode de Galerkin) puis de vérifier le probléme pour chacune
de ces fonctions de forme. Par linéarité, ceci améne a un systéme matriciel qu'il faut inverser (plus
d'explications en informations supplémentaires). Par nature, la méthode des éléments finis est concue
pour rendre ce systéme matriciel creux (ie "sparse") du fait des supports treés réduits des fonctions
de formes. On utilise alors le solveur direct recommandé par Comsol Multiphysics : Parallel Direct
Sparse Solver (ParDiSo) et optimisé pour l'inversion de systemes linéaires a matrice creuse. La

derniere étape est de résoudre le probléme de mécanique du point :

=0 sur I, UT, (2.3.28)

Pour ce faire, le vecteur position des particules est automatiquement discrétisé en temps par méthode
alpha-généralisée (schéma "amélioré" des différences finies implicites) avec ordre de la méthode choisi
automatiquement par Comsol Multiphysics (entre 2 et 5). Le systéme discrétisé est ensuite inversé

avec un solveur itératif Global Minimization Residual (GMRes).
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2.4 Résultats sur chambre droite et décalée

2.4.1 Une limite d’une approche hydrodynamique pure

La Figure 2.13 montre la solution du probleme d'hydrodynamique en champ de vitesse. On
constate que la vitesse des particules entre les piéges est dans |'ordre de grandeur attendu des
1 mm s~ en expériences par Mesdjian et al [83] pour une variation de pression entre I'entrée et la
sortie de la chambre Ap = 100 Pa.
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FI1GURE 2.13 — Cartographie du champ de vitesse dans les chambres droite et décalée A : en norme

et B : en profils de vitesse dans les pieges sur la ligne de coupe indiquée en A.

D'autre part, I'allure des profils de vitesse relativement réguliere (Figure 2.13B) nous indique un
niveau de discrétisation du champ de vitesse suffisant pour un calcul précis des débits traversant les

pieges. Les modeles hydrodynamiques de la littérature utilisent le rapport de débit comme critere
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pour optimiser la géométrie des réseaux de piéges. Dans le cas ol les pieéges sont disposés en
paralléle, ce critére semble bien représentatif de I'efficacité de capture. Dans le cas d'un réseau de
piege 2D tres dense comme celui étudié ici, il y a de fortes chances que les piéges "se partagent"
une partie de I'écoulement malgré leur disposition en quinconce. Dans ce contexte, on s'est intéressé
a la facon dont varie le rapport de débits dans chaque piége du réseau pour les deux géométries
testées expérimentalement sans considérer de particule. Comme le montre I'histogramme du rapport
de débit de la Figure 2.14, le rapport de débit est beaucoup plus homogéne et globalement plus
élevé ou égal (sauf de rares pics) dans la chambre droite que dans la chambre décalée. Donc, selon le
critére de rapport de débits, il semblerait que la chambre symétrique soit plus efficace que la chambre
décalée. Pourtant, I'expérience montre clairement une grande différence d'efficacité en faveur de la
chambre décalée. Ainsi, il semblerait que le rapport de débits ne soit pas une grandeur utilisable

pour quantifier I'efficacité de capture d'un réseau de piege 2D dense comme le notre.

1,5%
Rapport de débit

B Chambre droite B Chambre décalée
1,0%

- ‘l M Il ﬂ “
0,0%
1 11 21 31 41 51 61 71 81 91

FIGURE 2.14 - Histogramme du rapport % entre le débit des pieges (), et le débit injecté en
entrée de chambre Q. pour les 98 piéges dans les deux chambres étudiées : droite (bleu) et décalée
(orange).

Pour étudier I'hypothése de départ concernant le partage de flux entre les pieges, on considére
les pieges comme libres dans les deux chambres et on isole les lignes de courant (sans particule)
passant par les pieges (Figure 2.15). On constate sur la Figure 2.15A que les lignes de courant
traversant les premieres colonnes de piéges sont approximativement les mémes qui traversent les
colonnes suivantes. Ainsi, si les premiéres rangées de piéges sont occupées par des particules, I'accés
aux pieges en aval est globalement interdit. Inversement, sur la Figure 2.15B, on peut constater
que les lignes de courants qui passent par les pieges envahissent la chambre ce qui semble indiquer
une meilleure répartition des flux entre les pieges mais qui n'empéche pas un certain partage des
flux entre pieges difficile a quantifier a partir du tracé seul des lignes de courants passant par les
pieges. L'approche particulaire interdisant la traversée des piéges par les particules devrait offrir plus

de lisibilité sur le remplissage de cette chambre.
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FIGURE 2.15 — Représentation de 5000 lignes de courants passant par les pieges A : pour la
chambre droite et B : pour la chambre décalée.

2.4.2 Etude du remplissage et comparaison avec I'expérience

La Figure 2.16 montre la comparaison entre les remplissages expérimentaux et ceux obtenus nu-
mériquement. D'abord, on retrouve un remplissage beaucoup plus efficace pour la chambre oblique :
le nombre nombre de piéges remplis par au moins une particule est bien plus élevé pour la chambre
décalée que pour la chambre droite (75% contre 32% de pieges traversés pour 200 lignes de courants
étudiées). Il n'est cependant pas possible d'effectuer une vraie validation quantitative du modéle sur
cette ressemblance car la position initiale des billes dans la chambre n’est pas controlable expérimen-
talement. La distribution du remplissage fait apparaitre le phénoméne de "boite vide" au centre de
la chambre droite constaté expérimentalement : en aval deé la troisiéme rangée de pieges, les pieges
sont globalement vides. On peut voir aussi que I'accumulation des billes dans les deux premieres
rangées de pieges de la chambre droite se retrouve en simulations. Enfin, les trainées laissées par
les billes au cours de I'écoulement sur les images expérimentales sont tres similaires aux lignes de
courants obtenues par simulation. Ces différents éléments de ressemblance entre les simulations et
les expériences semblent confirmer que I'approche numérique par |'étude des particules est suffisam-
ment représentative des trajectoires des billes pour essayer de comprendre quels phénomeénes sont
favorables ou non a la capture.

2.4.3 La brisure de symétrie comme mécanisme de capture

Les Figures 2.17A et 2.17B montrent un zoom sur un piege dans le cas de la chambre droite

et de la chambre décalée. On constate dans les deux cas qu'un faisceau de particules incident est
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FIGURE 2.16 — Comparaisons entre les résultats expérimentaux et numériques pour la chambre
droite A et décalée B. Les images "Courants" représentent 200 lignes de courants réparties unifor-
mément sur I, (lignes d'émission I'.) de. Les images "Positions finales" représentent les positions
des particules (a t = 3 s). Les diamétres des particules sont augmentés sur les positions finales pour
faciliter la visibilité.

divisé en trois parties au niveau des point bleus a droite : une est déviée vers le bas (faisceau vert),
une faible partie entre dans le piege (faisceau bleu) et une partie est déviée vers le haut (faisceau
rouge). Apres le passage du piége, les faisceaux vert et rouge se recombinent au niveau du deuxiéme
point bleu a gauche. Ces point bleus étant des lieux de séparation (ou recombinaison en fonction
du sens du flux) de faisceaux dans la direction transverse au flux, il s'agit de points col (ou points
selle). Dans la chambre droite (Figure 2.17A) , on constate que le point col d'entrée est situé sur
I'axe de symétrie du piege. Ceci a pour conséquence une séparation symétrique du faisceau incident
(faisceaux rouge et vert symétriques). Dans la chambre décalée (Figure 2.17B), on peut voir que les
points cols ne sont pas alignés sur |'axe de symétrie du piege. Par conséquent, les faisceaux vert et

rouge ne sont pas symétriques. La Figure 2.17C montre I'effet de la symétrie de séparation dans la
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chambre droite : on constate que les points cols sont tous alignés sur une méme rangée de piéges.
Ainsi, la séparation entre les faisceaux se reproduit de maniére périodique entre les mémes couples
de particules et les faisceaux semblent enfermés dans un motif en "zig-zag" entre les pieges sans se
subdiviser. Par ailleurs, Ces motifs sont visibles sur les images expérimentales (Figure 2.16). Pour la

chambre décalée (Figure 2.17D), le motif en "zig-zag" est partiellement brisé du fait de I'asymétrie
de la séparation des faisceaux. Ceci permet aux faisceaux de rencontrer d'autres points cols (faisceau
vert Figure 2.17D), donc de se diviser plus fréquemment en capturant plus de particules (particules
vertes Figure 2.17D). Nous pensons donc que le mécanisme clef expliquant une telle différence de
remplissage est la brisure de symétrie de |'écoulement pour défavoriser la séparation périodique de

faisceaux de particules.

A Chambre droite B  Chambre décalée

Direction du flux < Direction du flux

FIGURE 2.17 — Zoom sur |'écoulement autour d'un piége pour la chambre droite A et pour la
chambre décalée B. Dézoom sur les faisceaux incidents des figures A et B pour la chambre droite

C et la chambre décalée D.
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2.5 Conclusion

Dans ce chapitre, on s'intéresse au probléme du remplissage de réseau de piéges 2D rectangulaire.
Tout d'abord, une analyse de la littérature nous a permis d'identifier différents types de réseaux de
pieges et la capacité des réseaux 2D a capturer des objets par paires. Leurs fabrications et utilisations
peuvent cependant devenir trés complexes pour obtenir des remplissages comparables aux autres
types de réseaux. Des expériences de remplissages effectuées par Mesdjian et al [72] ont montré qu'il
est possible d'améliorer le remplissage d'un réseau 2D a un seul étage en introduisant un décalage
entre les canaux d’'entrée et de sortie de la chambre. Ce phénomene reste cependant assez mal
compris, c'est pourquoi, on construit un modéle numérique permettant de simuler le comportement
mécanique des objets a capturer dans le réseau de pieges. Apres analyse de la littérature, on a
identifié plusieurs familles de modéles utilisables pour la capture d'objet micrométrique : les modéles
hydrodynamiques, particulaires et d'interaction fluide-structure (IFS). La géométrie multi-échelle de
notre probléme et son nombre élevé d'objets a capturer nous ameéne a exclure les modeles IFS. De
plus, I'aspect trés compact du réseau de piege nous fait supposer que les modeles hydrodynamiques
ne sont pas suffisants pour expliquer les observations expérimentales. Nous avons donc choisi un
modele hydrodynamique a particules nous permettant a la fois de tester cette derniére hypothése et
d'étudier le remplissage du réseau de piéges. L'étude de I'écoulement seul permet I'application du
critére de rapport de débit utilisé sur les modeles hydrodynamiques dans la littérature. L'application
stricte de ce critére explique que la chambre droite est plus efficace que la chambre décalée, ce
qui est en contradiction avec |'expérience. Ceci suggere que ce critere de rapport de débit n'est
effectivement pas représentatif de I'efficacité d'un réseau de piege 2D et on pense que cela est dii
au partage de flux existant entre les piéges lorsqu'ils ne sont pas occupés par des objets. L'étude
du remplissage du réseau de pieges avec des particules a permis de retrouver des lignes de courant
et des positions finales tres similaires a celles obtenues en expériences. Apres observation des lignes
de courant au niveau des pieges, on a remarqué que la symétrie de la chambre droite implique une
séparation périodique des faisceaux de particules les enfermant dans des motifs en "zig-zag" entre
les pieges. La chambre décalée brise la symétrie de |'écoulement en le rendant oblique, ce qui permet
de limiter la séparation périodique des faisceaux de particules. Nous pensons donc que le mécanisme
clef favorisant la capture d'objets micrométriques dans les réseaux de pieges 2D est la brisure de
symétrie de I'écoulement. Le modéle ayant montré une bonne correspondance en remplissage avec
I'expérience, on propose de pousser notre étude d'amélioration du systéeme microfluidique avec des

méthodes d'optimisation au chapitre suivant.
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2.6 Informations supplémentaires

2.6.1 Valeurs des paramétres

Paramétres géométriques Description Valeur/expression [72][34]

h Profondeur de la chambre (hors plan) 14 um

Ay Distance verticale entre pieges 30 um

Ax Distance horizontale entre pieges 50 um

L, Longueur de la chambre 1200 pm

Les Longueur des contours d’entrée et sortie 104 pum

L, Longueur des piéges 27 pm

L, Longueur du petit rectangle des pieges 10 pm

Lpr largeur du petit rectangle du piége 5 um

Ly Largeur des pieges 30 um

Parameétres physiques Description Valeur/expression

I Viscosité dynamique du fluide porteur 0,001 Pa s
N, Nombre de particules 200
De Pression d’'entrée uniforme 100 Pa
Ps Pression de sortie uniforme 0 Pa
p Masse volumique du fluide 1000 kg m~—3
R, Rayon des particules 2,5 um
T, Durée de I'étude 3s
Parameétres numériques Description Valeur
Romas—elem taille maximale d'élément autorisée 8 um
Ny Nombre de pas de temps 1000

TABLE 2.1 — Valeurs des parametres du modele d’hydrodynamique a particules.

2.6.2 Approximation du canal peu profond pour un écoulement de Poi-
seuille

On consideére un écoulement de Poiseuille entre deux plaques paralléles séparées d'une distance h
faible devant les autres dimensions (chambre de Hele shaw) contrélé par une différence de pression
Ap sur une longueur L entre les deux plaques. L'écoulement est considéré stationnaire, laminaire,

incompressible sans source ni puits. |l vérifie donc le probleme de Stokes dans le domaine fluide € :

2
~Vp+uVou+f,=0 dans Qy

(2.6.1)
V=0 dans ()¢
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On appelle (O, e,) la direction orthogonale aux plaques (comme dans les chambres étudiées), (O, e,)
une direction transverse a |I'écoulement supposée infinie et (O, e,) la direction principale de I'écou-

lement ie celle du gradient de pression. On définit le champ de vitesse en 2D par :

v=u(r,z) e, +w(z,z)e, dans Qs (2.6.2)

on néglige la gravité et par symétrie de la géométrie et de ses conditions limites (pressions uniformes

en x =0 et x = L), I'écoulement est unidirectionnel dans la direction (O, e,) :

v=u(x,z) e,  dans s (2.6.3)
la conservation de la masse donne :
0
W = ( dans Q; (2.6.4)

La résolution analytique de I'équation de Stokes avec les conditions limites en vitesse et pression

donne de maniere tres classique le profil parabolique de vitesse et le champ de pression linéaire :

p(z) = Ap (1 - 52) dans Q)

u(z) = fiALp (Z _ <;>2> dans ), (2.6.5)

La vitesse moyennée dans la direction (O, e,) est :

1 rh h*A
d S p

— = 2.6.
h Ziouz z 2L (2.6.6)

< Upois = 2=

On considére maintenant la distance entre plaques infinie (et différente de h), le vecteur vitesse ne
dépend plus de z et devient uniforme avec la condition de conservation de la masse. L'équation de

Stokes en prennant en compte |'approximation du canal peu profond devient :

12
B2

—Vp — v=0  dans (2.6.7)

Ce qui donne le méme champ de pression et le champ de vitesse uniforme :

h?Ap
u =
12pL

=< Uppis >» (2.6.8)

On retrouve bien le champ de vitesse de Poiseuille moyenné dans la direction (O,e,) comme le

prévoit |'approximation du canal peu profond.
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2.6.3 Application de la méthode des éléments finis

Dans comsol, on écrit la formulation faible mixte suivante :

Trouver v et p tels que pour tout v* et p* :

/qu(Vv.Vv—i-th.v)de /prv.v de+/anpv.nde 0

(2.6.9)
/ p* V.Q de =0
Qf
avec le détail des expressions :
p=Ap surl,
p=0 surly (2.6.10)
v=0 surl)

Il faut ensuite décomposer l'intégrale sur frontiere OS2y sur chaque sous-frontiere : I'., 'y et I',,. |l

ne reste que le terme sur I', ou la pression et la vitesse ne sont pas nulles :

/mfpv -ndeI/Fe Ap v* . n dl, (2.6.11)

Qui ne dépend que de la fonction test en vitesse v*. On peut alors identifier sur la formulation faible

mixte les formes bilinéaires a, b et la forme linéaire [ telles que :

a(v,v*) = b(p,v*) = l(v")

2.6.12
b(p*,v) =0 ( )

La formulation mixte est discrétisée dans Comsol Multiphysics par la méthode des éléments-finis,
c'est-a-dire qu'on cherche v et p comme combinaisons linéaires de fonctions polynomiales (fonctions

de formes) dont le support est réduit aux éléments connectés au noeud qui les caractérise :
N
v=3 o ¢
i=1 -
(2.6.13)
N P
p=2 Bi &
=1
ou N représente le nombre de noeuds du maillage. Ceci revient a réduire I'espace de recherche des

solutions a un espace de dimension finie dont les fonctions de forme décrivent une base et «; et 5;

représentent les coordonnées généralisées de la solution. La bilinéarité de a et b permet :
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(2.6.14)

Ce systeme étant vérifié pour tout champ test v* et p*, il doit I'étre pour toutes les fonctions de
forme décrivant |'espace de recherche des solutions :

S avalel o) - AU O =Ue) € [LA]

- S

(2.6.15)
S k(@) =0 jelN]
Ainsi, on peut identifier le systeme linéaire suivant :
[Al{a} — [BI{B} = {1}
(2.6.16)
[B{a} = {0}
Ay =a(d!.8")
By = (e 6)) (26.17)
lj = l@;)
Que I'on peut écrire sous la forme d'un seul systéme linéaire :
(M]{u} ={F} (2.6.18)
|4 18
[B]  [0]
{a}
{u} = (2.6.19)
)
{1}
{F} =
o]
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Enfin, on utilise le solveur ParDiSo de Comsol Multiphysics pour déterminer les coordonnées géné-
ralisées contenues dans le "vecteur" {u}. Ce qui permet la détermination du champ de vitesse et de

pression.

49






Chapitre 3

Optimisation de réseau de pieges microflui-
dique

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Jacques Fattaccioli (IPGG), Marie-Caroline Jullien
(IPR) et Gabriel Fina (IPGG). Il a pour objectif I'optimisation de la géométrie du systeme de capture
microfluidique. Pour ce faire, nous appliquons des méthodes d'optimisation couplées au modele

numérique précédent.

3.1 Introduction

Le chapitre précédent montre par la simulation et |'expérience que la géométrie de la chambre
avec ses canaux d'entrée/sortie peut drastiquement modifier le remplissage du réseau de pieges.
On peut donc naturellement se poser les questions : Existe-t-il une géométrie optimale qui maxi-
mise |'efficacité de remplissage de la chambre? Quelle devrait-étre la forme de cette chambre si
elle existe 7 Le procédé de fabrication des chambres ne permet actuellement pas de créer des géo-
métries réglables expérimentalement pour étudier I'influence de la géométrie sur le remplissage des
réseaux de pieges. Ainsi, une étude d'optimisation expérimentale nécessiterait de fabriquer autant
de chambres que de géométries a tester avec les moules correspondants, une telle démarche n’est
aujourd’hui pas techniquement envisageable. La description paramétrée de la géométrie du modeéle
numérique précédent et sa résolution relativement rapide permettent d'effectuer plusieurs calculs en
série avec des modifications de la géométrie a chaque calcul. Ce modele semble donc tres utile pour la
conception de chambres microfluidiques avant leur fabrication. Pour faciliter I'observation manuelle
des pieéges au microscope, il peut étre agréable pour le biologiste de conserver une distribution de
pieges en quinconce. Ainsi, une premiere étude d'optimisation est menée en gardant la distribution
de piéges en quinconce. Si les moyens matériels permettent la détection automatique des pieges au
microscope, alors toute variation de géométrie est permise du moment qu’elle est compatible avec

le procédé de fabrication. Dans ce chapitre on propose :

— quelques compléments de théorie sur les méthodes d'optimisation et les régimes de disper-

sions en mécanique des fluides ;
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— une étude d'optimisation de la chambre en gardant un réseau de pieges en quinconce;

— une étude d'optimisation autorisant une perturbation dans la distribution des piéges en gar-

dant une chambre symétrique;
— d’évaluer I'évolution des résultats lorsque le nombre de piéges augmente;

— une étude expérimentale préliminaire pour valider les simulations.

3.2 Compléments brefs de théorie et littérature

On donne ici quelques compléments de théorie et de littérature. Ces éléments sont brievement

exposés afin de mieux comprendre le contexte dans lequel la démarche d’optimisation est menée.

3.2.1 Méthodes d’optimisation

L'optimisation est une branche des mathématiques s'appliquant a des domaines tres vastes al-
lant de I'ingénierie a la finance. L'objectif de cette sous-section est uniquement de donner quelques
concepts de base de I'optimisation pour comprendre la démarche suivie sans prétendre effectuer
une revue des différentes méthodes d'optimisation existantes. Le principe de I'optimisation est de
définir une fonctionnelle J, appelée "fonction objectif" qui représente le critere sur lequel on veut
optimiser un systeme. En fonction de comment on formule le probleme d'optimisation, on peut
chercher a maximiser ou a minimiser .J, (au signe prés). Quand on traite un probleme d’optimisation
de géométrie paramétrée comme le notre, la fonction objectif est considérée comme une fonction
des parametres géométriques ¢;. Cependant, on ne sait pas comment .J, varie en fonction des ¢;, on

parle d'optimisation de "fonction boite noire" [69] .

Une maniére simple mais coliteuse d'optimiser .J, consiste a effectuer un nombre important de si-
mulations en faisant varier les parameétres afin de construire une représentation discrétisée de J, en
fonction de chacun des paramétres. Si le probléme ne comporte qu'un seul paramétre, le nombre de
calculs a effectuer est égal au nombre de valeurs du paramétre que |'on veut tester, on parle "d'ana-
lyse paramétrique simple". Lorsque le probleme a plusieurs parametres, il faut calculer les valeurs de
Jo(q;) pour des n—uplets (q1, ..., ¢,) (ou n représente le nombre de paramétres), on parle d""analyse
multiparamétrique". Il va de soit que cette approche peut demander un nombre extrémement élevé
de simulations car le nombre de n—uplets (g, ...,q,) a tester est égal au produit du nombre de
valeurs a tester pour chaque parametre.

Une autre stratégie est d'utiliser des algorithmes d'optimisation. On distingue deux types d'algo-
rithmes : ceux calculant le gradient de la fonctionnelle V.J, et ceux qui évitent son calcul [47]. Les

algorithmes basés sur le calcul du gradient tirent profit du fait que le gradient d'une fonction scalaire
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s'oriente dans la direction croissante de la fonction. Ainsi, en recalculant de maniére itérative J, et
VJ, on peut arriver a un maximum local de J,. Le probleme de ces méthodes est qu'elles ne sont
plus tres efficaces lorsque J, n'est pas dérivable ou que .J, n'est pas une fonction concave des para-
metres (convexe si on cherche un minimum). En effet, si J, n'est pas dérivable, son gradient n'est
pas défini et si elle n'est pas concave, elle comporte plusieurs maximum locaux. Dans ce dernier cas,
il est trés probable que I'algorithme converge vers un maximum local. Une solution a ce probleme
est de lancer I'algorithme sur plusieurs configurations initiales différentes en espérant converger vers
un maximum local satisfaisant pour I'utilisateur si cela suffit. Plus .J, possede de maximums locaux,
moins un algorithme a calcul du gradient est efficace. Les méthodes sans calcul du gradient sont
trés nombreuses et peuvent reposer sur des principes différents [47]. Sur Comsol Multiphysics, cing
algorithmes sans calcul du gradient sont disponibles [60] :

— Recherche de coordonnées;

— Monte Carlo;

— Nelder-Mead ;

— BOBYQA ("Bound Optimization by Quadratic Approximation");
— COBYLA ("Constrained Optimization by Linear Approximation").

L'algorithme Recherche de coordonnées [21] étudie "séparément" les parametres : successive-
ment, il fait varier les valeurs des paramétres dans un domaine de recherche de valeurs fixé (dans la
direction croissante et décroissante pour chaque paramétre). Le paramétre faisant le plus diminuer
J, dans le domaine de recherche est choisi et le domaine de recherche est recentré autour de la
valeur minimale de J,. Ceci constitue une étape qui est ensuite répétée. L'algorithme Monte Carlo
[48] repose sur des valeurs de parameétres prises dans une distribution aléatoire (souvent uniforme)
délimitée par I'utilisateur, elle permet une bonne représentation de J, en fonction des parameétres
mais peut devenir trés coliteuse pour arriver a un optimal, ce que l'on constate par la suite. La
méthode Nelder-Mead [1] définit une forme géométrique appelée "simplex" (généralisation d'un tri-
angle en dimension n) de n + 1 sommets (ol n est le nombre de paramétres) pouvant se déformer
et se déplacer dans I'espace des parametres. En fonction des valeurs de J, calculées aux sommets
du simplex, les déplacements et déformations du simplex sont effectués jusqu'a ce que celui-ci soit
fixe et le plus petit possible. L'algorithme BOBYQA [33] effectue une interpolation quadratique de
J, dans un domaine appelé "région de confiance" autour du point correspondant a l'itération. En
fonction des valeurs calculées de J, dans la région de confiance, ce domaine est déplacé d'un vecteur
"step" plus petit en norme que la taille de la région de confiance ce qui constitue une étape a répéter
ensuite. Enfin, la méthode COBYLA pour "Constrained Optimization by Linear Approximation" ef-
fectue une approximation linéaire de .J, et utilise un simplex comme pour la méthode Nelder-Mead.
En revanche, le déplacement et la modification de la taille du simplex sont gérées par la résolution

de systémes linéaires et non d'opérations géométriques [60].

On a pu voir lors de la revue de littérature du chapitre précédent que toutes les études d'op-
timisation réalisées sur les réseaux de pieges microfluidiques que nous avons trouvées se limitent

a des études paramétriques simples. L'utilisation de méthode multiparamétrique ou d’algorithmes

53



CHAPITRE 3. OPTIMISATION DE RESEAU DE PIEGES MICROFLUIDIQUE

d'optimisation sur un réseau 2D dense représente donc une nouveauté en soi.

3.2.2 Régimes de dispersion en mécanique des fluides

On peut caractériser la facon dont deux fluides se mélangent de deux maniéres : lagrangienne
ou eulérienne. Du point de vue lagrangien, on utilise des particules modélisant la frontiére entre
les deux fluides. les particules sont disposées de sorte a ce que la distance initiale dy entre deux
particules adjacentes soit la méme pour chaque couple de particules adjacentes. En étudiant un
grand nombre de couples de particules, on peut évaluer la cinétique de la distance moyenne entre
deux particules < dp,q+ >. Du point de vue eulérien, on utilise un champ de concentration d'une
espéce A a la concentration initiale Cj injectée dans le milieu contenant une autre espéce B. Lors
du mélange, la concentration C'y en A diminue. Le domaine de mélange €2, est donc le lieu tel
que 0 < Cy4 < Cy. La taille (mesure) de ©,, en 3D s'exprime par le volume de mélange V/,.
Etudier la cinétique de < d,q,+ > ou de Vm revient de maniere équivalente, a étudier le régime de
dispersion de |'écoulement. Un régime de dispersion souvent rencontré est le régime Fickien pour
lequel < dpgre > V1t et Vi, oc v/t. On peut aussi rencontrer des régimes en loi de puissance, ou

alors en exponentielle qui sont qualifiés de chaotiques.

3.2.3 Mélange de fluides en milieu poreux

On a vu au chapitre précédent que briser la symétrie de I'écoulement augmente beaucoup I'ef-
ficacité du systeme. D'autre part, la littérature portant sur des écoulements en structures poreuses
désordonnées montre un certain potentiel de ces structures pour obtenir des régimes de dispersions
plus rapides que le régime Fickien [52]. Dans cette étude, le régime est quantifié de maniére expéri-
mentale du point de vue eulérien comme montré sur la Figure 3.1A. De Anna et al [52] ont montré
que dans une structure poreuse désordonnée, deux régimes sont observés : d'abord un régime rapide
non-Fickien qui ensuite tend vers un régime Fickien au cours du temps (Figure 3.1B). L'explication
physique de ce phénomeéne est basée sur le fait que dans une distribution désordonnée, des lamelles
de fluide se forment par élongation (Figure 3.1C a ¢, et t5) puis se recombinent entre-elles (Figure
3.1C a t4) ce qui ne semble pas étre le cas dans un écoulement symétrique comme nous avons pu le
voir précédemment quand les faisceaux de particules restent enfermés dans les motifs en "zig-zag"
(chambre droite chapitre 2). Bien que le mélange et la capture soient deux domaines distincts en
microfluidique, on a constaté que la brisure de symétrie est favorable a la capture d'objet micromé-
trique. Manifestement, la brisure de symétrie est aussi favorable au mélange de fluides d'apres les
expériences de De Anna et al [52] ou du désordre entre les obstacles est introduit. L'introduction
de désordre dans le réseau de pieges pourrait donc avoir un intérét pour la capture d'objets mi-
croscopiques. D'autre part, nous n'avons pas trouvé d'articles parlant d'influence du désordre sur le
remplissage d'un réseau de pieges : la plupart des réseaux 2D de la littérature ont une distribution de
piéges en quinconce qui ne semble pas avoir été remise en question [22][31][36][34]. On décide donc
de mener I'étude d'optimisation du réseau de pieges en introduisant du désordre dans la distribution

en quinconce a partir de lois de probabilités.
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FIGURE 3.1 — Etude du régime de dispersion point de vue eulérien par De anna et al [52]. A : champ
de concentration normalisé en espece A dans le réseau de pores a un instant choisi,  représente
une dimension caractéristique. B : volume de mélange, masse de produit et comportement Fickien
en fonction du temps. La masse de produit est la masse du produit de réaction chimique entre les
deux fluides. C : mouvement des lamelles de fluide au cours du temps. Images adaptées de [52].
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3.3 Méthode d’optimisation du systeme microfluidique

3.3.1 Parameétres adimensionnels de la chambre et efficacité du systéeme

Pour décrire la géométrie de la chambre microfluidique, on utilise 5 parametres affichés sur le

Tableau 5.1 :

56

— le centrage C' représente le décalage entre les canaux d'entrée et de sortie. Sa valeur est de

1 quand I'entrée et la sortie de la chambre sont alignées (écoulement symétrique) et de 0
quand le décalage est maximal (chambre décalée chapitre 2 précédent). C' est normalisé par

la relation :
Ayes

C=1-— 1=
Ayes max

(3.3.1)

ol Ay, est la distance verticale entre I'entrée et la sortie (premiere ligne Tableau 5.1) et

AYes maz Sa valeur maximale définie par :

lc - les
2

AYes mazr = (3.3.2)

ou on rappelle que [. est la largeur de la chambre et [ celle des canaux d’entrée et de sortie

(Figure 2.12 chapitre précédent);

le rapport de largeur R; entre le réseau de pieges et la chambre :

o~

R =" (3.3.3)

T
ou on rappelle que I, est la largeur du réseau de piege et [. celle de la chambre (deuxiéme
ligne Tableau 5.1);

le rapport de longueur R;, entre le réseau de pieges et la chambre :

Rp = — (3.3.4)

ou on rappelle que L, est la longueur du réseau de piége et L. celle de la chambre (troisieme
ligne Tableau 5.1);

le rapport d'aspect R, défini comme le nombre de lignes N, divisé par le nombre de colonnes
N, du réseau de pieges :

R,
Ne

(3.3.5)

ol on rappelle que N; est le nombre de lignes du réseau de pieges et N. son nombre de
colonnes (quatrieme ligne Tableau 5.1);
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— le rapport de largeur entre les canaux d'entrée/sortie et la chambre (derniére ligne Tableau
5.1) :

R, = (3.3.6)

On définit I'efficacité du systeme (ie le réseau de pieges et chambre) de deux maniéres différentes :
I'efficacité de remplissage E, ¢y par le rapport entre le nombre de piéges occupés par au moins une
particule N, et le nombre total de pieges Np;sqes dans le réseau et I'efficacité de capture E,,,; par
le rapport entre le nombre de particules capturées N, et le nombre de particules injectées Ny,
(équation 3.3.7). L'efficacité de remplissage représente la capacité du systéme a occuper le réseau de
piéges en ignorant le nombre de particules par pieges tandis que I'efficacité de capture correspond a
la proportion de particules capturées. Etant donné la distribution initiale uniforme des particules sur
le canal d'entrée dans le modéle, I'efficacité de capture est trés proche du rapport de débit "Q,qii0"
de la littérature mais prend en compte I'arrét des particules dans les pieges pour éviter le partage

des flux entre pieges.

N,
Erem _ occ
b sz’éges
(3.3.7)
Neapt
Eca =2
Pt Npart

Il semble trés compliqué de définir |'efficacité de remplissage directement dans Comsol Multiphysics,
on peut uniquement la calculer en post-traitement, ce qu'on décide de faire sur Matlab. Ceci permet
tout de méme de calculer les deux efficacités sur les analyses paramétriques simple et multipara-
métriques mais empéche d'appliquer des algorithmes d’'optimisation sur I'efficacité de remplissage
comme fonction objectif. A partir du jeu de paramétres (variables de controle) et des définitions
des efficacités de remplissage et de capture explicités (fonctions objectifs), on dispose de tous les
éléments nécessaires pour mener les études d'optimisation. On propose alors plusieurs stratégies

d’optimisation :

— analyse paramétrique simple sur les cinq parameétres de la chambre définis plus haut ou on

optimise Feopt €t Eremp ;
— analyse multiparamétrique sur laquelle on optimise E,qp; et Epepp ;

— optimisation par algorithme sur la fonction objectif E.,,: ou plusieurs algorithmes sont testés.

57



CHAPITRE 3. OPTIMISATION DE RESEAU DE PIEGES MICROFLUIDIQUE

(3]
(3]
= A|v“ A .- -.
X ® — [
o) g HENEEEEEEEEENRERRNTE ~
=P I P L) HEHREEEI|
S s HHERNEEEHERENRREEEE ] 5
m 5069 69 0 B9 B0 B9 ~ . m HEHHHEEREE bal
5 EECEL LTI 50 09 50 89 50 00 59 wamumnn BB B B0 B0 50 B0 0 B0 00 B9 B0 B9 B0 BA BO B B0 B = PR
B2 BY B2 B8 LR 5
[} PIREN R R FEEmEEE Pt y 5000 50 5460 50 59 59 60 59 50 63 b0 59 50 09 b0 9 19 = HRRNREE | D
— L)
P ) 25—
@ wunudus | <1 HHKHRRER LT g R BHEERERER BULEEEEE
> EEEET L] DODOEO0 LT ....:l..l..........z.... m mA HHHREEER
o L EE) e umewnw || S ] TN
u B4 59 B2 B3 B2 BE B 5059 50 50 B0 B0 B o o o e HHHEEEKE
o EECLE EE) [ LI 5 5 5 5 5 5
HEEERE® L]
o zz:::z B e LOBULOO HHEEEEE
() e T -~ umzﬁﬁ_zaz. ETETTETE) 5 B0 50 59 B0 B0 B0
.U - FTTEEEZ 000 0000 0 0 o 55 M EEY K
NG T T R . L LEEL)
m 5 80 B2 B9 - H H q HHEEEEE
< “—>
o
O
[}
©
.
€ i -
= — nuﬁaézgzzﬂ P =
H 5
= ETTTT -—> 85060 0 80 0 64 muupman £
oo b 2
S 59 63 69 B B B B2 5 HHEEEE R i 3
= LR LY S HHKKEER Bl swmws 0 50 o oaga o0 0
S b 59 69 69 B9 B9 B0~ S I L &
b3 zzzzng ¥ 5500 0 HEEEEE N IETCEL CEE LT
m 59 58 5 B9 9 B0 58 559 50 B3 59 B9 B HHEEE R R o Z || wwums E:ZT N
B B o o 6K EEE By HHENER
memedun |5 - e 5 60 64 %0 50 52
> o &E. . m HEEERERERE = LR R m 5 50 50 69 B EEET oy
- BIREELIDE |, CET Nl R EEE® $ e o
3 E_N_ZELZE N £ 50 50 B4 09 B9 B4 DR o ~ 550 B0 B R e
(@] B M/ HHERREE LICIEICIEICI ED HREEE HHHE YRR
o 50 50 60 69 B0 59 B HEEREKEE 208050 00 80 zz&sszs
13} 54 6358/ 4 (9 09 B HEHEEE R womme | S HHREES®®E
i 59 B4 B4 B9 B9 5O &5 . .
= w0 50 50 5 59 09 o PR N * .m sz&sazza_
LR N ® 5
/..albu HRREREY HERKRRE - - = nl “
= > < Wi waso 50 50 30 53 h4 P o1
O -« » o Ll
O
8
3
o
9 &
Ay s o .m ~[, ©
A,u_v S | N_N

Parametre

Ry, =

— les
le

RGS

des 5 parameétres adimensionnels définissant la

eémes

tries pour les valeurs extr

éomé

7

TABLE 3.1 -G

17

ére de sortie. L'échelle

N\

d'entrée et en rouge la fronti

ere

=\

trie de la chambre. En vert la fronti

7

7

géomé

est modifiée pour que les images puissent entrer dans le tableau.

58



3.3. METHODE D'OPTIMISATION DU SYSTEME MICROFLUIDIQUE

3.3.2 Algorithmes d’optimisation

Il n'est pas siir que I'efficacité de capture du systéme soit une fonction dérivable ou concave des
parametres géométriques. La convergence vers un maximum global des algorithmes d'optimisation a
calcul du gradient n’est donc pas assurée. Ainsi, on se concentre sur les algorithmes d'optimisation
sans calcul du gradient de la fonction objectif. On applique les cing algorithmes sans calcul du
gradient disponibles sur Comsol Multiphysics : Recherche de coordonnées, Monte Carlo, Nelder-
Mead, BOBYQA et COBYLA. Pour chacun de ces algorithmes, on calcule en plus les efficacités de
remplissage correspondantes aux meilleures efficacités de capture, ce qui permet de comparer les
différents algorithmes entre-eux pour résoudre le probleme. Afin d'éviter les temps de calculs trop
longs, on limite le nombre de simulations en série a 1000. En pratique, seul I'algorithme Monte Carlo

ira jusqu'a 1000 évaluations du modele, les autres retourneront une géométrie optimisée avant.

3.3.3 Optimisation du réseau de piéges par le désordre
3.3.3.1 Introduction de désordre dans la géométrie

Pour introduire du désordre dans le réseau de pieges, on effectue une translation des piéges a
partir de la distribution en quinconce initiale :

T; = To; + 51'@ 1€ [[1, Npiéges]]

| (3.3.8)
Yi = Yoi + 5% (S [[17 Npiéges]]

ol M;(x;,y;) est le coin inférieur gauche du piege i, (xo;, yo;) ses coordonées avant translation et

(0x;, dy;) est le vecteur de translation aléatoire, défini comme il suit :

(S.T,L' = \Ilf R5 Ax 1€ [[1, Npiéges]]

(3.3.9)
5?/1 = \D? R5 Ay (NS [[17 Npiéges]]

ou U? et WY représentent deux nombres réels de l'intervalle fermé [—1, 1] sélectionnés dans deux
distributions aléatoires centrées en 0 indépendantes respectivement dans les directions (O, e,) et
(O, ey), Rs un parameétre appelé "Rapport d'écart" défini entre 0 et 1 qui représente la fraction de
'écart entre piege que I'on applique en translation. On rappelle que Az et Ay sont les distances entre
pieges dans les directions horizontales et verticales respectivement dans le cas d'une distribution en
quinconce (Figure 2.12 chapitre précédent). Le Tableau 3.2 montre deux exemples de géométries
obtenues pour différentes valeurs de R; avec des distributions uniformes indépendantes pour U7 et
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Rs =20 % Rs =40 %
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TABLE 3.2 — Exemples de géométries désordonnées obtenues pour différentes valeurs de Rs avec
une loi de probabilité uniforme.

Deux distributions aléatoires sont testées pour W¥ et WY : (i) uniforme centrée en 0 que I'on note
U7 et “WY et (ii) normale (gaussienne) centrée sur 0 que I'on note "W et "WY. Pour éviter les
valeurs tres élevées de "W7 et "W¥, on regle I'écart type a 0.3 ce qui rend tres rares les valeurs en

dehors de [—1, 1] et on sature ces valeurs pour obtenir les distributions "s*W? et "s*y¥

nsat\pg/’ — ma;p(mzn(”\l’f7 1) - 1)

(3.3.10)
ity = maz(min("PY, 1) — 1)

Cette saturation augmente légérement la probabilité d'obtenir les valeurs —1 ou 1, mais en pratique
elle reste tres faible. D'autre part, les distributions normales saturées ne vérifient pas strictement
la définition mathématique d'une loi de probabilité : la somme des probabilités de chaque valeur
n'est plus de 1. Mais cela ne pose pas de probléme pour implémenter les translations aléatoires des
pieges. Pour interdire les chevauchements de pieges, on limite la valeur de Rs a 0.5 maximum. Pour
la distribution normale, on limite la valeur de Rs a 0.8 ce qui n'interdit pas le chevauchement des
pieges mais le rend trés peu probable.

La génération aléatoire des pieges pose cependant la question de la répétabilité des résultats : si
on détermine une géométrie tres efficace, rien n'assure qu'on retrouverait le méme résultat en la
reconstruisant avec le méme rapport d'écart Rs. On propose donc une étude multiparamétrique ba-
sée sur deux paramétres pour chaque loi de probabilité testée : R; est testé sur 10 valeurs réparties
uniformément sur I'intervalle [0.05, 0.5] pour la distribution uniforme et [0.1, 0.8] pour la distribution
normale que I'on répete N,., = 10 fois chacune en reconstruisant la géométrie aléatoire. Ceci fait
un total de 100 calculs en série pour chaque loi de probabilité. La valeur Rs = 0 correspond a la
distribution en quinconce, donc ne demande pas d'étudier la répétabilité.
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Le fait que les géométries soient générées de maniere aléatoire ne permet plus d'utiliser le code de
post-traitement qui calcule I'efficacité de remplissage. Ainsi, on ne peut pas déterminer |'efficacité
de remplissage des 100 géométries mais on peut tout de méme le faire de maniere non-automatisée

sur les géométries les plus efficaces selon le critere d'efficacité de capture.

3.3.3.2 Détermination des régimes de dispersions

On a vu dans la littérature que le désordre peut provoquer une modification du régime de
dispersion. On souhaite savoir si un tel changement se produit dans une chambre a réseau désordonné
en fonction du facteur d'écart Rs. Pour ce faire, on étudie la dispersion du point de vue Lagrangien

via I'étude de la distance moyenne entre particules < d,.,+ > que |'on définit par :

1 Npa'rt_l ]
<dport >= = > g, — a1 i€ [1, Nyart] (3.3.11)
Npart =1 1

ou g, est la position de la particule 7. En simulations, quelques rares particules sont sujettes a
rencontrer des parois de la chambre sur lesquelles elles peuvent s'arréter, ce qui pourrait beaucoup
modifier la valeur de < d,,,+ > pour des raisons non-physiques (elles devraient rebondir). On décide
de ne pas prendre en compte ces particules ainsi que les particules piégées dans le calcul de < dpq,r >.
Le calcul de < dq,¢ > est effectué en post-traitement sur Python (Anaconda).
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3.4 Résultats

3.4.1 Analyse paramétrique simple

On calcule les efficacités de capture et remplissage du systéeme en faisant varier les 5 paramétres
de la chambre séparément sur 10 valeurs distribuées uniformément entre leurs valeurs minimales et
maximales. La Figure 3.2 suivante affiche |'évolution des efficacités en fonction de ces parametres.

La Figure 3.2A représente |'efficacité de capture et la Figure 3.2B I'efficacité de remplissage.

On observe d'abord pour les deux efficacités, un aspect assez irrégulier des courbes avec des varia-
tions locales parfois importantes, notamment pour le rapport d'aspect R, sur les deux efficacités et le
rapport de longueur de chambre Ry, pour |'efficacité de remplissage. Ces irrégularités font apparaitre
des extrema locaux qui suggerent une certaine réserve a avoir quant a l'utilisation d'algorithmes
d'optimisations se basant sur le calcul du gradient : la probabilité qu'ils retournent le maximum

global d'une efficacité parait tres faible.

Au niveau de I'influence des paramétres, on constate que I'efficacité de capture (Figure 3.2A) peut
varier de plus de 20 % a 25 % pour le décalage entre entrée et sortie (via C'), la longueur de
la chambre (via Ry) et le rapport d'aspect (via R,). Ces trois paramétres sont donc les plus in-
fluents sur la capture des particules. Dans une moindre mesure, la taille des canaux d’entrée et sortie
a aussi une influence (via R.s sur £15 %) et la largeur de la chambre (via R;) semble avoir une
influence faible sur E.q,: (£5%). Pour I'efficacité de remplissage (Figure 3.2B), on constate globale-
ment une influence de tous les paramétres sur £ 30% de E,.,,. Ainsi, I'optimisation de la géométrie

du systeme microfluidique nécessite de prendre en compte tous les parameétres précédemment définis.

L'allure globale des courbes semble trés similaire entre les deux efficacités : celles-ci croissent avec
la longueur de chambre (via Ry), décroissent avec la taille des canaux d'entrée/sortie (via R.s) et
croissent puis décroissent avec le centrage entrée/sortie C' et le rapport d’aspect R,. Seul le rapport
de largeur I?; n'a pas la méme tendance globale : plutdt constante pour E,,, et croissante puis
décroissante avec E,.,,. Cette ressemblance entre les allures globales des courbes pose la question

de la corrélation entre les deux efficacités.

La Figure 3.3 montre les variations de E,.,,, en fonction de E,,, pour les 5 paramétres étudiés. On
constate une allure en moyenne linéaire entre les deux efficacités et le coefficient de corrélation entre
elles est de 80 %. Par conséquent, une géométrie optimale sur I'efficacité de capture a une forte
probabilité d'étre optimale sur I'efficacité de remplissage. Techniquement, il est plus simple d'étudier
I'efficacité de capture que I'efficacité de remplissage en simulations avec le logiciel utilisé. C'est
pourquoi, quand I'efficacité de remplissage est trop complexe a évaluer on se contentera uniquement
d'optimiser I'efficacité de capture et d'évaluer ensuite |'efficacité de remplissage sans la déterminer

pour toutes les géométries, la corrélation entre les deux étant trés forte.
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FIGURE 3.2 — A : efficacité de capture E.,,; en fonction des valeurs des parametres. B : efficacité

de remplissage E e, pour les mémes valeurs de parametres

La meilleure efficacité de capture (E . = 54 %) est obtenue pour un décalage entre |'entrée et la
sortie de C' = 55,5 % et la meilleure efficacité de remplissage (E,emp = 74 %) est obtenue pour le
méme parameétre a la valeur C' = 77,7 % pour laquelle I'efficacité de capture n'a diminué que de
2,5 %. La géométrie la plus efficace a ce niveau de I'étude en prenant en compte les deux critéres est
donc obtenue pour C' = 77,7 %. La Figure 3.4A montre les lignes de courants et positions finales
des particules pour cette géométrie. On constate que cette chambre reproduit un écoulement oblique
a symétrie brisée comme I'a montré |'étude précédente mais avec un écoulement plus concentré sur

le réseau de pieges (Figure 3.4A).

On souhaite enfin vérifier si les différents paramétres sont inter-dépendants sur |'efficacité de capture
et de remplissage. On simule I'écoulement en prenant les différentes valeurs optimales obtenues pour

chaque parametres. Cette géométrie conduit au remplissage Figure 3.4B. L'efficacité de remplissage
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FIGURE 3.3 — Efficacité de remplissage E,.;,, en fonction de I'efficacité de capture E.,, sur les

simulations effectuées jusqu’alors.

de cette chambre est trés basse (environ 50 %) et fait apparaitre des faisceaux de particules trés
déviés passant en diagonale entre les pieges (faisceaux verts, jaunes et turquoises). Ce dernier
résultat semble confirmer qu'optimiser les paramétres géométriques de la chambre séparément n'est
pas suffisant pour trouver une géométrie optimale. Ainsi, il est nécessaire de prendre en compte les

combinaisons de valeurs de parametres en vue de trouver un optimal.

3.4.2 Analyse multiparamétrique

L'optimisation multi-paramétrique consiste a effectuer plusieurs simulations en séries par combi-
naisons de valeurs de parameétres. Les permutations de valeurs sont effectuées en suivant un "codage
naturel" (de la méme maniére que le code binaire naturel mais sur plusieurs valeurs par bit) : on
fixe toutes les valeurs des parameétres sauf un parameétre dont on balaye toutes les valeurs possibles.
Ensuite, on fait varier d'une seule valeur le second parametre puis on balaye une nouvelle fois les

valeurs du premier, etc... Le nombre d'évaluations du modele N,,,; est donc :

Np
Neval - H Vk (341)
k=1

ou N, est le nombre total de parametres et v, le nombre de valeurs pour le parametre k. Afin
de limiter N,y on décide de lancer I'optimisation sur N, = 4 paramétres en fixant le paramétre
donnant la géométrie la plus efficace des études paramétriques précédentes, c'est-a-dire le centrage

C' ala valeur C' = 77,8 %. On choisit 5 valeurs pour les paramétres pouvant varier sauf pour le
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FIGURE 3.4 — Lignes de courant et positions finales des particules A : pour la meilleure géométrie
obtenue de I'étude a un seul paramétre (pour le centrage C' = 77.8 % optimal) et B : pour la
géométrie avec les valeurs optimales des parametres prises séparément. Les couleurs correspondent

aux positions initiales sur la frontiére d'entrée.

ratio d'aspect ol on en prend 4. Cela fait donc un total de N,,, = 500 évaluations du modele qui
amene a environ 5 jours de calcul sur I'ordinateur utilisé.

La Figure 3.5A montre les lignes de courants et positions finales des particules dans la chambre avec
la meilleure efficacité de remplissage : E,cpnp = 90 % et une efficacité de capture : E . = 47 %. On
peut voir qu’elle a un aspect bien plus élancé (R, = 0.67) avec des canaux d’entrée plus larges et
une chambre plus large que la géométrie de départ. Certains groupes de particules (orange a cyan)
sont quasiment entiérement capturés. On constate sur la Figure 3.5B qu'une partie des particules
initialement positionnées sur les extrémités du canal d'entrée ne sont pas piégées et contournent
le réseau de pieges (rouge et bleu foncé Figure 3.5A). Il semble assez intuitif de vouloir diminuer
légerement la largeur du canal d’'entrée pour concentrer un peu plus le faisceau de particules sur
le réseau de piege (augmenter le débit de particules dans le réseau). Pourtant, ceci conduit a une
chambre moins efficace en remplissage. De maniere plus générale, cette géométrie ne semble pas
afficher de caractéristique particuliere expliquant intuitivement son efficacité de remplissage. Ce
résultat confirme que I'optimisation géométrique de chambre microfluidique n'est pas complétement
intuitif et ne peut pas étre réalisé par une approche purement expérimentale. La Figure 3.5B montre
la chambre avec la meilleure efficacité de capture E.,,x = 63 %, son efficacité de remplissage est
Eremp = 81 %. La forme de cette chambre est en revanche assez intuitive : elle est le moins large
et le moins long possible ce qui a pour effet de minimiser le nombre de particules envoyé en dehors
du réseau de piege et de rapprocher le plus possible les entrées et sorties des premieres rangées
de pieges pour les remplir fortement. Le ratio d'aspect de cette chambre est le méme que pour la

précédente : R, = 0.67 et le centrage C' entre les deux chambres est bien entendu le méme car
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il s'agit du parameétre que l'on a fixé. Cette derniére chambre s'avere efficace en capture surtout
parce qu'elle introduit beaucoup de particules dans les premiers piéges rencontrés. En pratique, on
privilégie plutdt un remplissage le plus homogene possible en nombre de particules par pieges. C'est
pourquoi, s'il fallait retenir une seule chambre sur les deux, on prendrait celle avec la meilleure
efficacité de remplissage Figure 3.5A.
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FIGURE 3.5 — Lignes de courant et positions finales des particules issues de I'étude multipara-
métrique A : pour la chambre au meilleur remplissage B : pour la chambre capturant le plus de
particules. Sur les images de gauche, les couleurs en arc-en-ciel correspondent aux positions initiales
des particules sur la frontiere d'entrée. Sur les images de droite, la couleur rouge correspond aux
particules capturées et le bleu les autres.
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3.4.3 Algorithmes d’optimisation

Les efficacités de capture et de remplissage obtenues avec les cing algorithmes d'optimisation
sans calcul du gradient sont présentées Tableau 3.3. On constate que les efficacités de capture sont
toutes en dessous de celle obtenue par analyse multiparamétrique (63 %) de méme pour I'effica-
cité de remplissage, sauf pour la chambre COBYLA. En revanche, la méthode Nelder-Mead offre
une efficacité de capture de 61 % avec une efficacité de remplissage de 88 % qui est proche de
la meilleure efficacité de remplissage de I'analyse multiparamétrique. La méthode COBYLA donne
une efficacité de remplissage plus élevée que la Nelder-Mead (91 %), mais pour une efficacité de
capture nettement plus faible (55 %). La chambre Nelder-Mead semble donc présenter le meilleur
compromis entre capture et remplissage de I'étude. Les méthodes Nelder-Mead et COBYLA offrant
les meilleurs efficacités, sont toutes les deux des méthodes d'optimisation par utilisation d'un sim-
plex. Nos résultats suggerent donc une supériorité de ces méthodes pour I'optimisation de chambre

microfluidique.

Méthode Efficacité de capture E.,, | Efficacité de remplissage E,cpy
BOBYQA 59 % 76 %
Recherche de coordonnées 57 % 83 %
Monte Carlo 52 % 83 %
Nelder-Mead 61 % 88 %
COBYLA 55 % 91 %

TABLE 3.3 — Efficacités de capture et de remplissage pour les cing algorithmes d’optimisation sans

calcul du gradient.

Les lignes de courants et positions finales des particules pour la chambre Nelder-Mead sont repré-
sentées Figure 3.6. Elle affiche une géométrie assez proche de la chambre a meilleure efficacité de
capture de |'étude multiparamétrique : une chambre relativement petite par rapport au réseau de
pieges et des canaux d'entrée et de sortie relativement larges. Le décalage entre |'entrée et la sortie
dans la direction transverse a |'écoulement apparait automatiquement avec le processus d'optimisa-

tion ce qui est en cohérence avec les résultats obtenus sur chambre décalée au chapitre précédent.

3.4.4 Optimisation du réseau de piéges par le désordre

3.4.4.1 Analyse paramétrique avec répétabilité

La Figure 3.7 montre la facon dont évolue I'efficacité de capture dans une chambre a entrées
et sorties symétriques (a centrage C' = 100%) sur dix valeurs de Rj; réparties uniformément entre
0 % et 50 % pour la chambre désordonnée a distribution uniforme et entre 0 % et 80 % pour celle
a distribution normale. Les courbes moyenne, minimum et maximum correspondent a I'efficacité de

capture moyenne, minimale et maximale sur les 10 géométries générées pour chaque valeur. On voit
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Méthode Nelder-Mead
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FIGURE 3.6 — lignes de courant et positions finales des particules dans la chambre optimisée par
la méthode Nelder-Mead. Sur les images de gauche, les couleurs en arc-en-ciel correspondent aux
positions initiales des particules sur la frontiére d'entrée. Sur les images de droite, la couleur rouge
correspond aux particules capturées et le bleu les autres.

tout d'abord un écart net entre la courbe maximale et minimale d'environ 5 % a 10 %. La répétabilité
joue donc un réle assez important pour I'optimisation de la géométrie a désordre. Ainsi, fabriquer
une unique chambre pour un Rs donné ne garantie pas directement une trés bonne efficacité de
capture : il vaudrait mieux tester plusieurs géométries reconstruites pour une méme valeur de R; et
fabriquer celle avec la meilleure efficacité de capture ou de remplissage selon I'objectif.

Au regard des courbes moyennes, on constate que I'efficacité de capture croit de maniere nette
pour les deux distributions puis atteint une saturation vers Rs ~ 0.5 pour la distribution normale et
Rs ~ 0.3 pour la distribution uniforme. D'apres les courbes des maximums de E4,;, les meilleures
efficacités de capture sur la chambre a distribution normale sont obtenues pour R; = 0.49 et
Rs; = 0.8. Les efficacités de remplissage correspondantes sont de 82 % et 86 % respectivement
Donc la meilleure chambre a distribution normale est obtenue pour Rs; = 0.8 avec les efficacités
Eeopt =53 % et Eyemp = 86 %. Pour la chambre a distribution uniforme, la meilleure efficacité de
capture est de 55 % avec une efficacité de remplissage correspondante E,.p,, = 82 %.

La Figure 3.8 montre les lignes de courants et positions finales des particules dans les deux meilleures
chambres pour les distributions uniforme et normale. On constate que les motifs de remplissages
obtenus par les faisceaux de particules capturées présentent des formes et tailles tres irréguliéres et

asymétriques (lignes de courant rouges, partie droite de la Figure 3.8). On constate en particulier
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F1GURE 3.7 — Efficacité de capture de la chambre désordonnée pour 11 valeurs du facteur d'écart
Rs. Pour chaque valeur de Rjs, la simulation est répétée 10 fois en recréant la géométrie. A :
distribution normale, B : distribution uniforme.

que les motifs en "zig-zag" des lignes de courants capturées sont trés atténués en comparaison avec
les distributions en quinconce observées précédemment. De plus, I'épaisseur des faisceaux de capture
(faisceaux composés de lignes de courant rouges, partie droite de la Figure 3.8) est tres variable :
certains ne contiennent qu'une ligne de courant, d'autres 10. Enfin, la distribution de I'épaisseur
des faisceaux de capture est aussi asymétrique : sur la Figure 3.8 A, on voit que les faisceaux
épais se situent sur la partie droite de la chambre alors que sur la Figure 3.8 B, ils sont sur la partie
gauche. Ces éléments semblent montrer une forte brisure de la symétrie de I'écoulement en cohérence
avec les observations précédentes. En revanche, il semble tres difficile d'identifier sur les motifs de
remplissages un mécanisme qui expliquerait précisément pourquoi une géométrie désordonnée est

plus efficace qu'une autre pour un méme facteur d'écart Ry.

3.4.4.2 Interprétation physique et régimes de dispersions

La Figure 3.9 montre |'évolution de |a distance moyenne entre particules < dp,,+ > en fonction du
temps. Les courbes étant tres semblables, il semble que I'introduction de désordre dans la chambre
ne modifie que trés peu le régime de dispersion. Dans les deux cas, on constate que le logarithme
de la distance moyenne entre particules est une fonction affine du logarithme du temps avec une
pente supérieure a % Le régime de dispersion suit donc une loi de puissance plus rapide que celle du
comportement Fickien, mais Il ne s'agit pas non plus de régime chaotique (plus lent). L'augmentation
de I'efficacité par le désordre ne semble donc pas s'expliquer par une accélération du régime de
dispersion. Ce résultat nous suggere que la brisure de symétrie augmentant |'efficacité de capture

n'est pas corrélée avec une accélération de la dispersion. Le fait qu'on ne retrouve pas le méme

69



CHAPITRE 3. OPTIMISATION DE RESEAU DE PIEGES MICROFLUIDIQUE

A Meilleure capture avec distribution uniforme

® By (g 0000
L
3t Ky NE ®
m] ww
w WHRRN gk
W D g B0
50 B o0 ¥ sogg
B g 8900
W R % ®
¥ pgro B @ B
bopg 0 W0
M MB‘!JM
[
W ENr H¥
B g g ¥ 0

Direction du flux

Mwm L
w0 Py pgt0
B Ky g
W gy @y
Mgww[!l

wwwm
by B3 EY g gy

® B g ¥

X ® mmwb"{l

b BBy g0 W%
L) w

8 oy B3 oy w®

[!]MMMWM
0% B yw w

Direction du flux

FI1GURE 3.8 — Lignes de courant et positions finales des particules dans la chambre désordonnée A :
pour la meilleure efficacité de capture avec distribution de pieges uniforme et B : pour la meilleure
efficacité de capture avec distribution de piéges normale. Sur les images de gauche, les couleurs

en arc-en-ciel correspondent aux positions initiales des particules sur la frontiére d’entrée. Sur les

images de droite, la couleur rouge correspond aux particules capturées et le

comportement que De Anna et al vient probablement du fait que la distance entre les pieges (taille

des pores Figure 3.1A [52]) est nettement plus faible dans [52] avec un domaine fluide beaucoup

plus étroit.
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FIGURE 3.9 — Logarithme de la distance moyenne entre particules en fonction du logarithme du

temps.

3.4.5 Effet de la taille du réseau de pieges

La Figure 3.10 montre les variations des efficacités de capture et remplissage en fonction du
nombre de pieges pour la chambre optimisée Nelder-Mead et pour la meilleure chambre désordonnée
(Rs = 0.4 et distribution uniforme). Pour éviter que le nombre de particules ait une influence sur
I'efficacité de remplissage, on garde un nombre de particules égal a trois fois le nombre de pieges.
Pour la chambre Nelder-Mead, on constate que F.,, augmente avec le nombre de pieges jusqu’a
atteindre 79 %, mais E,.n, diminue significativement jusqu'a 62 %. Autrement dit, la chambre
Nelder-Mead assure la capture de beaucoup de particules mais tend a laisser beaucoup de pieges
vides. Pour la chambre désordonnée, on tire profit de la symétrie de la chambre pour agrandir
le réseau de piéges dans la direction transverse a |'écoulement ce qui pourrait éviter ce probleme
rencontré avec la chambre Nelder-Mead. Dans ce cas, les efficacités de capture et remplissage restent
assez constantes a environ 50 % et 80 % respectivement. Ainsi, la chambre désordonnée laisse quasi
systématiquement passer 50 % des particules mais se remplit toujours a 80%. Elle constitue donc

un outil trés intéressant pour de la capture a trés grand nombre de pieges comme dans [34].

La Figure 3.11 suivante affiche les remplissages des chambres Nelder-Mead et désordonnée pour
leur nombre maximal de pieges testé. Dans la chambre Nelder-Mead, on retrouve un phénomene
précédemment observé de "boite vide" proche de la sortie. Cependant, cela ne se produit pas pour la
méme raison que dans la chambre droite symétrique du chapitre 2 précédent : quasiment toutes les
particules traversant le réseau de piéges sont capturées. C'est pourquoi, garder un réseau de pieges
en quinconce peut avoir ses limites quand on souhaite travailler avec un grand nombre de pieges
par chambre. Dans ce cas, il semble plus intéressant de travailler avec des chambres de 100 pieges
toutes connectées en paralléle sur une méme puce. Dans la chambre désordonnée, la symétrie de la
chambre (mais pas du réseau) provoque un remplissage assez constant dans la direction transverse

a I'écoulement (verticale Figure 3.10B). La faible longueur du réseau de piéges permet d’éviter de
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FIGURE 3.10 - Efficacités de capture E,,, et de remplissage E,..,, en fonction du nombre
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FIGURE 3.11 — Lignes de courants et positions finales des particules dans les chambres A : Nelder-

Mead et B : désordonnée. La couleur rouge correspond au lignes de courant et particules capturées et

la couleur bleue les autres. Les diamétres des particules ont été augmentés pour faciliter la lisibilité.
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Ce dernier résultat suggere que le fait de garder une chambre symétrique tout en brisant la
symétrie de |'écoulement prend un intérét de plus en plus important avec le nombre de piéges
utilisés. Ainsi, lorsqu’il s’agit de travailler sur 500 voire des millier de pieges on préférera les chambres
désordonnées.
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3.5 Evaluation expérimentale préliminaire

On propose ici un début d'étude expérimentale visant a mesurer |'efficacité de remplissage de
certaines chambres obtenues précédemment. Les résultats sur |'optimisation par la méthode Nelder-
Mead et sur la taille des réseaux de pieges ont pu étre obtenus aprés cette étape expérimentale. Les
meilleures chambres que I'on avait a ce moment de |'étude sont : la chambre obtenue par analyse
multiparamétrique et une chambre désordonnée d'efficacité de remplissage 80 % pour un rapport

d'écart Rs = 30 % d'ou son aspect moins désordonné que sur les figures précédentes.

3.5.1 Conception des puces

Les géométries obtenues numériquement sont exportées en format lisible par un logiciel de CAO
sur lequel on peut dessiner la puce entiére. Apres réflexion, on choisit d'utiliser une puce avec quatre
chambres disposées en parallele comme proposé par Di-Carlo et al dans la littérature [22]. Les canaux
sont arrangés de maniere symétrique dans la puce afin que chaque canal ait la méme résistance
hydraulique. Pour simplifier |'utilisation de la puce, les canaux sont connectés a une unique entrée
et sortie. Les géométries des puces étant différentes, elles n'ont pas la méme résistance hydraulique.
On dispose uniquement de régulateurs de pression, donc pour avoir le méme débit de particules
dans chaque puce et des cinétiques de remplissages comparables, il faut imposer des pressions
différentes dans les puces. Pour déterminer ces différences de pressions, on importe les géométries
des puces (de la CAO) sur Comsol Multiphysics et on impose le débit voulu par une condition limite
d""écoulement entieérement développé" qui signifie qu'on impose un profil de vitesses de Poiseuille
correspondant au débit voulu sur la frontiére d'entrée de la puce. Enfin, on mesure la différence de
pression correspondante : 60 mbar pour la chambre issue de |'optimisation multiparamétrique et
80 mbar pour la chambre désordonnée pour un débit de solution @ = 0,5 uL min~' dans une

chambre (c'est-a-dire Q. = 2 L min~! dans une puce).

3.5.2 Une bréve description du procédé de fabrication

Les procédés de mise en forme des produits sont nombreux et peuvent étre catégorisés de ma-
nieres différentes (taille des séries de piéces, nature des matériaux utilisables, dimensions des piéces,
état de la matiére lors de sa mise en forme...) Dans cette section, on se contente d'expliquer briéve-
ment le procédé de fabrication utilisé : la photolithographie. Tout comme le moulage et I'injection
plastique rencontrés dans |'industrie, il s'agit d'un procédé mettant en forme les pieces a |'état
liquide a partir d'un polymére thermoplastique sur de petites séries de pieces (une a quelques di-
zaines par série). L'application finale du systéme microfluidique étant de capturer des cellules et de
les observer, le polymere utilisé doit-étre : bio-compatible, transparent et perméable a I'oxygene.
Un matériaux faisant relativement consensus aujourd’hui pour ces caractéristiques est le Polydimé-
thylsiloxane (PDMS) [82] que I'on choisit pour construire les puces. Comme tout procédé de type
moulage, la photolithographie nécessite deux opérations majeures : la fabrication du moule et celle

des pieces a partir du moule.
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FIGURE 3.12 — Géométries des puces utilisées pour les expériences de remplissage. A : chambre
optimisée. B : chambre désordonnée.

3.5.2.1 Fabrication du moule

A partir du dessin CAO de la chambre, on peut usiner au laser un négatif de la puce sur une
plaque en chrome opaque aux rayons ultraviolets (UV) que I'on appelle "photo-masque" (il existe
aussi des photo-masques polyméres réservés aux pieges de dimensions moins faibles). La seconde
étape consiste a obtenir un disque de résine photo-sensible dont la hauteur est celle voulue pour la
puce. Pour ce faire, on dépose une certaine quantité de résine liquide sur un disque en silicium appelé
"wafer". Pour obtenir la bonne hauteur de résine, le wafer est placé sur une plateforme circulaire
tournante. Par force centrifuge, la résine s'étale uniformément sur le wafer a la hauteur voulue en
fonction de la vitesse de rotation et de la viscosité de la résine ("spin coating", étape A Figure
3.13). Ensuite, le wafer avec la couche de résine sont positionnés précisément dans une machine
en vis-a-vis du photo-masque. Une lumiere UV est projetée sur le masque ne laissant passer les UV
qu’a travers le motif du masque (étape B Figure 3.13). Ainsi, seule la partie de la couche de résine
en vis-a-vis du photo-masque est exposée aux UV. La partie non-exposée de la résine est retirée par
ajout de solvants (étape C de développement, Figure 3.13). La partie restante de la résine avec le
wafer constitue le moule que I'on utilise par la suite.
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3.5.2.2 Fabrication des puces microfluidiques

Une fois le moule fabriqué, le PDMS est coulé sur le moule (étape D Figure 3.13, nous n'utilisons
pas de noyau dans notre cas) puis est solidifié. Le PDMS solidifié est ensuite décollé du moule et les
puces sont séparées les unes des autres (plusieurs puces par série) par découpe manuelle au scalpel
et les entrées et sorties sont percées manuellement sur chaque puce. Enfin, la puce est fermée en
collant au plasma une lame de verre sur la face initialement en contact avec le wafer avant démoulage

(étape E Figure 3.13).

Fabrication
du moule

Fabrication
des puces

FI1GURE 3.13 — Principe du procédé de photolithographie. A : spin coating de résine photosensible
sur wafer de silicium. B : exposition de la résine aux UV sur le motif délimité par le photo-masque.
C : la résine non-exposée aux UV est retirée par certains solvants. D : le PDMS liquide est coulé
sur le moule. E : le PDMS est démoulé, les puces sont séparées et les circuits de chaque puce sont

fermés en collant au plasma une lame de verre sur la partie inférieure de la puce (la partie en contact

—

Résine photosensible Wafer de silicium

Lumiéere UV

Photo-masque

Noyau (si besoin) . PDMS liquide
- 2
—
Solution a injecter
puce —
Lame de verre

avec le moule avant démoulage). Image adaptée de [45].
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Direction du flux

FI1GURE 3.14 — Chambres optimisée et désordonnée observées a la loupe binoculaire apres fabrication
par le procédé de photolithographie. A : chambre optimisée. B : chambre désordonnée.

3.5.3 Expériences de remplissage

Directement apres fabrication, on injecte une solution de tensioactifs (F-68) pour éviter les effets
capillaires au moment de I'injection de la solution a particules. A la loupe binoculaire, on vérifie
visuellement que la qualité des pieges est suffisante pour mener a bien les manipulations (dimensions,
aspect). On prépare une solution de particules de 5 um de diamétre a une concentration de 106 m L~}
dans un eppendorf que I'on fixe sur une petite étagere mobile (Figure 3.15A). On branche un céble
entre la solution a particules et le régulateur de pression (Figure 3.15C) ainsi qu'un autre cable sur
la solution a particules avec une aiguille a son extrémité pour I'insérer sur I'entrée de la puce (Figure
3.15B). La sortie est branchée sur un petit réservoir pour récupérer la solution. En positionnant
I'étageére a la hauteur de la platine du microscope (Figure 3.15A), on peut facilement jouer sur la
pression hydrostatique pour laisser sortir une petite goutte au bout de I'aiguille du cable que I'on
branche a ce moment (pour éviter les bulles). On lance ensuite I'acquisition des images avec une
image toutes les 5 secondes sur le microscope avec fluorescence et sans fluorescence. Enfin, on

impose la pression voulue sur le régulateur de pression.

3.5.4 Résultats

La Figure 3.16 montre |'évolution du remplissage au cours du temps dans les chambres op-
timisée et a réseau désordonné. On consideére que le remplissage commence a la premiére image
ou apparaissent des particules dans le réseau de piéges (images a t = 0 s). On constate qu'un

état stationnaire apparait au bout de 60 s de remplissage. Au-dela, on observe une baisse du débit
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A B

Etagére avec solution

Cable vers étagere

Reégulateur de pression

FI1GURE 3.15 — Dispositif expérimental. A : vue globale de I'installation avec le microscope optique
utilisé, on utilise un grossissement X 10. B : zoom sur la puce connectée avec |'étagere en entrée et
un réservoir en sortie. C : zoom sur le régulateur de pression utilisé et la cable mettant sous pression

la solution a particules sur |'étagere.

de particules (environ 2 particules circulant en méme temps dans les chambres au lieu de 8). Ce
phénomene est probablement dii a la sédimentation des particules. On n'observe cependant pas de
sédimentation de particules dans les canaux des puces testées, on suppose donc que la sédimentation
apparait au niveau des jonctions entre les cables et la puce la ou on ne peut pas la constater.
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>

20s 40 s 60 s

Chambre optimisée

40 s 60 s

Direction du flux

Chambre désordonnée

Temps (s)

FIGURE 3.16 — A : chambre optimisée observée a la loupe binoculaire avec son remplissage au
cours du temps. B : chambre désordonnée observée a la loupe binoculaire avec son remplissage au

cours du temps.

Les images des remplissages stationnaires sont ensuite importées sur le logiciel ImageJ ol on définit
un carré de taille fixe que I'on duplique et centre sur les pieges. On calcule la moyenne de |'intensité
des pixels contenus dans le carré pour chaque piege et cela donne les matrices de remplissage pré-
sentées Figure 3.17B et C. Les matrices binaires sont présentées Figure 3.17B elles sont obtenues
par seuillage des intensités mesurées sur ImageJ et présentent une valeur 1 si le piege est occupé,
0 sinon. Cette matrice permet la quantification directe de I'efficacité de remplissage. Les efficacités
de remplissage expérimentales sont : 77 % pour la chambre optimisée et 80 % pour la chambre
désordonnée. Cela fait un écart réel/modele de 13 % pour la chambre optimisée et de 2 % pour
la chambre désordonnée ce qui démontre globalement une bonne correspondance entre le réel et le

modeéle. Cependant, pour avoir une vraie valeur a comparer avec |'expérience, il serait nécessaire
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de reproduire la manipulation un grand nombre de fois et effectuer une moyenne de |'efficacité de
remplissage comme Di Carlo et al [22]. C'est pourquoi ces résultats expérimentaux font plus état

du potentiel intéressant d'un réseau de piege désordonné qu'une réelle validation expérimentale.

Les matrices d'intensités Figure 3.17C montrent les intensités moyennes mesurées par piege
sur imageJ. A I'oeil, il semble qu'on puisse distinguer trés approximativement des niveaux discrets
d'intensités qui pourraient représenter le nombre de particules par piége. Le tracé des histogrammes
d'intensités semble montrer nettement des bandes d'intensités représentant ces différents niveaux sur
les faibles intensités. En revanche, passé deux particules par piege, les niveaux d'intensités semblent
indissociables. Une explication simple de ce probleme est le chevauchement des particules dans les
pieges dans la direction d'observation au microscope. Ainsi, certaines particules cachent les autres
et les intensités lumineuses ne peuvent se sommer. Le calcul des intensités ne permet donc pas
directement de déterminer le nombre de particules par piége. Une solution serait d'appliquer la
méme méthode que Mesdjian et al [72] : parcourir toutes les images et détecter les fronts montants
de I'intensité mesurée dans les carrés. A chaque saut correspond |'arrivée d'une particule, le nombre

de particules par piége correspond donc au nombre de fronts montants détectés par pieges par piege.

012345

Direction du flux

Chambre désordonnée Chambre optimisée

FIGURE 3.17 — remplissage stationnaire. A : image en fluorescence a ¢t = 60 s de remplissage.
B : matrice binaire de remplissage pour les deux chambres. C : matrice de remplissage par mesure

moyenne de |'intensité lumineuse
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3.6 Conclusion

Dans ce deuxiéme chapitre, on réalise une étude d’optimisation d'une chambre a réseau de piéges
2D rectangulaire. Ce type de réseau de piéges est assez largement utilisé dans la littérature quand il
s'agit de travailler avec beaucoup de piéges (au moins 100 par chambre). Dans la littérature, il existe
assez peu d'études cherchant a optimiser la géométrie d'une chambre pour son efficacité de capture
et ces études se limitent a des analyses paramétriques simples. De plus, nous n’en avons trouvé
aucune portant sur des réseaux de pieges 2D avec un grand nombre de pieges. Pourtant, ce type de
réseau de pieges peu encore grandement étre amélioré [36]. Dans cette étude, on essaie trois facons
d’optimiser la géométrie du systéme : avec des études paramétriques (simple et multiparamétrique),
des algorithmes d’'optimisation et introduire du désordre dans le réseau de piéges. Les résultats
montrent a la fois par I'étude paramétrique et par I'optimisation que la géométrie de la chambre la
plus efficace reproduit un écoulement oblique comme découvert en expériences et en simulations au
chapitre 2 précédent, mais avec un faisceau de particules plus concentré sur le réseau de pieges et des
canaux d’entrée/sortie plus larges. On peut également trouver une chambre trés efficace en gardant
une chambre symétrique avec un réseau de piéges désordonné. L'avantage qu'offre cette derniere
géométrie est que son efficacité de capture de 50 % et de remplissage de 80 % sont conservées
en grandissant la taille du réseau de piege dans la direction transverse a |'écoulement ce qui n'est
pas le cas pour la chambre obtenue par algorithme d’optimisation ou I'efficacité de remplissage
décroit fortement avec le nombre de pieges. On propose enfin une étude expérimentale préliminaire
pour évaluer |'efficacité de remplissage de nos chambres. L'efficacité de remplissage de la chambre
désordonnée a pu étre retrouvée, ce qui démontre un trés bon potentiel pour le réseau de piege
désordonné. Cependant, plus de manipulations sont a réaliser pour envisager une réelle validation

de I'étude I'optimisation.
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3.7 Informations supplémentaires

3.7.1 Photo-masque et wafer de silicium

La Figure 3.18 montre le photo-masque (A) utilisé pour le procédé de photolithographie et le

wafer de silicium (B) utilisé comme moule pour fabriquer les puces.

A Photo-masque chrome

B Moule : wafer avec couche de résine photo-sensible

FI1GURE 3.18 — A : photo-masque chrome. B : wafer de silicium avec la fine couche de 14 um de

résine servant de moule pour le PDMS.
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Chapitre 4

Cisaillement subi par les cellules capturées

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Jacques Fattaccioli (IPGG) et Léa Pinon (IPGG).
Dans cette étude, on s'intéresse plus précisément a I'action mécanique du fluide porteur sur des
cellules capturées et mises en contact avec des gouttes préalablement isolées dans le méme piege.
Pour ce faire, on construit un modele numérique hydrodynamique 3D d'une goutte et d'une cellule,
en contact et capturées dans un piege. Pour définir ce modele, on utilise les résultats du chapitre

précédent.

4.1 Introduction

Dans le corps humain (et animal de maniére plus générale), de nombreux tissus sont en contact
avec des fluides en écoulement. Lorsqu'un fluide est en contact avec une paroi solide, il exerce une
action mécanique sur celui-ci (et réciproquement). Pour un fluide visqueux, cette action mécanique
peut se décrire localement par une contrainte de pression (normale) du fluide et une contrainte de
cisaillement directement liée a la viscosité dynamique et au taux de déformation du fluide. Il en est
de méme pour tout tissu ou cellule en contact avec un fluide. Les cellules animales ont particu-
lierement montré une certaine sensibilité au cisaillement du fait de leur membrane plasmique fine
en plus de leur taille relativement grande [11]. L'effet du cisaillement a d'abord été étudié in vivo
sur les globules rouges [3] dans les vaisseaux sanguins, plus tard sur des cellules endothéliales [13],
tumorales (Hela) [2], des voies respiratoires [29], des ostéoblastes [56]... L'étude du cisaillement sur
les cellules immunitaires est apparue d'abord sur des lymphocytes T [7], puis des granulocytes neu-
trophiles [55]... Les résultats de ces études montrent d'une maniére assez générale que la contrainte
de cisaillement a un effet sur le comportement biologique de la cellule : modification du taux de
prolifération, du volume, du métabolisme et de la perméabilité de la membrane plasmique. Ces effets

peuvent-étre bénéfiques ou délétéres a la vie de la cellule [11].

[l apparait alors nécessaire de pouvoir estimer la contrainte de cisaillement qui s’exerce sur les
lymphocytes B capturés dans le systeme microfluidique afin de reproduire une expérience dans des
conditions de cisaillement comparables a celles des ganglions lymphatiques ou la synapse immunolo-
gique B se produit. Dans la littérature, nous n'avons pas trouvé d'article directement portant sur le

cisaillement subi par les lymphocytes B. Cependant, on a pu dégager deux études s'intéressant aux
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écoulements dans le systéme lymphatique : Dixon et al [23] ont pu quantifier le cisaillement dans
des vaisseaux lymphatiques de rats et Jafarnejad et al [61] ont obtenu par simulation numérique une
estimation du cisaillement dans les ganglions lymphatiques de souris. Cette derniere étude donne
un premier point de comparaison pour le calcul du cisaillement des lymphocytes B dans le systeme
microfluidique. Dans ce chapitre, on propose une adaptation du modéle précédent (chapitre 3) pour
accéder au cisaillement fluide subi par les lymphocytes B utilisés expérimentalement. Dans un pre-
mier temps on s'intéresse aux courbes isobares issues du modéle hydrodynamique 2D des chambres
utilisées pour définir un modele local 3D de I'écoulement autour d'un lymphocyte en contact avec
une goutte dans un piege microfluidique. A partir de ce modele, on quantifie la contrainte de ci-
saillement sur le lymphocyte et la résultante des forces fluide sur celui-ci. Cette derniére information
sera utile dans le chapitre suivant (chapitre 5).
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4.2 Différence de pression aux bornes d’un piege

A partir des résultats des simulations précédentes (chapitre 3), on peut tracer les lignes isobares
dans les chambres Nelder-Mead et désordonnée (Figure 4.1). On identifie les positions des pieges
recevant la plus grande différence de pression Ap,,.., ce qui donne un encadrement des différences
de pressions aux bornes des pieges dans chaque chambre. Pour la chambre Nelder-Mead, on trouve
ApPpmar = 8+ 1 Pa et pour la chambre désordonnée Ap,,.. =9+ 1 Pa au niveau des mi-distances
entre les pieges adjacents (cadres bleus Figure 4.1). A partir de ces différences de pression, on peut
définir un modeéle local de I'écoulement autour d'une cellule et d'une goutte dans un piege.

A Chambre Nelder-Mead
5058 05 &2 5
BB R \ —‘.C
HERER I——
58 &3 &0 60 BC B8
& 58 06 B b6 B lE_I Pa
53 58 00 06 86 B2 O
& 58 08 0% 04 B8 j ~__|A 100
100
X 90
= 80
3 70
g 60
B 3 Chambre désordonnée >0
) 40
a) 30
z 20
S= 10
\ / 0
[— ~ 1V 0
] T-%-‘_ T
T =
\ A~

F1GURE 4.1 — Courbes isobares tous les 1 Pa dans les chambres A : optimisée par la méthode
Nelder-Mead et B : optimisée par le désordre (distribution uniforme a Rs = 0.4).
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4.3 Modele de I'écoulement autour d’une goutte et d’une

cellule capturées

4.3.1 Géométrie paramétrée

L'étude de la contrainte de cisaillement exercée par le fluide sur la synapse nécessite de décrire sa
géométrie en trois dimensions. L'objectif étant d'estimer la contrainte fluide pariétale sur la cellule,
il ne semble pas nécessaire de prendre en compte la déformabilité de la cellule et de la goutte.
On modélise alors la synapse par I'union de deux sphéres rigides de méme diametre centrées sur
I'axe de symétrie du piége (premiére approximation). Le piége est construit a partir d'opérations
de CAO usuelles en respectant ses dimensions nominales (Chapitre 2). Le domaine de la chambre
est délimité par un parallélépipéde centré sur le piege. Ses dimensions sont réglées pour que ses
extrémités correspondent a la mi-distance entre ce pieges et les pieges adjacents du réseau et sa
hauteur est la méme que celle de la chambre (14 pm). Cette définition du domaine de la chambre
est une seconde approximation dans le cas de la chambre désordonnée ou il est possible que les
pieges adjacents soient plus proches. Le domaine (2 est défini par la différence entre le domaine de
la chambre et celui du piege avec la cellule et la goutte.

I sym

FIGURE 4.2 — Géométrie du modele d’hydrodynamique de I'écoulement dans un piege autour d'une
goutte et une cellule considérées rigides.
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4.3.2 Physique et stratégie de résolution

Les conditions d'écoulement sont les mémes que dans le chapitre 3 précédent : écoulement
laminaire, stationnaire, incompressible et a fluide newtonien. Dans le cadre de ces hypotheses, le jeu
d'équations du probléme reste celui de Stokes incompressible mais sans considérer |'approximation

du canal peu profond :

~Vp+pu V2Q:Q dans €

(4.3.1)
Vou=0 dans Q¢

La connaissance du champ de vitesse et de pression permet le calcul du tenseur des contraintes de

Cauchy ¢ du fluide. Pour un fluide newtonien en écoulement incompressible, o s'écrit :

g=-pl+2uD dansQy (4.3.2)

ol [ est le tenseur identité, et D le tenseur des taux de déformation eulérien défini par :

1
2

[

(Vo + Vu')  dans Q; (4.3.3)

4.3.2.1 conditions limites

On effectue une troisiéme approximation sur les conditions limites en considérant un écoulement

symétrique correspondant a la différence de pression obtenue section précédente :

p=Ap surl, (43.4)
p=0 surly -

Sur les frontiéres I'. en contact avec le reste de I'écoulement, on impose une symétrie de la solution
qui se traduit par une composante normale nulle en vitesse et une contrainte de cisaillement nulle

sur la frontiere :

v.n=20 sur I',

IS

(4.3.5)

on—((gn) . n)n=0 surl,
ou n est la normale sortante a I'.. Sur les autres frontiéres correspondant aux parois en contact avec
le fluide, on fait I'hypothése d'une condition de non-glissement du fluide par rapport aux parois :

v=0 surl, (4.3.6)

L’ensemble des équations présentées précédemment constitue la formulation forte du probléme.

On utilise la méme procédure que dans le chapitre précédent pour sa résolution avec une discrétisation
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en espace via la méthode des éléments finis avec des éléments tétraédriques de Taylor-Hood (P2 —
P1).
4.3.2.2 Estimation du cisaillement et de la force fluide

On quantifie la contrainte de cisaillement sur les parois de la cellule en soustrayant la composante
normale au vecteur contrainte :

n—((gn).n)n surT, (4.3.7)

I:

IS}

On calcule la résultante des forces fluides (incluant la contrainte de pression) par intégration :

Fy .= /F o n dT, (4.3.8)

Enfin, on définit le "coefficient de couplage" K; comme le rapport entre la résultante des forces

fluides sur la cellule et l'intégrale I, du champ de vitesse de I'écoulement a travers la cellule en

ignorant la cellule et la goutte (piége vide) :

K,
I, (4.3.9)
L= [ el] o

L'intérét de ce coefficient est de pouvoir modéliser I'action du fluide sur la cellule de maniére
simplifiée par une force volumique f; générant une force résultante cohérente vis-a-vis du modele

d'écoulement 3D. Ce qui nous sera utile au chapitre suivant.
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4.4 Résultats : cisaillement, force fluide et coefficient de cou-

plage

La Figure 4.3 montre les lignes de courant et I'amplitude de la contrainte de cisaillement en norme
||z|| sur les parois du domaine de la cellule T'.. On constate un écoulement symétrique et plan ce
qui est cohérent vis-a-vis de la symétrie de la géométrie et des conditions limites. Le cisaillement
est affiché pour une différence de pression de 10 Pa. La cartographie du cisaillement est également
symétrique sur chaque quadrant de la sphere représentant la cellule, ce qui est aussi cohérent vis-a-vis

de la symétrie du modéle.

”E” Pa

A 0.24
0.2
0.15
0.1
0.05
0

vO

FIGURE 4.3 — A : lignes de courant dans le modele local et norme du cisaillement sur les parois de
la cellule pour une différence de pression de 10 Pa aux bornes du piége. B : norme du cisaillement

sur les parois de la cellule en agrandi pour la méme différence de pression.

On répéte I'opération pour une fourchette de valeurs entre 0 Pa et 20 Pa et on récupere le
cisaillement maximal : ||7||;ma. Figure 4.4. On constate alors que pour des différences de pression
entre 0.2 Pa et 20 Pa, le cisaillement maximal sur la cellule reste dans l'intervalle estimé par
Jafarnejad et al de [0.05,0.6] Pa. Le cisaillement recu par la cellule est donc tout a fait comparable

au cisaillement subi par les lymphocytes B in vivo dans les ganglions lymphatiques.
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FI1GURE 4.4 — Norme du cisaillement maximale sur les parois de la cellule en fonction de la différence

de pression appliquée entre I, et I's (bornes du piege).

La Figure 4.5 montre les variations de la norme de la résultante des forces fluides en fonction
de l'intégrale de la norme du champ de vitesse a travers la cellule en ignorant les parois de la
goutte et la cellule dans la simulation. On constate une évolution trés linéaire sur laquelle on peut
identifier la pente. Cette pente correspond au coefficient de couplage défini précédemment et vaut
K;=1.0310" Nsm™

25
S
s 20 y =1,0358x - 0,0182
S
Z 15
F1 10
h:s

5

0

0 5 10 15 20 25

I, (107m*s™1)

FIGURE 4.5 — Variations de la norme de la résultante des forces fluides sur les parois de la cellule
|Fs_,| en fonction de l'intégrale de la norme du champ de vitesse a travers la cellule en ignorant la

goutte et la cellule 7.
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4.5 Conclusion

La contrainte de cisaillement est une grandeur pouvant influencer le comportement biologique
des cellules. La synapse immunologique se produit dans les ganglions lymphatiques entre une cellule
présentatrice d'antigene et un lymphocyte B ou la contrainte de cisaillement se situe entre 0.05 Pa
et 0.6 Pa d'apres Jafarnejad et al [61]. Dans les réseaux de pieges micofluidiques présenté précédem-
ment, des gouttes d'émulsions sont utilisées comme substitut a la cellule présentatrice d'antigenes.
Ainsi seul le lymphocyte B peut étre influencé par le cisaillement fluide. Dans ce court chapitre,
on construit un modeéle 3D de I'écoulement autour de la goutte et de la cellule dans un piege en
faisant I'hypothese d'un écoulement symétrique et de goutte et cellules rigides. Pour déterminer des
conditions limites cohérentes, on utilise le modéle des chapitres précédents et la valeur maximale
de la différence de pression aux bornes d’un piége qui est de 9 Pa pour le point de fonctionnement
utilisé. L'analyse du cisaillement maximal sur les parois de la cellule montre que les conditions de
cisaillement sont cohérentes vis-a-vis de celles estimées par Jafarnejad et al [61] dans la littérature.
D’autre part, le calcul de la résultante des forces fluides sur les parois de la cellule et de I'intégrale du
champ de vitesse a travers la cellule en ignorant la cellule et la goutte (piege vide) permet d'identifier
une constante dit "de couplage" faisant le lien entre force fluide et vitesse. On utilise cette constante
pour définir d'une maniére simplifiée d |'action du fluide sur la cellule au chapitre suivant a I'aide
d'une force volumique.
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Chapitre 5

Mécanique de formation de la synapse im-
munologique B

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Jacques Fattaccioli (IPGG) et Léa Pinon (IPGG,
Institut Pasteur). Il a pour objectif d'estimer la force et la surface de contact transmise dans une
synapse immunologique B reproduite sur des gouttes d'émulsions fonctionnalisées par antigénes dans
un piége microfluidique et d'évaluer I'influence des parametres cellulaires sur ces grandeurs. Dans ce
chapitre figure un certain nombre d'équations physiques issues de la Mécanique des Milieux Continus
et de la théorie de I'élasticité non-linéaire. Toutes les équations considérées comme connues sont
extraites du livre "Mécanique du Continu" de Jean Salencon [12] ainsi que des articles de Bonet et
al [57][67] sur la loi de comportement hyper-élastique polyconvexe. Les notations sont directement

inspirées de ces livres.

5.1 Introduction

Dans ce chapitre, on propose une étude mécanique de la synapse immunologique reproduite
expérimentalement dans un piege microfluidique a |'aide de gouttes d'émulsion fonctionnalisées par
des antigenes. Dans cette section on donne d’abord quelques éléments de contexte autour de I'étude
expérimentale de la synapse puis on se focalise sur les travaux mis en ceuvre a I'lPGG par Pinon et

al [85]. On conclut en positionnant le probléme de mécanique que souléve ce contexte.

5.1.1 La synapse immunologique B en laboratoire
5.1.1.1 Découverte de la synapse immunologique B

La synapse immunologique B a été découverte en 2001 par Batista et al [15]. Ceux-ci ont fixé
des antigenes (Ag) sur les récepteurs de cellules myéloides (ie de la moélle osseuse), elles deviennent
donc des cellules présentatrices d'antigenes (CPA). Ces CPA sont ensuite mises en contact avec des
lymphocytes B présentant des récepteurs B (RCB). Les images présentées par Batista et al Figure
5.1 sont claires : on voit apparaitre une surface de contact entre les lymphocytes B et les CPA avec

une accumulation d'Ag au niveau de la surface de contact.
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Antigenes Récepteurs B

Cellule présentatrice d’antigenes Lymphocyte B

FIGURE 5.1 — découverte de la synapse immunologique B par Batista et al. Les récepteurs B (IgM)

sont marqués en rouge et les antigénes sont marqués en vert. Image adaptée de [15].

5.1.1.2 Etalement de membrane et collecte d’antigénes

Depuis la mise en évidence de la synapse, certaines équipes ont cherché a la reproduire dans des
environnements plus simples a3 manipuler n'impliquant pas de CPA mais des substrats présentant
des Ag. Ces substrats ont des géométries et des propriétés mécaniques différentes plus ou moins
proches de celles des CPA. Fleire et al [25] ont utilisé des substrats plans portant une bi-couche
lipidique comme les membranes plasmiques des cellules. Cette structure ne représente pas réellement
la géométrie de la CPA mais a |'avantage de permettre la mobilité des Ag dans le plan du substrat.
Cette derniére caractéristique est importante car on sait depuis Batista et al [15] qu'une accumulation
d'Ag se produit au niveau de la synapse. Ces chercheurs ont étudié la dynamique de la synapse et
ont identifié deux phases (Figure 5.2A) : une phase d'étalement durant laquelle la surface de contact
augmente (images 0 et 3 min) et une phase de contraction ou cette surface diminue (images 7 et
10 min). A partir de ces expériences, il est possible de suivre I'évolution au cours du temps de la
surface de contact et de la quantité d'Ag présente sur cette méme surface. Deux facteurs jouant
fortement sur la taille de la synapse ont été mis en évidence : la concentration en Ag sur le substrat
et I'affinité du couple Ag/RCB. Enfin, Fleire et al [25] ont montré que la phase d'étalement de
la membrane est cruciale car c'est cette phase qui permet la collecte et I'accumulation des Ag au

niveau de la synapse qui enclenche ensuite la réponse immunitaire.

Les substrats a bi-couche lipidique ont par la suite été réutilisés pour étudier |'effet de la mobilité
des Ag sur la réponse du lymphocyte B par Ketchum et al [54]. La comparaison est faite entre des
substrats a bi-couche lipidique et des lames de verre recouvertes d'Ag fixes. Leurs résultats montrent
que la mobilité des Ag permet une plus grande accumulation de récepteurs sur la synapse et a un
effet sur la réorganisation du cytosquelette dans le lymphocyte. Une conséquence est que la surface

de contact peut étre augmentée d'environ 30 % avec des Ag fixes. Ce résultat semble assez intuitif :
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3 min
Antigenes Marqueur de membrane

FIGURE 5.2 — Dynamique d'une synapse sur substrat plan observée par Fleire et al [25]. Les
fleches blanches représentent A : comportement global d'un lymphocyte B en vue dessus, on voit
sa membrane s'étaler les 3 premieres minutes puis se contracter jusqu'a 10 min. B : marquage des
antigenes (vert) et de la membrane (rouge) dans le lymphocyte. On constate I'augmentation du
nombre d'Ag au niveau de la surface de contact. Image adaptée de [25].

pour former une quantité équivalente de liens Ag/RCB, il faut une plus grande surface de contact
avec des Ag fixes que mobiles. La mobilité des Ag joue donc un role important dans la formation de
la synapse. Cependant les substrats a bi-couche lipidique n'ont pas permis d’observer I'internalisation
des Ag dans le lymphocyte. Nathanski et al [46] ont alors proposé en 2013 une alternative plane
a partir de feuillets de membranes plasmiques de cellules permettant également la mobilité des Ag.
[l s'agit d'un matériau proche de plusieurs bi-couches lipidiques empilées et encastrées les unes sur
les autres. Ceci a pour conséquence de diminuer la raideur du substrat en traction dans la direction
normale au plan, comme pour des ressorts disposés en série (la raideur est divisée par le nombre
de bi-couches lipidiques). Cette baisse de rigidité a permis d'observer |'internalisation des Ag avec
des fragments de membrane plasmique ce qui suggére une capacité du lymphocyte a "tirer" sur les
complexes Ag/RCB jusqu'a rupture locale de la membrane plasmique en contact avec le lymphocyte :
il s’agit du processus d'extraction par forces mécaniques. Ainsi, la rigidité du substrat peut jouer un
rdle important pour l'internalisation des Ag (et donc pour la réaction immunitaire) mais ne semble
pas avoir une influence directe sur la formation de la synapse elle-méme.

Les substrats sphériques présentent I'avantage d'une géométrie plus proche de celle d'une CPA mais
ne permettent, en général, pas la mobilité des Ag a leur surface. Les premiers substrats sphériques
présentés pour I'étude de la synapse sont des billes en polystyréne par Yussef et al [43] en 2011. La
rigidité de ces substrats est tres élevée comparativement a celle des lymphocytes, ce qui empéche
I'extraction d'Ag par force mécanique. Yussef et al [43] ont alors mis en évidence la voie chimique
d’'extraction des Ag : des enzymes (protéases) issues des lysosomes du lymphocyte peuvent-étre

relachées au niveau de la synapse pour rompre chimiquement la liaison entre les Ag et la membrane
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extérieure du substrat. Cette voie d'extraction est cependant utilisée en dernier recours quand la voie
mécanique n'est pas possible (substrat trop rigide) [76]. En effet, |'extraction par force mécanique
est "préférable" car elle est discriminante par I'affinité du couple Ag/RCB : si Iaffinité du couple est
faible, il est tout a fait possible que la liaison du couple Ag/RCB rompe avant la liaison entre I'Ag

et le substrat. Ainsi, seul le récepteur est internalisé et I'Ag reste sur le substrat [74].

5.1.1.3 Des gouttes d’émulsions fonctionnalisées pour étudier la synapse

Les gouttes d'émulsions fonctionnalisées ont été réalisées pour la premiere fois par Fattaccioli
et al [24] en 2006, puis ont été utilisées pour étudier la synapse immunologique B entre autre par
Mesdjian et al [72], Pinon et al [85], Pineau et al [86]... Ces gouttes cumulent les avantages des
substrats précédemment énoncés : elles ont une géométrie sphérique, permettent la mobilité des Ag
et peuvent-étre rendues souples en contrélant leur tension de surface [72][85]. Elles sont le résultat
de plusieurs étapes de fabrication complexes que I'on donne grossierement :

— I'émulsification qui consiste a mettre en présence de I'eau liquide contenant des émulsifiants

et une huile (de soja, minérale...) puis de les mélanger ce qui forme les gouttes;

— I'ajout d'un phospholipide biotinilé pouvant se fixer sur la goutte d'une part grace a son
extrémité lipophile et d'autre part sur une molécule pouvant se lier fortement a |'extrémité

biotine : la streptavidine;

— I'ajout d’'Ag biotinilé pouvant aussi se fixer sur la streptavidine d'une part et les récepteurs

de la cellule B d'autre part.

Ainsi, la goutte est liée a I'Ag par l'intermédiaire du phospholipide, de la biotine (deux fois) et
la streptavidine. Par ailleurs, cette technique ne prend pas en compte la totalité des phénomenes
d’'adhésion possibles sur une CPA car elle n'intégre pas les molécules d’adhésion (VCAM-1 et ICAM-
1) pouvant se lier aux intégrines du lymphocyte B et nécessaires a la maturation de la synapse.
L'observation de synapses B avec cette méthode montre que les Ag eux-mémes jouent un rdle
mécanique sur |'adhésion de la synapse en plus de leur role biologique. Les tensions de surface
v des gouttes dans la phase aqueuse sont de I'ordre de 1 & 10 mN m™! [78]. Pour une goutte
de diamétre 7 um (diamétre moyen d'un lymphocyte B), la pression de Laplace Ap = 2% (ou R
est le rayon de la goutte supposée sphérique) associée est de I'ordre de 570 Pa a 5,7 kPa. La
tranche basse est de |'ordre du module de Young du cytoplasme des cellules rondes endothéliales et
la tranche haute de I'ordre du noyau de ces mémes cellules [18], ces valeurs étant obtenues par essai
de compression a microplaques. Ces valeurs de pression de Laplace font des gouttes d'émulsions
(fonctionnalisées ou non) de bons candidats pour étudier le comportement des cellules dans des
environnements déformables. De cette maniére, Molino et al [68] ont pu mesurer la pression de
contact que peuvent exercer des cellules tumorales (leucémiques H L — 60) lors de leur migration

dans des micro-canaux. Le programme permettant de calculer la pression de contact sur la goutte se
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base sur le calcul de la courbure de la goutte en supposant connaitre la tension de surface de celle-ci.
Ce méme code a été utilisé pour la synapse immunologique B par Pinon et al (Figure 5.3) [85].
En revanche, les forces impliquées dans la synapse immunologique B n'ont permis d’observer que
trés rarement des déformations de la goutte méme avec des gouttes molles de tension de surface
de 1,7 mN m~! et de pressions de Laplace 680 Pa [85]. Les déformations mesurées par Pinon
et al [85] conduisent a une force exercée par le lymphocyte B de 40,7 nN ce qui est trés élevé
en comparaison avec la force de poussée que peuvent exercer des lymphocytes T sur des billes
couvertes d'Ag en moyenne de 25 pN [41]. Cet écart de trois ordres de grandeur n'a pas pu étre
élucidé expérimentalement. La mesure de la force de contact dans une synapse B semble aussi tres
compliquée a mettre en ceuvre car elle nécessite que la goutte soit déformable et ses déformations
n'apparaissent que rarement [78].

A B

Lymphocyte B Goutte d’émulsion

um
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FIGURE 5.3 — Etude expérimentale pour la détermination de la force de contact dans une synapse
immunologique B par Pinon et al [85]. A : image au microscope optique d'une synapse immuno-
logique B sur goutte fonctionnalisée. La goutte se déforme légerement. B : quantification de la
variation de rayon de courbure de la goutte. Image adaptée de [85].

Les gouttes d'émulsions ont aussi été utilisées tres récemment par Pineau et al [86] pour se concentrer
sur la dynamique des organites du lymphocyte B. La technique d'isolation et d'appariement des
cellules avec les gouttes est trés proche que Pinon et al [85] a la différence qu'une chambre décalée
a été utilisée pour les raisons d'efficacité de remplissage que I'on a étudié Chapitre 2. Dans cette
étude, les mouvements de différents organites sont suivis au cours du temps. En particulier, les
filaments d'actine polymérisés ont pu étre marqués et visualisés au microscope optique. On constate
une accumulation de I'actine dans le cytoplasme au niveau de la synapse (Figure 5.4A). Un des

résultats majeurs de I'étude est d'avoir montré que cette polymérisation trés localisée est gérée par
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les microtubules du lymphocyte B. Plus précisément encore, la distribution spatiale de I'actine n'est
pas tout a fait uniforme au niveau de la synapse : il y en a plus sur les bords de la synapse qu'au
centre, ce qui forme un anneau d’actine autour de la synapse, a ne pas confondre avec I'anneau des

molécules d'adhésion dans les synapses réelles (Figure 5.4B vue de face et C).
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FIGURE 5.4 — Répartition des filaments d'actine dans un lymphocyte B formant une synapse sur
goutte d'émulsion par Pineau et al [86]. A : évolution dans le temps de la concentration en filament
d'actine. B : image de profil et de face le I'actine en surface du lymphocyte. Sur la vue de face on
peut voir I'anneau d'actine. C : profil d'intensité lumineuse (normalisée) représentant la concentration
moyennée en filaments d’actine en fonction de la distance radiale par rapport au centre de la synapse.

Images adaptées de [86].

5.1.2 Position du probleme

On retient les informations suivantes :

— la formation de synapse immunologique B sur goutte fonctionnalisée est un phénoméne
d'adhésion entre Ag et RCB influencé par les concentrations initiales en Ag, I'affinité des
complexes Ag/RCB, la mobilité des Ag et la polymérisation d'actine localisée au niveau de

la synapse;

— la rigidité de la CPA joue un réle sur la maniére dont sont extraits les complexes Ag/RCB

a I'échelle nanoscopique mais ne semble pas directement avoir d'effet sur la formation de la
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synapse elle-méme;

— les gouttes d'émulsions fonctionnalisées ont permis de reproduire la forme sphérique d'une
CPA avec mobilité des Ag, mais |'estimation des actions mécaniques participant a la forma-
tion de la synapse améne a un réel probleme d'ordre de grandeur en comparaison aux forces

produites par des lymphocytes T dans d'autres conditions expérimentales.

Concernant ce dernier point, une approche par simulation numérique permettrait de s'affranchir du
besoin de mesurer les déformations de la goutte et d'évaluer les roles respectifs de chaque action
mécanique en présence sur la formation de la synapse. De plus, si un tel modéle pouvait &tre validé
expérimentalement, il offrirait un outil pour étudier les conséquences de certaines modifications du
comportement mécanique du lymphocyte sur la formation de la synapse. Ces modifications sont
par exemple des changements de rigidité du lymphocyte comme c'est le cas pour le diabéte [77]
ou des variations du rapport de diamétre entre le noyau et la cellule comme cela est provoqué par
certains lymphomes [14]. Dans la section suivante, on effectue une analyse non-exhaustive de la
littérature de différents modeles numériques d'adhésion spécifique de cellules sur divers substrats et
plus précisément sur la synapse immunologique.
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5.2 Modeles numériques pour I'adhésion spécifique et la sy-

napse immunologique

Quelques modeles numériques ont pu étre développés pour étudier les phénomeénes d'adhésions
spécifique entre cellules et plus particulierement ceux impliqués dans la synapse immunologique. Un
travail de revue de littérature trés documenté (de 105 références) sur la modélisation des interactions
des cellules avec les parois endothéliales sous écoulement est proposé par Verdier et al en 2009 [35].
Dans cette revue, la modélisation de I'adhésion spécifique de cellules (entre autre) est abordée. On
s'appuie en partie sur cette revue pour présenter quelques modeles d'adhésion et développer notre
modele.

En 1980, George Bell [4] pose un cadre théorique reposant sur la cinétique d'équilibre chimique pour
I'adhésion spécifique entre des ligands et des récepteurs de maniere générale comprenant |'adhé-
sion entre Ag et récepteurs. Ce cadre s'avere tres intéressant pour notre étude car il se base sur la
connaissance de grandeurs mesurables expérimentalement : affinité des complexes ligands-récepteurs,
concentrations en ligands, récepteurs et complexes ligands-récepteurs... Une formulation thermody-
namique du probléme d'adhésion spécifique entre cellules a permis en 1984 par Bell et al [5] de
mettre en évidence la compétition entre les forces attractives d’adhésion spécifique et de répulsion
électrostatique. Cette répulsion est due au rapprochement de couches chargées négativement et
présentes sur les membranes des cellules : le glycocalyx [5][24].

En 1988, Dembo et al [8] introduisent la déformabilité de la membrane cellulaire présentant les
récepteurs (Figure 5.5A). Dans ce modéle, la membrane est représentée par une poutre en 2D et est
considérée comme déja en adhésion sur un substrat plan (des complexes sont déja formés en confi-
guration initiale). Les récepteurs sont modélisés comme des ressorts pouvant se lier aux ligands dans
la direction normale au substrat. Quand un complexe ligand-récepteur est formé, il exerce une force
de rappel élastique cherchant a la ramener au repos. Une extrémité de la membrane est encastrée
et I'autre est étirée par une force de tension faisant un angle avec la direction de la membrane au
repos. En fonction de la force extérieure appliquée, les complexes ligand-récepteur peuvent rompre.
Cette étude a montré (entre autre) qu'il existe une valeur de force de tension minimale pour mettre
en mouvement la membrane.

En 1992, Hammer et al [10] proposent un modeéle stochastique de I'adhésion spécifique en intro-
duisant la présence de microvillosités sur la membrane de la cellule (Figure 5.5B). Ce modéle se
base sur le calcul de probabilité de formation et de dissociation des complexes ligands-récepteurs
pendant un pas de temps donné. Ces probabilités dépendent des constantes de vitesse de formation
et de dissociation des complexes qui elles-mémes dépendent de la force exercée sur les complexes
ligand-récepteur. La force sur les complexes ligands-récepteurs est également calculée en considérant
des ressorts pouvant s'orienter et s'étirer dans la direction normale au substrat (Figure 5.5B). Pour
prendre en compte les microvillosités, I'allongement des ressorts est calculé a partir de leur point
d’attache sur les microvillosités.

Enfin, un modéle d'adhésion prenant en compte la déformation d'une cellule entiére (incluant noyau,

cytoplasme et membrane) avec adhésion sur substrat plan a pu étre développé en 2009 par Verdier
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et al [35] pour étudier le roulement d'une cellule mise en mouvement par un fluide porteur. Les
phénomenes d'adhésion ont pu étre modélisés par deux méthodes : via un potentiel d’adhésion et
via la méthode cinétique de Bell et al [4] en incluant les microvillosités a la maniére de Hammer et al
[10]. Les résultats ont montré (entre autre) que le noyau se déforme sans avoir d'effet particulier sur
le mouvement de la cellule, que les deux variantes du modele donnent des déformations de cellule
assez proches et que le modele d'adhésion cinétique obtient des vitesses de roulement voisines de

celles obtenues en expériences [35].
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FIGURE 5.5 — Deux modéles d'adhésion spécifique. A : détachement de membrane en adhésion sur
substrat plan par Dembo et al, image adaptée de [8] et [35]. B : modéle de Hammer et al [10] pour
étudier le roulement des leukocytes sur substrat plan; image adaptée de [10].

D’autres travaux s'intéressant spécifiquement a la synapse immunologique sont présents dans la
littérature. Dans une synapse entre deux cellules, plusieurs complexes ligands-récepteurs sont im-
pliqués avec des longueurs, des affinités et des raideurs différentes. Cette multiplicité de complexes
n'est pas directement prise en compte dans les théories énoncées précédemment.

En 2001, Qi et al [16] ont construit un modeéle pour étudier la répartition spatiale des différentes pro-

téines membranaires jouant un réle dans la synapse immunologique T entre les lymphocytes T et un
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substrat plan comportant des Ag et d'autres molécules d’adhésion. Ce modeéle considére le substrat
rigide et la membrane plasmique du lymphocyte T comme déformable dans la direction normale au
substrat. Il représente les récepteurs T (RCT), les Ag, les complexes Ag/RCT et les autres complexes
d'adhésions avec des champs scalaires de concentration. Les mouvements de ces protéines sur la
membrane du lymphocyte T et le substrat sont déterminés par une équation de réaction-diffusion des
concentrations pour chaque protéine. Ces équations prennent aussi en compte |'agitation thermique
et I'effet de la distance entre la membrane et le substrat dans I'affinité des différents complexes
via les constantes de vitesses des complexes. Elles sont également couplées a I'équation d'équilibre
dynamique de la membrane du lymphocyte T qui est représentée par une plaque déformable. Ce
modele a permis de retrouver le phénomene de formation d'anneau des molécules d'adhésions autour
des Ag et RCT. Une amélioration de ce modeéle, incluant I'action du cytosquelette sur la membrane
plasmique a ensuite été formulée [17]. Ce modéle a en partie montré que la différence de longueur
entre les complexes d'adhésion joue un rdle important sur la répartition des complexes sur la synapse.
Bien que ces modeles de réaction-diffusion ont démontré une grande efficacité pour reproduire les
observations expérimentales, ils ne permettent pas d'étudier les déformations du lymphocyte entier
et éventuellement des variabilités de forme ou de rigidité de celui-ci sur la force de contact.

Enfin, Fleire et al [25] ont développé un modéle stochastique avec une approche trés différente des
modeles précédents pour simuler la collecte des Ag par un lymphocyte présent sur substrat plan. Ce
modele inclut la capacité du lymphocyte a s'étaler puis se contracter sans considération mécanique.
Le lymphocyte est modélisé par un cercle de diamétre initial relativement faible portant des RCB
et le substrat par un plan portant des Ag ponctuels pouvant diffuser. La simulation s'effectue par
incréments de la taille de la surface de contact. La surface de contact augmente si au moins 75 %
des RCB sont occupés par des Ag. Si ce rapport n'est pas atteint au bout de 1 min, le lymphocyte
se détache et la simulation est arrétée. Si la surface de contact augmente, de nouveaux RCB entrent
en contact avec le plan et le rapport d'occupation des RCB descend en dessous des 75 % etc...
Au bout de 2 min, la cellule se contracte et la collecte des Ag est terminée. Ce modele étudie
I'importance de I'étalement du lymphocyte et de I'affinité des couples Ag/RCB sur la collecte des
Ag. Ces résultats ont pu étre validés quantitativement avec les expériences et ont montré que I'éta-
lement du lymphocyte et I'affinité du couple Ag/RCB sont cruciaux pour la collecte des Ag et donc

I'enclenchement de la réaction immunitaire adaptative.

On retient les informations suivantes :

— il est possible de modéliser I'adhésion spécifique de cellule sur divers substrats a partir de

paramétres accessibles expérimentalement et controlables sur les gouttes d'émulsions;;

— certains modeles ont permis d'implémenter |'adhésion spécifique a |'échelle d'une cellule en-

tiere pour étudier le roulement des leukocytes sur les parois endothéliales;

— les modeles numériques s'intéressant a la synapse immunologique se placent a I'échelle de la

membrane cellulaire, mais nous n'avons pas trouvé de modele capable d'estimer la force de
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contact entre les deux cellules avec les déformations a I'échelle d'une cellule entiére.

La méthode expérimentale utilisant des gouttes d'émulsions fonctionnalisées ne fait intervenir qu’un
seul couple de molécules d'adhésion : les Ag et les RCB. Ceci simplifie grandement les phénomenes
d'adhésion et ne nécessite pas la précision des modeles membranaires présentés plus haut. Il est donc
possible, dans le cadre de synapse sur goutte d'émulsion, de formuler un modele a I'échelle d'une
cellule entiere incluant des parametres d'adhésion controlés expérimentalement. Dans la suite, on
présente un modéle numérique visant a estimer la force, la surface de contact et plus généralement
les déformations a I'échelle d'un lymphocyte entier formant une synapse sur goutte d'émulsion
présentant des Ag. Pour construire ce modeéle, on s'est inspiré de travaux précédemment réalisés
d’'adhésion sur micropilliers de Deveraux et al [80].
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5.3 Modele mécanique de formation de la synapse

5.3.1 Géométrie

La cellule dans son état initial {2y et la goutte €2, sont décrites par des demi-disques paramétrés
par leur rayon et les coordonnées de leurs centres. Le piége €2, est construit par union de rectangles
paramétrés par leurs positions et dimensions aux mémes valeurs qu'aux chapitres précédents. Enfin,
le domaine fluide €2 est représenté par un rectangle centré sur le piege dont les dimensions coincident
avec les mi-distances entre piéges comme dans le chapitre 4 précédent. De plus, on définit la fonction
“level-set" de la goutte avec un champ de distance signée normale [, par rapport au cercle qui décrit
sa frontiére :

ly(z) = [lz — 2|| = Ry 2z €R? (5.3.1)
on compose cette fonction level-set a une fonction heaviside h (échelon) prenant la valeur 1 si son
argument est positif et 0 s'il est négatif avec une transition lissée entre ces deux valeurs :

hy(z) = h(~ly(z)) z € R? (5.3.2)

ou hy est la heaviside de la goutte valant 1 dans le domaine de la goutte, 0 en dehors avec une
épaisseur de transition entre ces deux valeurs que I'on contrdle. On définit dans le méme esprit des

fonctions heavisides pour la cellule entiére et son noyau :

le(z) = [|lz — 2| - R, ze€R?

ln(z) = ||z — 2al| — Rn 533)
he(z) = h(—lc(z))
ha(2) = h(—ln(z))

La fonction heaviside du cytoplasme avec la membrane h,, est obtenue par complémentarité du

noyau dans la cellule :

Iy = he — hy, (5.3.4)

5.3.2 déformations et formules de transport

Le probleme de mécanique de la synapse impose de grandes déformations du milieu continu.
Cela nécessite de pouvoir exprimer certaines grandeurs comme les actions mécaniques extérieures,
le tenseur des contraintes de Cauchy ¢ et le champ de masse volumique p en fonction de la position
initiale X et du champ de déplacement u. On rappelle brievement ici les formules de transport que
I'on utilise dans cet objectif.
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FIGURE 5.6 — Géométrie du modele d’'adhésion avec ses différents domaines et frontiéres. La zone
verte représente le cytoplasme avec la membrane du lymphocyte via h,, et la zone rouge le noyau
du lymphocyte via h,,.

5.3.2.1 Transport d’éléments géométriques

Pour modéliser les déformations du milieu continu, on utilise une fonction placement ¢ et un
champ de déplacement u qui relient la position initiale d'une particule solide X a sa position courante
a l'instant ¢ notée x par les relations :

z =X, 1)

z=X +u(X,t) (5.35)

Le gradient de la fonction placement F et son déterminant J peuvent aussi se déduire du champ
de déplacement :

F(X,t) =1+ Yu(X,t) (5.3.6)
J(X, 1)

ol [ est le tenseur identité. On s'intéresse au transport des éléments suivant : vecteur matériel d.X
joignant des particules solides infiniment proches, élément de surface orienté dSy ny et élément de
volume df€). Les éléments correspondants dans la configuration déformée sont respectivement : dz,

dS n et dS). lls sont reliés entre-eux par les relations :
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dz = F(X, t) dX

Q) = J(X,t) dQO

ol H s'identifie au cofacteur de F [57][67] . A partir du transport d'élément de surface, on peut
isoler la normale n et s'affranchir des rapports de surface en la normalisant :

n— ? X.1) no (5.3.8)

5.3.2.2 Transport de la masse volumique

La conservation de la masse du volume df2, transporté en d{) donne le transport du champ de masse

volumique :

plz) = (5.3.9)

5.3.2.3 Transport du champ de contrainte

On modélise les contraintes internes a la cellule dans la configuration déformée x par le tenseur
des contraintes de Cauchy g(z). Il fait le lien entre une force élémentaire d f de cohésion et I'élément
de surface orienté dS n :

df(z) =o(z) dSn (5.3.10)
On peut exprimer cette méme force en fonction de I'élément de surface initial :
d J F~ dSy B(X,t) dS
f=J(Xt) g E71(X,t) dSo ng = B(X,t) dSp ng (5.3.11)
B(X,t) = J(X.t) ¢ ET1(X,1)

ou B est le tenseur des contraintes de Boussinesq (ou "premier tenseur des contraintes de Piola-
Kirchhoff" ou "Piola-Lagrange") [12]. Il fait le lien entre une force élémentaire df de cohésion et
I'élément de surface orienté initial dSy ng. Ce tenseur intervient dans I'équilibre des forces ramené
en configuration initiale.

5.3.3 Matériaux et loi de comportement

On utilise une loi de comportement hyperélastique de type Mooney-Rivlin a trois parametres

comme le recommande Miiller et al [84]. Pour assurer une certaine stabilité de calcul, on utilise une
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définition polyconvexe de la loi Mooney-Rivlin [57] (convexe par rapport a chacune de ses variables :
F.H, J):

=
=
[iss

J) =«

[igs
[ies

+8 H:

1=

+ fu(J) (5.3.12)

ou W est I'énergie de déformation non-linéaire du solide, o est un parametre matériau lié aux
élongations du solide via F (transport d'un vecteur matériel), 3 lié aux variations d'aires des éléments
de surface via H (transport d'un élément du surface) et f,, une fonction convexe de J liée aux
variations de volume (transport d'un élément de volume). On utilise la premiére fonction convexe

fw proposée par Bonet et al [57] :

fu(J) = =2aIn(J) — 48] + ;(J — 1) = 3(a+p) (5.3.13)

ou A, « et 3 sont des propriétés matériaux pouvant se déduire des propriétés d'élasticité linéaire en

petites déformations :

2(0( + B) = Hiin

(5.3.14)

ou Ay et pu;, sont les parametres de Lamé associés en élasticité linéaire. Pour rendre le systeme
soluble, il faut fixer un des paramétres. le coefficient 3 peut-étre encadré entre 0.5 py;, et 0 Pa
(matériaux Néo-Hookéen) oU fu;;, est le second paramétre de Lamé en élasticité linéaire [84]. N'ayant
pas trouvé de valeur spécifique aux lymphocytes B, on se place a la moyenne : 3 = 0.25 ;. Les

paramétres de Lamé sont reliés au module de Young E et au coefficient de Poisson v par :

N Ev
1= 2wy (1 + )
(5.3.15)
B E
avec F et v définis a partir des fonctions heaviside du noyau et du cytoplasme :
E=E, hy,+ Eg h,
Y (5.3.16)

v =0.48

ou F, est le module de Young du noyau et E,, celui du cytoplasme. Le tenseur des contraintes
de Boussinesq (premier tenseur des contraintes de Piola-Kirchhoff) peut se déduire par le second
principe de la thermodynamique :

B=2" (5.3.17)
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En remplagant la loi de comportement de Mooney-Rivlin dans cette derniere équation, B peut
se déduire directement de ses variables par :

B=Br+BuxH+B; 1
ow
Br=—=2a F
=K OF oL
(5.3.18)
ow
By=—=28H
w= =2 K
ow
B = —-— = /

ou "x" représente le produit croisé de Bonnet et al [67] (détails en informations supplémentaires),
Br, By et B; les contributions en contrainte dues aux élongations, changement de surface et
de volumes respectivement. On peut ainsi déduire B, que I'on utilise pour implémenter I'équilibre
dynamique du lymphocyte.

5.3.4 Physique

5.3.4.1 Equilibre dynamique

On considere I'équilibre dynamique de la cellule dans la configuration déformée ou elle occupe
un domaine €2 a l'instant ¢ :

V.a(z) + fo(z) = plz) y(z) z€Q (5.3.19)

ol 7 est le vecteur accélération. On s'attend a de grandes déformations de la cellule, cette équation
est donc vérifiée sur un domaine que I'on ne connait pas. Pour résoudre cette équation, il faut
s'affranchir de toute dépendance en x en changeant de variable vers un domaine que I'on connatt,
par exemple, le domaine initial {2y. Via les formules de transport des éléments de volume, de surface
et de conservation de la masse, on peut effectuer un changement de variable sur le principe des

puissances virtuelles [12], qui donne I'équilibre ramené sur le domaine initial g :

V.B(X,t) + J(X,t) fo(¢(X,1)) = po(X) v(0(X,t)) X € Qo (5.3.20)

On décide de résoudre le probléeme via le champ de déplacement w (défini sur ) plutét que par la

fonction placement ¢, ce qui donne cette derniere formulation de I'équilibre :

V.B(X,t) + J(X,t) fo(X +u(X,t) = po(X) ZQ;L(X, ) Xe (5.3.21)
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dans un souci de concision, on ne note plus systématiquement la dépendance en X et ¢ pour la suite,
sauf quand cela semble important. On remarque que cet équilibre fait intervenir les contraintes et
forces volumiques dans la configuration déformée via B et E(K—Fg) Le terme d’équilibre "ramené
en configuration initiale" peut alors étre trompeur car il représente bien physiquement I'équilibre des
forces en configuration déformée mais que I'on souhaite résoudre sur un domaine connu € via les

formules de transport.

5.3.4.2 Conditions limites

Sur I'axe de symétrie I'y,,, (en = 0), on impose un déplacement horizontal nul :

u.ng=0 X €Ty, (5.3.22)

pour faciliter le calcul, on modélise les actions mécaniques extérieures a partir de forces volumiques
plutét que de contraintes transmises sur le bord €2 \ I',,,. On considere le reste de la frontiere
Qo \ sy, comme libre :

é Nng = 0 X S 890 \ Fsym (5323)

5.3.5 forces volumiques

5.3.5.1 Force fluide

Une description trés réaliste de I'action du fluide sur la cellule nécessite de mettre en place un
modele d’interaction fluide-structure. L'écoulement réel autour de la cellule et la goutte est 3D donc
un tel modeéle impliquerait des temps de calculs tres élevés pour représenter une force qui est faible
comparativement aux autres. On décide de simplifier |'action du fluide sur la cellule en utilisant un
couplage uni-directionnel via une force de volume f; calculée a partir de I'écoulement fluide quand
le piege est "vide" [71]. Pour ce faire on calcule d'abord le champ de vitesse fluide v en régime
stationnaire dans le domaine fluide sans la cellule et la goutte, ie dans €2 U 2, U Q. Ensuite, on

définit f; telle que :

fr(X +u) = Ky o(X +u) (5.3.24)
ol Ky est la constante de couplage calculée au chapitre précédent et v le champ de vitesse du fluide
calculé sans cellule ni goutte. Le champ de vitesse fluide varie trés peu entre la configuration initiale

et déformée, on fait I'approximation :

[r( X +u) =~ Ky v(X) (5.3.25)

109



CHAPITRE 5. MECANIQUE DE FORMATION DE LA SYNAPSE IMMUNOLOGIQUE B

5.3.5.2 force de réaction de la goutte

Le contact est un phénomeéne qui est en général complexe a modéliser. Il existe plusieurs facons
de le mettre en ceuvre avec des algorithmes connus et précis comme |'algorithme de pénalité ou du
lagrangien augmenté. En pratique, ces méthodes peuvent poser des problemes de convergence de
solveur non-linéaire que I'on a pu constater. Par conséquent, on s'est tourné vers la méthode de
champ de force volumique utilisable dans le cas ol un des solides est supposé rigide [80] . La force
de réaction de la goutte est liée a sa pression de Laplace considérée comme suffisamment élevée
pour supposer la goutte rigide. On néglige les actions de frottement de la membrane plasmique sur
la goutte, la force de réaction de la goutte sur la cellule est donc considérée comme normale a la

frontiére de la goutte.

So(X +u) = fo hy(X +u) ng (5.3.26)

ou ng est la normale sortante a la goutte dans la configuration déformée et f; une constante
représentant la norme de la force de contact par unité de volume que I'on régle afin d’empécher la
pénétration de la cellule dans la goutte. On exprime n, en fonction de la normale correspondante

dans la configuration initiale nyy via la formule de transport de la normale :

EiT Ng0
foX +u) = fg hg(X +u) ——F—— (5.3.27)
= LE™ ngol|
ou ngyo peut étre simplement calculée via le gradient de la fonction level set de la goutte :
Vig(X +u)
Ngy = ——— (5.3.28)
— V(X + )

5.3.5.3 force d’adhésion spécifique

On choisit de modéliser |'adhésion par la méthode cinétique de George Bell [4]. On considére un
équilibre chimique prenant en compte la réversibilité des couples ligand/récepteur. Les ligands sont

les Ag présents sur la goutte et les récepteurs sont les RCB sur le lymphocyte :

k
L+R<=LR (5.3.29)
d

A I'équilibre chimique, la vitesse de déplacement de I'équilibre est nulle et de maniére équivalente,

le quotient de réaction est égal a la constante d'équilibre :

_ky _ [LRleg
K=~ T (53.30)

ol ks et k; sont les constantes de vitesse de la réaction de formation et de dissociation de

la liaison respectivement, [LR].,, [L]e, et [R]e, les concentrations sur la surface de contact en
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couples ligand /récepteur, ligands et récepteurs respectivement a |'équilibre chimique. Le rapport des
constantes de vitesse K représente |'affinité chimique du couple LR. De plus, la conservation de la

matiere implique :

[L] = [L]o — [LR]

(5.3.31)
[R] = [Ro — [LR]

ou [L]o et [R]y sont les concentrations initiales au sens de la réaction chimique en ligands et
récepteurs sur la surface de contact. Dans I'hypothése d'une répartition uniforme en ligands et
récepteurs, cette concentration est la méme sur la surface de contact que sur la surface totale de
la cellule et de la goutte respectivement. Cependant, les récepteurs et les ligands sont mobiles et
s'accumulent au niveau de la surface de contact. On prend en compte ce phénomeéne en augmentant
les concentrations initiales au sens chimique présentes sur la surface de contact via des parametres

d'accumulations x, et xr définis tels que :

[L]o = [L]og (1 + Xz Tace(t))

(5.3.32)
[R]o = [Roc (1 + Xr Tace(t))

ou [L]o, et [R]o. sont les concentrations initiales en ligands et récepteurs sur la goutte et la cellule
avant contact (au sens mécanique) supposées uniformes et r,.. une fonction rampe contrdlant
la montée de [L], et [R], initialement a [L]y, et [R]o. (resp) jusqu'a (1 + xr) [L]o, et (1 +
Xr) [Rloc (resp). Les concentrations initiales au sens mécanique [L]o, et [R]o. sont contrdlées
expérimentalement pour les Ag sur la goutte & environ 50 ym =2 puis on constate une montée 3
75 ;m 2 au niveau de la synapse, donc une valeur raisonnable pour Y, est 0.5 [85]. Sur le lymphocyte
B, une concentration initiale avant contact représentative est de 95 pm > [85]. En revanche, il est
trés difficile de savoir comment évolue cette concentration au niveau de la synapse. On suppose que
Xr = Xz = 0.5. En remplacant la conservation de la matiére (équation (5.3.31)) dans la condition
d'équilibre chimique (équation (5.3.30)), on voit apparaitre une équation polynomiale de degré 2 en

[LR]cq. Une de ses racines donne un résultat non-physique [4][35], et I'autre est :

(Lo [+ )~ o (ot 4 Ry (5339

[LR]eq = K2 K

1
2
On néglige les temps caractéristiques de cette réaction devant le temps d’établissement de la synapse,
on considere donc |'atteinte de |'équilibre chimique comme instantanée. L'action attractive a I'échelle

d'une liaison LR d'adhésion est représentée par une force F i de rappel élastique dans la direction

normale a la goutte n, et de sens opposé [10] :

Fir = —kir (dr — lo) ny (5.3.34)
avec kg la raideur de la liaison LR, dr sa longueur (comprenant son allongement) et [, sa longueur
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a vide. La contrainte mécanique exercée sur la surface d'adhésion T, associée peut donc se déduire

par :

Toa = [LR]eq FLr = —[LR]eq krr (dir — o) 1y (5.3.35)

Appliquer une contrainte externe précisément sur une frontiere qui de plus est variable dans le temps
(surface d'adhésion) peut rendre le calcul numérique difficile. Pour contrer ce probléeme, on définit
une force volumique [80] d'adhésion f,4 non nulle dans une fine zone d'adhésion Q,q C Q qui
s'appuie sur la surface d'adhésion I',; et telle que son travail virtuel est approximativement égal a

celui de 1,4 . En pratique, on représente (2,4 par une fonction heaviside h,4 autour de la goutte :

/fad.g*dQ%/ Tog . u* dl’
o an —

(5.3.36)
fod = ¢ Tud had

ou u* est un déplacement virtuel, e,y I'épaisseur de €1,4. Cela donne une définition de f,; dans le

domaine entier € :

1
@ = - [LR]eq kLR (dLR - lo) had @ (5337)

€ad

Enfin, on exprime le transport dans la configuration initiale de fuq :

1 E_T Ng0
Jfad = —— [LR]eq krr (dir — lo) haa HE;

€ad T @H

(5.3.38)

5.3.56.4 force des filaments d’actine

On a pu voir sur les images expérimentales que I'actine polymérise trés localement dans une
couche a proximité de la synapse (par influence des microtubules) [86]. Pour modéliser ce phénomene,
on a pu mettre en place deux méthodes : par contrainte active et par une force volumique. Les deux
méthodes ont permis un calcul de déformations qui se ressemblent mais qui semblent plus proches des
résultats expérimentaux par force volumique. La littérature semble indiquer que les forces exercées
par I'actine "poussent" la membrane du lymphocyte dans la direction normale a celle-ci et proche

de la zone d'adhésion. On modélise donc la force volumique des filaments d'actine f,.; par :

Jact = fact hact 1c (5.3.39)

ou fu est la norme de la force f,.:, haet la fonction heaviside de la zone de polymérisation d’actine
et n. la normale unitaire sortante a la cellule . Enfin, on transporte la normale a la cellule dans la

configuration initiale, ce qui donne :
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F_T Mo
fact = fact hact — (5340)
o 127" nel|
ou n. est la normale a la cellule dans la configuration initiale que I'on calcule par :
Vi.(X)
Nep = mss AT (5.3.41)
IVi(X)]]

5.3.5.5 Force volumique totale et résultante des forces de contact

Pour étudier les différentes phases de formation de la synapse séparément et faciliter la résolution
du modele, on utilise la méthode des forces "rampées" ou "ramping loads" [87] qui consiste a

multiplier par une rampe chaque chargement :

fo=Ffo+ri@t) fr+7aa(t) faa + Tact(t) fact (5.3.42)

OU 7f, Tqqd €t Tqet SONt des rampes croissantes valant 1 aux temps T, T, et T, et débutent aux
temps 0 s, Ty et T,4 (Figure 5.7. Enfin, une étape d’accumulation d'Ag et RCB est modélisée par
la rampe 7. définie plus haut débutant 3 T, et valant 1 a2 0.8 T, ie a 80 % de la durée totale de

I'étude T,. Enfin, on calcule la résultante des forces de contact F|,_,. de la goutte sur la cellule par :

Frso = | fu) d2 = | J(X0) £,(X +w) A2 (5.3.43)

La symétrie du modele impose directement que la norme de cette force est égale a la valeur absolue

de sa composante verticale, ie selon (O, e,).

5.3.6 Syntheése des phénoménes modélisés

On peut résumer le probléme par la formulation forte suivante :

Trouver w défini sur 2 tel que :
0%u
B+J fo=py —

V:+ L £o 8t2
Jo="Ffg+15@) fr +7aa(t) faa + Tact(t) fact
B=2aF+28 HxH+ f,(J) £

H=JF" (5.3.44)

F

X ey

u . OZO XEFSym
éi(]:Q Xeggo\rsym
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—— Rampe de force fluide Rampe d'actine

——— Rampe d'adhésion Rampe d'accumulation
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FIGURE 5.7 — Représentation graphique des différentes rampes : ¢, 744, Tact €t T'acc. Les phénomeénes
associés sont respectivement : |'action du fluide sur le lymphocyte, I'action d’adhésion du lymphocyte
sur la goutte, I'action des filaments d'actine dans le lymphocyte et I'accumulation d'antigenes et

récepteurs au niveau de la synapse.

ou toutes les variables ne dépendent que de l'inconnue du probléme je le champ de déplacement
u et de la configuration initiale supposée connue via X. Ce modéle prend en compte plusieurs
caractéristiques de la synapse : (i) la déformabilité du lymphocyte en différenciant son noyau et
son cytoplasme, (ii) I'action du fluide porteur sur la cellule, (iii) le contact entre la goutte et le
lymphocyte, (iv) I'adhésion entre les ligands présents sur la goutte et les récepteurs de la cellule
contrdlable par I'affinité du couple LR, les concentrations initiales et le paramétre d'accumulation
en Ligands et récepteurs au niveau de la synapse et (vi) l'action des filaments d'actine dans le

cytoplasme du lymphocyte.

5.3.7 Stratégie de résolution

Comme pour le probléme de Stokes incompressible aux chapitres précédents, on ré-écrit le pro-

bleme en formulation faible, ie on multiplie I'équilibre par une fonction test u* et on I'intégre sur le
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domaine solide initial €2 :

V.B.u on+/ J fu . u" d9 = / o aﬁ u d9% (5.3.45)

Qo

On effectue une intégration par partie du premier terme :

[ B:ww e+ [ V.(Bw) on+/ T fo . ut dg = /po Yoy dQy  (5.3.46)

o2

et le théoreme de Green-Ostrogradski simplifie le terme en divergence :

| B:vw d%t [ (Buny . u d90+/ Jfo w9 = / pga—ﬁ u* dQy (5.3.47)

Qo - — Qo

on reconnait ici le principe des travaux virtuels. On considére qu'aucune contrainte extérieure n'est
appliquée sur le bord extérieur du lymphocyte 0€2g, ce qui annule le terme intégré sur 02, et donne

la formulation faible de I'équilibre que I'on implémente dans Comsol Multiphysics :

Trouver u défini sur 2 tel que pour tout u*

[ B: v QO+/ T fy . dQ = / poa—tg u* doy (5.3.48)

Qoi

cette équation est discrétisée en espace par la méthode des éléments finis (explicitée en chapitre 1) en
utilisant des éléments P2 (triangles quadratiques) pour le champ de déplacement. La discrétisation
en temps est réalisée par la méthode des différences finies implicite. Le systeme résultant de cette
équation étant non-linéaire en u, un solveur direct n'est plus suffisant. On utilise donc un algorithme

itératif de Newton-Raphson amorti pour le résoudre.
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5.4 Résultats

5.4.1 Comparaison avec I'expérience

On étudie ici I'évolution des déformations et de la force de contact pour une synapse atteignant un
rayon de contact R, (projeté a |'horizontale sur (O, e,)) de 2.4 pm, ce qui correspond a la longueur
mesurée en expérimentations par Pinon et al [85] . La Figure 5.8 montre le profil du lymphocyte a
la fin de chaque étape de chargement ie force fluide, force d'adhésion sans accumulation d'Ag ou
RCB, force des filaments d'actine et accumulation d'Ag et RCB. On peut y voir une déformation
faible mais existante due a la force fluide, ce qui est en accord avec les observations expérimentales
au moment ol le lymphocyte entre en contact avec la goutte. Dés que la force d’adhésion est
activée, on constate une augmentation significative de la surface de contact et un fort changement
de courbure aux bords de la zone de contact (ligne triple en 3D) ce qui laisse apparaitre un angle
de contact d'environ 80° comme pour de I'adhésion non-spécifique (type goutte sur substrat) mais
variable en fonction du chargement. Cet angle augmente ensuite au fur et a mesure de chaque étape
a 100° puis 110° pour les étapes de force d'actine et d'accumulation d’Ag et RCB (resp).

La Figure 5.9 montre I'évolution de R., de la surface de contact S. et la norme de la résultante
des forces de contact de la goutte sur la cellule Fi,_,.. La phase de montée de la force fluide a lieu
entre 0 s et 60 s. Elle induit une montée faible quasi-linéaire de la force de contact a 150 p/N pour
une surface de contact de 7 1072 um?. Ce qui est déja 6 fois plus élevé que les forces de poussée
estimées par Husson et al [41] avec les lymphocytes T.

De 60 s a 120 s la force d'adhésion (sans accumulation d’Ag et RCB) est activée, elle augmente la
force de contact a 3 n/N et la surface de contact a 3.8 um?. La croissance de la force de contact et
du rayon de contact est aussi assez linéaire.

De 120 s a 180 s la force des filaments d'actine est activée. |l s'agit de la phase avec la plus grande
augmentation autant en force qu'en déformation : la force de contact augmente a 12.7 n/N et la
surface de contact a 20 pum?. I'allure des courbes de S, et F,_,. prend un aspect plus courbé. On
remarque en particulier une cassure dans la courbure vers environ 150 s. Cette cassure correspond
a la mise en déformation du noyau.

Enfin, de 180 s a 240 s I'accumulation des Ag et RCB est activée. La surface de contact augmente
a 22um? pour le rayon de contact observé expérimentalement de 2.4 pm [85]. La force de contact
correspondante est de 18 n /N ce qui est du méme ordre que la force mesurée par Pinon et al avec le
code de Molino et al [68] de 40.7 nN et trés proche des 20 n/N mesurés expérimentalement sur des
macrophages [58]. Ce résultat suggere que la valeur trouvée par Pinon et al [85] n'est probablement
pas erronée et est effectivement trés éloignée de la force de poussée exercée par des lymphocytes
T dans des conditions expérimentales différentes [41]. Maintenant que le modéle est réglé pour
obtenir des déformations comparables a celles des expérimentations, on s'intéresse a la variabilité

des résultats en fonction de différents facteurs.
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FIGURE 5.8 — Profil de déformation du lymphocyte en vue de coupe au cours du temps. Les
différentes étapes représentées correspondent au profil de déformation a la fin de chaque rampe

présentée précédemment. L'angle de contact «.. évolue progressivement au cours de |'étude.

5.4.2 Influence des propriétés mécaniques et de la taille du noyau

Dans cette section, on s'intéresse a I'effet de la variabilité des propriétés mécaniques du lympho-
cyte [77][59] et de la taille du noyau sur la formation de la synapse [14].

5.4.2.1 Rigidités du noyau et du cytoplasme

On fixe les différents parameétres aux valeurs utilisées précédemment et on fait varier la rigidité
du noyau de 1 kPa a 10 kPa et du cytoplasme de 0.1 kPa a 1 kPa ce qui correspond a une
variation relative de 180 % pour les deux paramétres. La Figure 5.10A montre les variations du
rayon, de la surface et de la force de contact en fonction de E,, (gauche) et E., (droite). En
comparant les deux graphiques, on voit que la rigidité du cytoplasme fait varier de 50 % la force
de contact de sa valeur maximale contre 30 % pour la rigidité du noyau. La rigidité du cytoplasme
a donc une plus grande influence que celle du noyau sur la force de contact. De méme pour la
surface de contact : la rigidité du noyau la fait varier de 25 % contre 70 % de sa valeur maximale

pour la rigidité du cytoplasme. On en déduit que méme pour une cellule a gros noyau comme un
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FIGURE 5.9 — Evolution du rayon, de la surface de contact et de la résultante des forces de contact
de la goutte sur la cellule. Les segments verticaux pointillés représentent la fin de chaque étape aux

temps 60 s, 120 s, 180 s et 240 s représentés sur la Figure 5.8 précédente.

lymphocyte, le cytoplasme reste la partie de la cellule la plus importante pour permettre la formation
de la synapse. Ceci est tres probablement dii au fait que les forces d'adhésion s'appliquent sur le
cytoplasme (membrane y compris) tandis que noyau joue ici seulement un rdle d'obstacle inerte en
termes de force. La Figure 5.10B montre les déformations du lymphocyte pour les valeurs extrémes
de E, et E.,. Pour le noyau le moins rigide (E,, = 1 kPa) on constate que la cellule reste assez
ronde sans réelle inversion de courbure du contour de la cellule, alors que pour le noyau le plus rigide
des bords concaves apparaissent. Le phénomeéne inverse se produit avec le cytoplasme : moins il est
rigide, plus la courbure semble s'inverser. L'inversion de courbure du contour de la cellule n'est donc
pas uniquement une question de rapport de force entre I'actine et I'adhésion mais aussi de rapport

de rigidité entre le noyau et le cytoplasme.
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A = Rayon de contact final (um)
Surface de contact finale (x 10 um?)

== Force de contact finale (x 10 nN )
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FIGURE 5.10 — A : effet de la rigidité du noyau (gauche) et du cytoplasme (droite) sur le rayon, la
surface et la force de contact. B : profils de déformation du lymphocyte aux valeur extrémes.

5.4.2.2 Taille du noyau

On fixe les différents parametres aux valeurs utilisées précédemment et on fait varier le rapport
de diamétres entre le noyau et la cellule ("rapport noyau cellule") Ry entre 10 % et 100 % sur
10 valeurs. La Figure 5.11A montre I'évolution du rayon, de la surface et de la force de contact en
fonction de ce rapport Ryc. On peut y voir qu'entre 0.1 et 0.5, les variations du rayon de contact
(projeté a I'horizontale) et de la force de contact sont faibles avec une trés Iégere diminution pour
le rayon de contact. En revanche, la surface de contact diminue plus fortement d'environ 5 pm?.
Au-dela d'un rapport Ry¢ de 0.6, toutes les grandeurs décroissent fortement avec Ry¢ et notam-
ment la surface de contact. Ce qui semble signifier qu'a chargement par unité de volume égal, plus
le noyau d'un lymphocyte est gros, moins le lymphocyte peut s'étaler sur la goutte rigide.

La Figure 5.11B montre les profils de déformations du lymphocyte correspondantes. On peut voir
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cette baisse drastique de surface de contact passé Ryc = 0.7. D'autre part, on retrouve un phéno-
mene assez semblable a celui observé avec la rigidité du noyau : un petit noyau permet a la cellule de
garder un aspect rond, puis plus la taille du noyau augmente, plus le contour de la cellule au niveau
du contact devient concave. Cette différence de forme, observable en expérimentations pourrait donc

aussi s'expliquer par le rapport Ryc.

A = Rayon de contact (x 0,1 um)
Surface de contact (um?)
= Force de contact (nN)

a0F ]
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30 :

25 b
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B 0.1 02 03 04 05 06 0.7 08 0.9 1

Rnc

FIGURE 5.11 — A : effet de la taille du noyau sur le rayon, la surface et la force de contact. B :

profils de déformation du lymphocyte pour différentes valeurs du rapport Ryc.

5.4.3 Prise en compte des microvillosités

La membrane d'un lymphocyte présente un aspect rugueux par ses microvillosités. Les récepteurs
RCB peuvent se positionner sur ces microvillosités, ce qui change la valeur de la distance entre les
récepteurs RCB et les Ag sur la goutte et donc I'allongement des liaisons Ag/RCB. Cependant,
la largeur de ces microvillosités est tres faible comparée a la taille de la cellule ce qui induit une

problématique multi-échelle. Prendre en compte ces microvillosités dans un modele éléments finis
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demande une discrétisation tres fine dans la zone d'adhésion et peut grandement augmenter les temps
de calcul, c'est pourquoi on propose dans cette section un calcul séparé des autres. On modélise
les microvillosités par un champ de longueur [,,; dans la direction normale au lymphocyte (Figure
5.12). Ce champ varie uniquement en fonction de |'angle par rapport au centre du lymphocyte 6,,;
en suivant une loi en somme de cosinus a amplitudes et déphasages aléatoires saturée a 0 pour
forcer les valeurs positives :

Lni(0) = Lpoy maz | > ( ! ) 2 G(m) 005(2—7T m O +U(m)),0 (5.4.1)

OU [y est la longueur moyenne des microvillosités, [3,,,; un parametre atténuant progressivement
I'amplitude des hautes fréquences de [,,,;, A\; la longueur d'onde, G et U des distributions aléatoires
normale (gaussienne) centrée réduite et uniforme choisissant un nombre au hasard compris entre
—1 et 1. La prise en compte de ces microvillosités provoque une instabilité dans le calcul du rayon
de contact sur la période de montée de la force d'adhésion possiblement solvable avec un maillage
extrément fin au niveau de la synapse. Le calcul se stabilise une fois la rampe d'adhésion terminée
et donne la valeur de 12 n/NV au lieu de 18 nN pour la force de contact avec un rayon de contact de
2,3 pm et une surface de contact de 20 um? soit une baisse de 9 % de la surface de contact pour
une baisse de 33 % de la force de contact ce qui fait des microvillosités une ressource trés utile au

lymphocyte pour obtenir une surface de contact quasi-équivalente a force réduite.

Longueur des microvillosités 1,,,;

x10~1(um)

F1GURE 5.12 — Champ de distance l,,,; représentant les microvillosités du lymphocyte a I'état initial
(gauche) et dans I'état déformé (droite).
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5.5 Conclusion et perspectives

5.5.1 Conclusion

Dans ce chapitre, on étudie les phénomeénes conduisant a la formation de la synapse immunolo-
gique B et certains facteurs pouvant la moduler. Une analyse non-exhaustive de la littérature montre
que la taille de la synapse et I'affinité des complexes antigenes-récepteurs joue un réle déterminant
sur la collecte des antigénes. Expérimentalement, les gouttes d'émulsions fonctionnalisées par des
antigénes se sont révélées tres utiles pour étudier la synapse : elles ont une forme ronde, permettent
la mobilité des antigenes et ont une rigidité contrdlable. Dans les rares cas ol les déformations des
gouttes sont mesurables, il est possible d'estimer la force de contact transmise dans la synapse. Des
mesures de forces menées par Pinon et al, donnent une valeur de force de contact de 40.7 nN.
Cette valeur est tres élevée comparativement aux mesures faites par Husson et al [41] de force de
poussée exercées par des lymphocytes T de 25 pN.

Une telle différence de valeur ne semble aujourd'hui pas bien comprise. L'approche par simulation
numérique ne nécessite pas la déformabilité de la goutte pour mesurer cette force de contact, elle
semble donc trés complémentaire a ces expérimentations. D'autre part, la littérature montre qu'il
est possible de construire un modéle numérique a |'échelle de la cellule et de la goutte prenant en
compte les étapes principales de formation de la synapse. On construit ici un modéle mécanique nu-
mérique représentant différents phénomenes impliqués dans la formation de synapse sur des gouttes
d'émulsions in vitro : action du fluide sur la cellule, d'adhésion du lymphocyte sur la goutte et des
filaments d'actine dans la cytoplasme du lymphocyte. Une attention particuliere est portée sur les
phénomeénes d’'adhésion afin qu'ils soient contrblables par les mémes paramétres qu'en expérimen-
tations : concentrations, affinité, raideur de liaison...

D’abord, les parametres du modele sont réglés avec des valeurs présentes dans la littérature en
ajustant la force d'actine pour obtenir le méme rayon de contact qu'en expériences. La valeur de
la force de contact mesurée est de 18 n/V, cela est trés proche des valeurs de forces obtenues sur
des macrophages (environ 20 nN') [58] et relativement proche des 40,7 nN de Pinon et al. Ceci
suggere que |'ordre de grandeur de force de contact trouvé expérimentalement est cohérent. D'autre
part, des études paramétriques montrent une tres forte influence du rapport de taille noyau-cellule
sur la taille de la synapse et dans une moindre mesure mais significative, la rigidité du cytoplasme
et du noyau. Ces résultats laissent penser que certaines pathologies augmentant le rapport de taille
noyau-cellule comme certains lymphomes [14] inhibent la formation de la synapse et potentiellement
la réaction immunitaire adaptative, et ce, pour des considérations purement mécaniques. Enfin, la
prise en compte des microvillosités sur la membrane du lymphocyte montre une baisse significative
de la force de contact pour une diminution assez faible en surface de contact. Ce qui semble faire

des microvillosités une ressource trés utile au lymphocyte pour augmenter la taille de la synapse.
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5.5.2 Perspectives

Bien que ce modele apporte une quantification de la force et surface de contact, il faut garder
en mémoire qu'il se base sur un certain nombre d'hypothéses qu'il faudrait vérifier. En effet, la
réorganisation du cytosquelette quantifiée par Pineau et al [86] et en particulier du centrosome
impliquerait une modification locale des propriétés matériaux qu'il faudrait prendre en compte. Le
phénomene d'adhésion spécifique n'est pas non plus totalement représenté : (i) la durée de vie
d'une liaison ligand-récepteur est influencée par la force s'exercant sur la liaison ce qui modifie
I'affinité du complexe localement [35][4], (ii) la distribution spatiale des ligands et récepteurs n'est
pas nécessairement uniforme sur la zone de contact et (iii) au moment de la mise contact de la
cellule sur la goutte, les complexes formés sont dans un état transitoire ou leur raideur est plus élevée
et donc la force d'attraction aussi ("catch bonds") . A ce sujet, la théorie de Bell et al propose une
dépendance de I'affinité en fonction de la force d'adhésion, et une constante de raideur de complexes
intermédiaire diminuant la valeur du k4.

Il existe aussi une incertitude sur les paramétres que I'on a utilisé : I'affinité, la raideur et la longueur
a vide des couples utilisés et des propriétés matériaux hyperélastiques des lymphocytes B ne sont
pas encore bien déterminés, une étude complémentaire visant a déterminer ces grandeurs devrait
étre menée. Enfin, une autre amélioration possible consiste a appliquer une description plus précise
de la force des filaments d'actine en I'atténuant dans la région centrale de la synapse et reproduire
I'anneau d’actine observable sur les images de Pineau et al [86], ce que I'on souhaite faire trés

prochainement.
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5.6 Etudes et informations supplémentaires

5.6.1 Vers un modéle de phagocytose

D’autres évenements cellulaires comme la phagocytose impliquent des phénomenes assez simi-
laires : adhésion et polymérisation d'actine. Au cours d'études paramétriques effectuées sur les forces
des filaments d'actine, autant par contrainte active que par force volumique comme ici, des résul-
tats offrant de grandes surfaces de contact ont été observés. La Figure 5.13 montre un exemple
de déformations atteignables avec ce modele. |l est par ailleurs possible d'aller plus loin en termes
de surface de contact. Cela induit des déformations tres élevées du noyau qui en pratique devraient
provoquer une rupture de I'enveloppe nucléaire. Ce dernier résultat suggere que les cellules a gros
noyaux comme les lymphocytes ne pourraient pas effectuer de phagocytose, méme si elles en avaient
la force. En allant plus loin, on peut supposer que certains phagocytes comme par exemple les granu-
locytes neutrophiles ("polynucléaires") avec leurs noyaux plus élancés comportant plusieurs lobes ont

une forme pouvant supporter les forces impliquées dans la phagocytose sans subir de trop grandes

X1

»

déformations de noyau.

fact

FIGURE 5.13 — Profils de cellule avec une montée progressive de la force des filaments d'actine.
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5.6.2 Valeurs des paramétres

Le tableau suivant donne les différentes valeurs de parameétres utilisées. Pour les parametres

modélisant le probléme fluides, les valeurs sont les mémes que dans le chapitre précédent.

Géométrie

Description

Expression /Valeur

R. Rayon de la cellule 3.5 um

Ry, Rayon du noyau 0.7 Rc

Ry Rayon de la goutte 3.5 um

Toc position « du centre de la cellule 0 pum

Tog position x du centre de la goutte 0 um

Yoe position y du centre de la cellule Ry +1.06 Rc

Yog position y du centre de la goutte 0 pum
Matériaux Description Expression/valeur

Ecp Module de Young du cytoplasme 500 Pa [18]

E, Module de Young du noyau 5 kPa [18]

Pep Masse volumique du cytoplasme 1000 kg m~3 [9]

Pn Masse volumique du noyau 1400 kg m~3 [9]

v Coefficient de Poisson supposé uniforme 0.48 [18]

Forces volumiques

Description

Expression/valeur

fq Force volumique de répulsion de la goutte (1 m hors plan) 31010 N m~—3
fact Force volumique des filaments d'actine (1 m hors plan) 1.310° N m~—3
Ky Constante de couplage uni-directionnel fluide-cellule 1.03 100 N s m—4
€ad Epaisseur de la zone d'adhésion 300 nm
kLR Constante de raideur des complexes ligands récepteurs 0.01 dyn ecm™" [4]
[L]og Concentration initiale en ligands sur la goutte avant contact 50 pm =2 [85]
[R]oec Concentration initiale en récepteurs sur la cellule avant contact 95 um~2 [85]
XL Facteur d’accumulation de ligands sur la goutte au contact 0.5 [85]

XR Facteur d’accumulation de récepteurs sur la cellule au contact 0.5

K Constante d'équilibre (affinité) chimique du complexe ligand-récepteur 108 [4]

lo Longueur a vide d'un complexe ligand-récepteur 50 nm [10]

Microvillosités

Description

Expression/valeur

N Nombre de fréquences 10
lmoy longueur moyenne de microvillosité 380 nm [19]
Ami longueur d’onde 25 nm [19]
Bmi facteur d'atténuation des hautes fréquences 0.1

Parameétres numériques

Description

Expression /valeur

Te Durée de I'étude 5 min [86]
Ty date d’activation totale de la force fluide 0.2 Te
Tud date d’activation totale de la force d'adhésion 0.4 Te
Tact date d’activation totale de la force d’actine 0.6 T,
Tace date d’activation totale de I'accumulation de ligands et récepteurs 0.8 Te
Rmaz—elem Taille d'élément maximale 0.2 um

TABLE 5.1 — Parametres du modéle d'adhésion. Lorsque les parametres varient, les variations sont
précisées dans la section dédiée.
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5.6.3 Produit croisé de Bonet et al

La formulation de la loi de comportement hyperélastique polyconvexe de Bonnet et al [57] peut

s'écrire :

(5.6.1)

[l

=Br+Bu x H+ By

1=

dans laquelle apparait le produit croisé de Bonet et al [67]. Il est défini de la maniére suivante pour

deux tenseurs euclidiens d'ordre 2, U et V :

(U x V)ij = €irt €jmn Upm Vin (5.6.2)

ol €;;; représente les composantes du tenseur alterné de I'unité défini par :

1 si{i k 1} = {123} ou {2,3,1} ou {3,1,2}
€k = 0 si deux indices sont égaux (5.6.3)

—1 si{i, k 1} = {2,1,3} ou {1,3,2} ou {3,2,1}

c'est-a-dire 1 pour les permutations paires, —1 pour les impaires et 0 sinon.
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Conclusion générale

La réaction immunitaire adaptative est un phénomeéne crucial pour la survie des organismes
pluricellulaires en réponse a I'invasion par des agents infectieux ou la prolifération de cellules tu-
morales. L'enclenchement de ce processus passe par |'intervention de synapse immunologique qui
est la jonction pouvant apparaitre entre une cellule immunitaire appelée lymphocyte et une cellule
présentatrice d'antigenes (CPA). Plus spécifiquement, la synapse immunologique B permet I'activa-
tion des lymphocytes B, qui une fois différenciés en plasmocytes produisent des anticorps pouvant
fortement inhiber les agents infectieux et participer au processus de destruction des cellules tumo-
rales. La synapse immunologique B reste cependant un mécanisme qui n'est pas totalement élucidé
aujourd’hui, notamment parce-qu'il implique une grande quantité de phénomenes physico-chimiques
et mécaniques complexes. Pour étudier la synapse immunologique, il est nécessaire de pouvoir iso-
ler un grand nombre de lymphocytes et de CPA dans |'espace et sur des durées contrdlables. La
microfluidique peut aujourd'hui répondre a cette demande par [utilisation de réseaux de pieges mi-
crofluidiques, chaque piege permettant d'isoler un lymphocyte et une CPA. Pour mieux comprendre
la synapse immunologique, une variété assez large de substituts artificiels aux CPAs ont été dé-
veloppés dans la littérature permettant d'étudier le comportement des lymphocytes en réponse a
un environnement sur lequel on a le contréle expérimentalement. Les substituts aux CPAs les plus
prometteurs actuellement sont les gouttes d'émulsions fonctionnalisées par des antigénes car elles
cumulent les avantages des substituts présentés dans la littérature : elles ont une forme ronde, per-
mettent la mobilité des antigénes a leur surface et sont potentiellement déformables. Des expériences
récemment menées par I'équipe de Jacques Fattaccioli a I'Institut Pierre-Gilles de Gennes (IPGG)
ont permis la reproduction de synapses immunologiques B sur des gouttes d'émulsions dans des
réseaux de pieges microfluidiques d'une centaine de pieges chacun. Cependant, cette démarche fait
face a de grandes difficultés techniques aujourd'hui : il est trés rare d'obtenir un bon remplissage des
réseaux de piéges, on ne sait pas quelles conditions de pression appliquer sur le fluide pour avoir un
chargement représentatif des conditions in vivo et un grand doute persiste sur |'ordre de grandeur des
forces de contact impliquées dans une synapse entre les lymphocytes B et les gouttes d'émulsions.
Aujourd’hui, il est tres difficile de répondre a ces questions avec une approche purement expérimen-
tale : (i) optimiser la géométrie du réseau de pieges demanderait la conception et la fabrication du
réseau de pieges de maniére répétée et un trés grand nombre de fois, (ii) il ne semble pas exister
de moyen expérimental capable de mesurer simplement le cisaillement fluide que subit une cellule
et (iii) les gouttes d'émulsions ne permettent que trés rarement d'observer leurs déformations, dans
quel cas la valeur des forces mesurées semble a priori trop élevée. L'approche numérique permet de
contourner ces difficultés expérimentales et pourrait donner accés a ces grandeurs. Dans cette theése,

une série de modéles numériques sont développés afin de répondre a ces questions.
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Un premier modele est développé afin de comprendre quels mécanismes physiques sont favo-
rables a la capture d'objets micrométriques dans les réseaux de pieéges bidimensionnels (2D) denses.
Des observations expérimentales menées par Mesdjian et al [72] ont démontré que |'introduction
d'un décalage entre I'entrée et la sortie de la chambre microfluidique dans la direction transverse a
I'’écoulement permet une forte amélioration du remplissage du réseau de pieges. Nous avons donc
commencé par chercher a retrouver ce résultat avec le modéle. Apres analyse de la littérature, le type
de modele qui apparait le plus intéressant pour cette problématique est un modele hydrodynamique
a particules. Nos résultats ont d'abord montré la complexité de notre probleme lié a la disposition en
2D des pieges dans I'espace : le fait que les piéges puissent se partager les flux les traversants rend
inadéquat le critére d'efficacité de rapport de débit utilisé dans la littérature. Ensuite, |'utilisation
des particules a permis de retrouver des remplissages en tres bonne concordance avec |'expérience,
autant en termes de remplissage qu’en termes de trajectoires des particules. L'analyse de ces tra-
jectoires a I'échelle d'un piége nous a permis de comprendre qu'un mécanisme clef a I'origine de
I'amélioration du remplissage par écoulement oblique est la brisure de symétrie de I'écoulement. Ces
premiers résultats nous ont amené a deux questions : existe-t-il un écoulement incident sur le réseau
de piéges optimal pour la capture des objets? Et introduire du désordre dans le réseau de pieges
pour briser la symétrie de I'écoulement est-il efficace ?

Nous avons donc décidé de mener une étude d'optimisation paramétrique de la chambre micro-
fluidique d'une part, et du réseau de pieges en introduisant du désordre d'autre part. Nous avons
testé plusieurs approches d'optimisation de la chambre microfluidique : paramétrique simple, mul-
tiparamétrique et par algorithmes d'optimisation. Nos meilleurs remplissages ont été obtenus par
deux méthodes d'optimisations basées sur |'utilisation de simplexe : Nelder-Mead et COBYLA. Celle
offrant le meilleur compromis entre nombre de particules capturées et nombre de piéges occupés
est la méthode Nelder-Mead. Conformément a nos résultats précédents, la chambre Nelder-Mead
re-crée un écoulement oblique avec un faisceau de particules plus concentré sur le réseau de pieges
que dans les expérimentations de Mesdjian et al [72]. L'introduction de désordre dans le réseau de
pieges en gardant une chambre symétrique nous a amené a une grande amélioration du remplissage
mais un peu plus faible que la chambre Nelder-Mead. Enfin, la généralisation de ces résultats sur
des réseaux de pieges jusqu'a 5 fois plus grands montre une forte stabilité des résultats pour les
réseaux de piéges désordonnés en termes de remplissage : 80 % des piéges se remplissent indépen-
damment de la taille du réseau de pieges dans la direction transverse a I'écoulement. Tandis que
pour la chambre Nelder-Mead I'efficacité de remplissage finit par décroitre assez rapidement avec
le nombre de piéges. Ces résultats suggerent donc que si le biologiste souhaite travailler avec un
réseau de pieges en quinconce, il devrait utiliser une chambre optimisée re-créant un écoulement
oblique et rester sur des réseaux de pieges autour des 100 — 200 pieges. Si le biologiste dispose d'un
moyen automatique d'observation des pieges, nous recommandons plut6t |'utilisation d’un réseau de
pieges désordonné avec le nombre de pieges de son choix dans la direction transverse a |I'écoulement.
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On s'est ensuite penché plus précisément sur le comportement des cellules et des gouttes captu-
rées et appariées a |'échelle d'un seul piege microfluidique. Notre objectif est d'estimer la contrainte
de cisaillement fluide maximale que peut recevoir un lymphocyte B capturé dans un piége en contact
avec une goutte. L'écoulement réel autour du lymphocyte étant tri-dimensionnel (3D), il n'est plus
possible d'étudier tous les pieges en un seul modele. On construit donc a partir du modele précé-
dent, un modéle 3D de I'écoulement du fluide porteur autour du lymphocyte B et de la goutte en
simplifiant la forme du lymphocyte formant une synapse avec la goutte par deux sphéres rigides se
chevauchant légerement. Nos résultats ont montré que les valeurs de pressions utilisées en expé-
riences sont dans le bon encadrement de contrainte de cisaillement subie par les lymphocytes B dans

les ganglions lymphatiques in vivo.

Enfin, un dernier modele sur la question de |'ordre de grandeur de la force de contact transmise
dans la synapse a été développé. Les expérience menées par Pinon et al [85] basées sur la défor-
mation de la goutte aménent a une force de contact de 40.7 n/N tandis que la force de poussée
mesurée par Husson et al [41] sur des lymphocytes T est de 25 pN en moyenne. Cet écart n'est
aujourd’hui pas expliqué. Les déformations de la goutte mesurées par Pinon et al étant assez faibles
et rares, |'approche numérique ne nécessitant pas la déformabilité des gouttes peut s'avérer trés
complémentaire a I'approche expérimentale. Pour calculer les forces de contact, on décide donc
de construire un modele de mécanique non-linéaire de formation de la synapse immunologique B
sur goutte d'émulsion rigide. Ce modele prend en compte les phénomenes mécaniques principaux
impliqués dans la formation de la synapse : contact, adhésion, protrusion sous effet de I'actine et
accumulation de récepteurs B et d'antigenes au niveau de la synapse. Les résultats ont montré que
pour obtenir les mémes surfaces de contacts que celles observées expérimentalement, la force de
contact doit étre de 18 nN ces qui est proche des 40.7 n/N estimés par Pinon et al. Cette res-
semblance nous suggere que la méthode employée par Pinon et al est effectivement valide et qu'il
existe bien une grande différence de valeur de force de contact entre une synapse immunologique T
sur bille rigide et une synapse immunologique B sur gouttes d'émulsions. Des études paramétriques
montrent une tres forte influence du rapport de taille noyau-cellule sur la taille de la synapse en
particulier entre 0.7 et 0.9 ce qui est une fourchette de valeurs tout a fait observables in vivo. Il
semble donc que certaines pathologies augmentant la taille du noyau comme certains lymphomes
peuvent jouer un réle mécaniquement néfaste sur la collecte des antigénes et inhiberait la réponse

immunitaire adaptative.

En définitive, cette thése portant sur la contribution numérique a I'étude expérimentale de la
synapse immunologique B nous a amené a des questions d'ordre physique et technique auxquelles
nous pensons apporter des réponses : la brisure de symétrie des écoulements est tres favorable a
la capture d'objets micrométriques. Cette brisure de symétrie peut-étre obtenue via la génération
d’'écoulements obliques optimisés sur une distribution de piéges en quinconce ou en introduisant du
désordre dans la distribution des pieges. A I'échelle du piege, notre modele simplifiant les différentes

étapes de formation de la synapse immunologique B a montré que le protocole de mesure de la force
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de contact réalisé par Pinon et al est cohérent en termes d'ordre de grandeur ce qui laisse en suspend
la question de la différence d'ordre de grandeur avec les expériences réalisées avec des lymphocytes T
par Husson et al. De plus, la force pour former des synapses de tailles observables en expériences est
trés influencée par le rapport de taille noyau-cellule ce qui suggere un effet mécaniquement néfaste
de certaines pathologies sur la réaction immunitaire adaptative. L'amélioration des connaissances sur
la capture de cellules seules et des phénomeénes de formation de la synapse immunologique peuvent
s'intégrer dans les voies de recherche actuelles sur I'immunothérapie des cancers, I'individualisation
des traitements et des thérapies ciblées.
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Autres travaux

Dans le cadre de cette thése, des collaborations ont été mises en place et représentant un temps

de travail assez important (Figure 5.14) :

— collaboration internationale avec Thomas Stanislas du ZMBP a I'université de Tiibingen por-
tant sur la dynamique des microtubules en réponse a une contrainte mécanique appliquée
par contact sur des pieges microfluidiques, ce qui pouvait s'intégrer dans notre travail mais
qui n'a pas pu aboutir du fait de problemes techniques expérimentaux et du remaniement
de I'équipe allemande. Néanmoins notre travail numérique a pu obtenir des résultats : étude
de I'écoulement dans un réseau de pieges 1D parallele par un modéle numérique 3D, étude
de l'influence de la capture des différents pieges sur I'écoulement dans les pieges adjacents
du réseau, étude du contact en 3D d'une cellule végétale sur les parois des pieges pour en
déduire les contraintes principales qui sont identifiées dans la littérature comme le stimulus

agissant sur la dynamique des microtubules.

— collaboration avec Atef et Sophie Asnacios du MSC a I'université Paris Diderot sur rhéologie
par microplaques de cellules et de gouttes : un modele numérique de I'essai a été développé
dans le but est d'étudier I'influence de I'angle de contact sur la mesure des modules de
conservation et de pertes des gouttes.
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FIGURE 5.14 — Autres travaux. A : modeéle de contact 3D d'une cellule végétale sur les parois d'un
pieges. B : modele de I'essai de rhéométrie a microplaques de goutte ayant un angle de contact

choisi entre I'indenteur et la plaque inférieure.
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— article accepté et publié en co-permier auteur dans la revue "Microfluidics and Nanofluidics"
"Enhancing the capture efficiency and homogeneity of single-layer flow-through trapping
microfluidic devices using oblique hydrodynamic streams" [83];

— article accepté en cours de publication en second auteur dans la revue "Cell Reports Methods",
"Phenotyping Polarization Dynamics Of Immune Cells Using A Lipid Droplet - Cell Pairing
Microfluidic Platform" ;

— article en cours de rédaction presque terminée en premier auteur, "Microfluidic trap array
optimization leads to oblique and disordered flows" ;

— article en cours de rédaction sur la dynamique des microtubules induite par contrainte mé-
canique sur des cellules végétales dans un dispositif microfluidique.
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enseignements donnés sont :

— 30 heures de travaux dirigés en anglais de mécanique des milieux continus au niveau Master

1 international Biomedical egineering (BME) et Master 1 Factory of the Future (FoF);

— 30 heures de travaux dirigés en anglais en Master 2 en mécanique des milieux continus au

niveau Master 2 international Biomedical egineering (BME);
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2 international Biomedical egineering (BME) filiere cliniciens;
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— 40 heures de travaux dirigés en systémes différentiels dans la Filiere FIP comprenant une
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— 20 heures de travaux dirigés en statique des solides indéformables dans la Filiere FIP.

Formations

Un total de 110 heures de formations extérieures ont été réalisée :

— 24 heures d'introduction a I'histologie de I'université de médecine de Liége;

— 16 heures de participation aux journées des doctorants de premiére et deuxieme année a I'ED
SMI;

— 31 heures de participation a I'école d'hiver a Grenoble : "Physique des fluides et tissus
biologiques : concepts et méthodes pour I'étude de leurs interactions multi-échelles".

— 27 heures de participation aux cours de biomécanique cellulaire du master BME spécialité
Biomatériaux.

— 12 heures de participation aux séminaires "Open your Mind" du master BME.
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Modeles numériques pour |’étude in vitro de la synapse immunologique B : de
I’optimisation d’un systeme de capture microfluidique a I’estimation des forces
de contact

Résumé

La réaction immunitaire adaptative est un phénomene crucial pour la survie des organismes pluricellulaires en
réponse a l'invasion par des agents infectieux ou la prolifération de cellules tumorales. Ceci passe par la
formation de synapse immunologique B, jonction entre un lymphocyte B (LB) et une Cellule Présentatrice
d’Antigenes (CPA). Cependant, celle-ci n’est pas totalement élucidée car elle implique de nombreux phénomenes
physico-chimiques et mécaniques complexes. Pour étudier la synapse en laboratoire, il faut isoler un grand
nombre de LB et de CPA dans I'espace sur des durées contrblables. Ceci peut étre résolu par la microfluidique en
utilisant des réseaux de pieges, chacun pouvant isoler un LB et des micro-gouttes portant des antigénes comme
substitut aux CPA. Mais, certains verrous persistent : peu de pieges sont remplis et important écart sur la mesure
de la force de contact dans la synapse en comparaison a la littérature, ce que nous appréhendons par méthode
numérique. Un modele hydrodynamique a particules a d’abord corroboré les résultats expérimentaux, nous
conduisant a effectuer une étude d’optimisation du systéme microfluidique qui récrée une géométrie proche de
celle intuitée expérimentalement. L’analyse de I’écoulement simulé nous a permis d’identifier un mécanisme clef
favorisant la capture dont nous avons vérifié I'efficacité par simulation et expérience, qui de plus, se conserve
indépendamment de la taille du réseau de pieges. Ensuite, nous avons étudié le comportement mécanique de la
synapse elle-méme avec un modele prenant en compte le contact, I'adhésion spécifique entre antigenes et
récepteurs et la polymérisation d’actine en filaments. Nos résultats ont montré que pour obtenir une surface de
contact similaire aux expériences, la force de contact doit étre comparable aux expériences ce qui nous a permis
d’identifier I'influence de la morphologie des LB sur la formation de synapse.

Mots clés : Synaspe immunologique — Immunité — Microfluidique —Modélisation —Eléments finis— Optimisation

Résumé en anglais

The adaptive immune response is a crucial phenomenon for the survival of multicellular organisms in response to
invasion by pathogens or proliferation of tumor cells. This is achieved through the formation of a B cell synapse, a
junction between a B cell (BC) and an Antigen Presenting Cell (APC). However, this process is not completely
elucidated because it involves many complex physicochemical and mechanical phenomena. To study the synapse
in vitro, it is necessary to isolate a large number of BCs and APCs in space over controllable durations. This can be
solved by microfluidics using trap arrays, each of which can isolate one BC and antigen-coated microdroplets as a
substitute for APCs. However, some obstacles remain: few traps are filled and important gap on the measurement
of contact forces in the synapse compared to the literature, which we apprehend by numerical method. A
hydrodynamic particle model first corroborated the experimental results, leading us to perform an optimization
study of the microfluidic system. This one validates the first experimental results because it recreates a geometry
close to the one experimentally intuited. The analysis of the simulated flow allowed us to identify a key mechanism
that favors the capture, whose efficiency was verified by simulation and experiment, and which, moreover, is
maintained independently of the size of the trap network. In a second part, we studied the mechanical behavior of
the synapse itself. This model accounts the contact, specific adhesion between antigens and receptors and the
force of actin filaments. Our results showed that to obtain a contact surface similar to the experiments, the contact
force must be similar to the experiments which allowed us to study the influence of the BC morphology on immune
synapse formation

Key words: Immune Synapse —Immunity—Microfluidics—Modelling—Finite Elements—Optimization
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