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La compréhension du biocolmatage est un enjeu majeur pour la
performance des procédés de filtration et, plus largement, pour la
compréhension des milieux biologiques proliférants soumis a des con-
traintes mécaniques. En effet, un dépdt de levures a la surface
d’une membrane de filtration utilisée pour la clarification de la biere,
une tumeur et le cerveau ont en commun d’étre des milieux poreux
déformables et réactifs. Dans les trois cas les nutriments nécessaires
a la prolifération cellulaire sont transportés par une phase fluide dans
le milieu interstitiel et permettent la croissance du milieu ou son fonc-
tionnement. La consommation des nutriments par les cellules peut
entrainer 'apparition de gradients de nutriments dans le milieu et une
réponse hétérogene de ce dernier. De plus, ces milieux poreux sont Figure 1: Image d’un bouchon de levures ob-
soumis & des contraintes mécaniques dues soit au changement des condi- Servé en microscopie (canal de gauche) couplé
tions opératoires ou physiologiques (variation de la pression du fluide), iune} mesure in-situ du débit qui le fraverse.

e milieu contenant les nutriments est injecté a
soit au confinement mécanique. Des gradients de contraintes peuvent ;e pression fixe tandis qu’a droite, un liquide

alors apparaitre ce qui peut affecter I’écoulement et le transport dans coloré permet d’opérer une comparaison des
le milieu [1]. débits dans la partie basse du dispositif.
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La description de ces gradients de contraintes environnementales (nutriments, mécanique) et du transport
associé lorsque les forcages mécaniques varient sont un enjeu majeur dans la compréhension du fonctionnement
et de la réponse des tumeurs, du cerveau et dans I'amélioration de la biofiltration et plus généralement des
bioprocédés. Il a par exemple été prouvé qu’un forcage périodique en pression sur un milieux poreux déformable
favorise le passage de soluté au travers de ce milieu [2]. Des forgages mécaniques variables pourraient également
favoriser ’élémination des déchets par le cerveau. Scientifiquement, c’est un probléme qui est a la convergence
entre le transport en milieux poreux, la poromécanique, les milieux bio-réactifs et la biophysique des cellules
soumises a des contraintes externes.

Cette proposition de these s’inscrit dans la suite de travaux menés sur le biocolmatage par des levures
Saccharomyces cerevisiae dans des puces microfluidiques depuis 6 ans. Nous avons développé une plateforme
microfluidique dédiée a ’étude du biocolmatage par des levures, incluant notamment un débitmetre sur puce
permettant de mesurer des débits inférieurs & 10 nL/min [3]. Cela permet un contrdle fin des conditions
d’écoulement et du confinement au sein de bouchons de levures. Dans ce cadre, I'impact de la pression fluide sur
la perméabilité de bouchons de levures non proliférantes a été mesuré et modélisé, ainsi que des couplages entre
poromécanique et confinement (grace a la friction aux parois) [4] tout en proposant un cadre théorique [5]. Plus
récemment, des expériences sur des bouchons proliférants ont permis de cartographier la prolifération au sein du
bouchon et de montrer un fort couplage entre les variations de pression appliquée et la réponse biologique. Ces
résultats mettent en évidence une boucle de rétroaction entre croissance, diminution de débit, apparition d’un
gradient de nutriments et hétérogénéité de la prolifération cellulaire, et ont conduit a 1’élaboration d’un premier
modele continu de bouchon perfusé en croissance. Les travaux de Morgan Delarue au LAAS-CNRS ont par
ailleurs mesuré 'impact de la compression mécanique sur la prolifération des levures, impliquant un potentiel
couplage entre compression des cellules et gradient de prolifération [6]. La thése proposée s’inscrit dans cette
dynamique en visant a mesurer de maniére quantitative les gradients de nutriments et de contraintes dans ces
milieux poreux déformables réactifs et a relier ces gradients & la prolifération locale et a la croissance globale.

Le verrou scientifique principal est de comprendre comment les gradients de contraintes mécaniques et de
nutriments s’établissent et interagissent dans un milieu poreux déformable en croissance, et comment ils
controlent localement la prolifération des levures et globalement la croissance du milieu poreux. L’objectif
de cette these est d’établir un cadre expérimental permettant de mesurer et de relier ces gradients dans un
bouchon de levures perfusé, qui est un modele de milieu poreux biologique réactif déformable. Cette these
visera (i) & quantifier conjointement le transport de fluide, les gradients de déformation et les



gradients de nutriments dans un bouchon de levures proliférantes perfusé, (ii) & mesurer I’impact
des contraintes mécaniques sur la consommation de nutriments et la prolifération locale, et (iii) a
caractériser les échelles de temps et la structure des couplages entre (poro)mécanique, transport
et croissance.

Pour atteindre ces objectifs nous nous appuierons sur une approche principalement expérimentale, basée sur
la microfluidique, qui permet de travailler dans des environnements physico-chimiques et de contraintes bien
controlés. Nous utiliserons les levures Saccharomyces cerevisiae, qui sont des microorganismes modeles et dont
les propriétés biologiques et mécaniques individuelles sont bien connues. La these se déroulera en 3 phases.

1. Mesure du débit a travers le bouchon proliférant et de sa perméabilité afin de décrire le transport du fluide
dans le bouchon pour différentes pressions appliquées (et donc différentes contraintes mécaniques), fixes
ou variables.

2. Mesure de la consommation de glucose dans le bouchon. Le glucose étant un des nutriments les plus
importants, nous nous focaliserons dans un premier temps sur ce métabolite. Trois pistes sont envisagées :

(a) La levure possede différentes molécules permettant le transport intracellulaire du sucre, et qui ont
différentes affinités : certaines sont exprimées lorsqu’il y a beaucoup de sucre (Hxtl) et d’autre quand
il y en a moins (Hxt7) [7]. Nous utiliserons des souches de levures nous permettant de visualiser
ces molécules, ce qui nous permettra d’établir visuellement le gradient de sucre, et de voir comment
celui-ci dépend des contraintes.

(b) Le développement de designs microfluidiques innovants permettront de prélever localement et en
temps réel du fluide interstitiel le long du bouchon, a des fins de dosage.

(c) L’utilisation de nutriments fluorescents dégradés par les levures pourront également permettre une
mesure locale de la concentration dans le fluide interstitiel par mesure de la fluorescence résiduelle.

Dans les 3 cas, la résolution spatiale attendue est de quelques diametres de levure.

3. Application de forgages fluides variables (rampes périodiques de compression/décompression) et mesure
de la consommation de glucose le long du gradient de contraintes. Le croisement avec les données sur le
transport de nutriments permettra de mettre en lumiere d’éventuels couplages entre gradient de contraintes
et gradient de nutriments et d’identifier des lois empiriques. Les résultats obtenus serviront a alimenter
les efforts de modélisation actuels.

Cette these participera d’une collaboration pluridisciplinaire existante avec Morgan Delarue, biophysicien
au LAAS-CNRS, et s’inscrira pleinement dans la Fédération FERMaT. Les travaux s’appuieront sur les
développements expérimentaux déja effectués, sur la plateforme de microscopie du laboratoire (salle Oryx,
BioPorousLab) mais aussi sur les outils de microfabrication pour le prototypage de puces microfluidiques. Le
LAAS-CNRS, via sa plateforme de microfabrication (puces de haute qualité) et un environnement favorable en
termes de microbiologie sera un apport fort au projet. Des interactions avec le TBI sont également envisagées,
notamment pour le titrage des especes consommées par les levures. Le ou la doctorante bénéficiera d’un
encadrement pluridisciplinaire (mécanique des milieux poreux, microfluidique, microbiologie) au sein d’un
écosysteme collectif dynamique (FERMaT, LAAS, TBI).
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