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Introduction

Introduction

Les cellules humaines sont organisées en tissus fonctionnels, spécialisés dans I'organisme.
Ces cellules sont en interactions permanentes avec les autres cellules et avec leur environnement
biochimique et biophysique. De fait, il est aujourd’hui scientifiquement reconnu que les cellules
sont a méme d’intégrer I'information issue de stimuli biochimiques ou biophysiques et d’y
répondre spécifiquement, ceci dépendant bien sur du type cellulaire et de sa fonction. Malgré
tout, la plus grande bibliographie concernant le sujet est issue de disciplines comme la biochimie,
I’histologie ou la génétique. Beaucoup moins de choses sont connues sur la facon dont les cellules
répondent a une stimulation mécanique et sur la structure responsable de ce comportement. La
détermination des propriétés mécaniques des cellules est d’autant plus justifiée que 'on s’intéresse
a des cellules de types musculaires, alvéolaires ou sanguins, soumises a des déformations
permanentes ou cycliques dues a la respiration, la contraction musculaire [Cooke, 1986] ou tout
simplement a ’écoulement du sang. Ces études peuvent permettre par exemple de comprendre
les bases élémentaires de certaines physiopathologies associ¢es a des changements de propriétés

mécaniques des organes ou tissus comme I’asthme.

Deux grandes catégories séparent les cellules d’un point de vue mécanique, les cellules
circulantes (globule rouge, leucocyte) et les cellules adhérentes (tissus). Les cellules épithéliales et
les cellules musculaires appartiennent a la derniere catégorie. Les cellules vont répondre a la
déformation en fonction des propriétés mécaniques de leur structure interne et de leurs
interactions [Zhu & coll., 2000], tout ceci se résumant sous le concept « d’architecture
cellulaire ». Seulement, a la différence d’'un matériau inerte, la cellule répond a un stimulus
mécanique par une réponse biologique dirigée. Ainsi, la cellule doit développer en association
avec d’autres protéines, comme les moteurs moléculaires, un champ dynamique [Butler & coll.,
2002][Tseng & coll., 2002] de tension interne afin d’assurer des fonctions biologiques de base
comme l'adhésion [Bershadsky & coll., 2003], la division ou la migration. Ainsi, les cellules
sont capables de modifier leurs propriétés mécaniques ou encore rhéologiques pour réaliser des
fonctions cellulaires nécessitant un comportement physique de transition solide-liquide, par
exemple dans le cas de la migration cellulaire [Felder & coll., 1990]. Bien qu’on ne comprenne
que tres peu la fagon dont les cellules modifient leur architecture interne pour assurer ces
propriétés mécaniques si particulieres, on sait que le support biophysique de celles-ci est le

cytosquelette.
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Introduction

Le cytosquelette est un réseau tridimensionnel [Karcher & coll., 2003] de protéines
filamenteuses (microfilaments d’actine, microtubules, filaments intermédiaires) et de nombreuses
autres protéines associées. Le cytosquelette, dans son ensemble, est plongé dans le cytosol et est
couplé mécaniquement au noyau comme a la membrane cellulaire par des ancrages bien
spécifiques. Or, tout est loin d’étre clair sur la facon dont les filaments du cytosquelette, les
protéines associées et les autres structures intra-cellulaires interagissent pour répondre a un
stimulus mécanique. Bien que les cellules aient un comportement rhéologique [Lau & coll.,
2003] ou viscoélastique tres complexe, leurs propriétés mécaniques sont couramment décrites par
deux parametres, le module d’élasticité noté E et la viscosité notée p. La plupart de ces études
utilisant le formalisme viscoélastique simple, définit des modeles caractérisés par deux
parametres : Délasticité et la viscosit¢é [Thoumine & coll.,, 1997][Thoumine & coll.,
1999] [Bausch & coll., 1998][Wu & coll., 1998]. Ces études ont permis de mettre en lumicre le
role du cytosquelette dans le maintient de la rigidité cellulaire. Cependant elles ne suffisent plus a
décrire le comportement mécanique cellulaire [Yamada & coll.,, 2000]. Ces approches ne
prennent, par exemple, pas en compte les effets non linéaires liés a la rigidification [Choquet &
coll., 1997] de la cellule lorsque celle-ci est soumise a une contrainte ou a une déformation. De
plus, elles ne quantifient pas dans quelles proportions la cellule se rapproche du comportement
d’un liquide visqueux (migration) ou d’un solide élastique (adhésion). Ou encore quel est le ratio

d’énergie dissipé par la cellule lorsque celle ci est soumise a une contrainte.

Des expériences récentes basées sur une nouvelle approche expérimentale, la
magnétocytométrie [Maksym & coll., 2000] [Danowski & coll. , 1992][Fabry & coll. , 2001],
ont permis de mesurer le module complexe de cellules en culture et d’ouvrir ainsi de nouvelles
perspectives dans la caractérisation de la réponse mécanique cellulaire. Ces études ont montré que
le module viscoélastique complexe (dépendant de la fréquence) cellulaire, caractérisant la fagon
dont la cellule emmagasine I’énergie élastique et la dissipe lorsqu’elle est soumise a des contraintes
de vitesses variables, suit une loi en puissance de la fréquence, répondant a un comportement dit
de Structural Damping. Le module complexe décrit dans le modele de Structural Damping,
présente un couplage entre ses deux éléments constitutifs, le module élastique et le module de
perte, respectivement partie réelle et imaginaire de celui-ci. Un tel couplage n’est consistant avec
aucun modele viscoélastique simple. En effet ces derniers décrivant le cytosquelette comme un
arrangement plus ou moins complexe d’amortisseurs visqueux et de ressorts élastiques. Ils ne
refletent pas par leur caractere discret la distribution continue de temps de relaxation mesurée par
les expériences de magnétocytométrie [Fabry & coll., 2003]. De plus, Fabry et ses collaborateurs

[Fabry & coll., 2001] ont apporté une nouvelle interprétation physique a ce comportement, en
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Introduction

effectuant I'analogie entre le comportement de Structural Damping et de matériaux dits vitreux
mous [Fabry & coll., 2003]. La théorie rhéologique de ces matériaux a déja été utilisée pour
décrire le comportement d’émulsions, de mousses ou encore de solutions colloidales [Sollich &
coll., 1997][Sollich, 1997], mais les mécanismes élémentaires permettant de décrire cette

analogie ne sont pas encore identifiés.

A ce moment du débat de nombreuses questions restent encore en suspens. Avant de
pouvoir interpréter les mécanismes dissipatifs intra-cellulaires, une connaissance précise de la
réponse viscoélastique d’une cellule unique doit étre réalisée. Les réponses en lois de puissances
ayant été établies en moyennant les réponses d’ensembles cellulaires, ces moyennes peuvent

masquer des comportements individuels.

Le travail de cette thése a consisté a mesurer en régime quasi-statique et en régime
dynamique la réponse de cellules individuelles en culture. Nous levons ici les interrogations
concernant le comportement mécanique de cellules uniques. Nous nous sommes également
penché sur les mécanismes étant a origine de la dissipation d’énergie intra-cellulaire, tels que la
polymérisation de I'actine [Weiner & coll., 1999] et le role des moteurs moléculaires. Ainsi nous
tentons de rapprocher par des mesures mécaniques sur cellules uniques, dont nous modifions
biochimiquement P'architecture cellulaire, les mod¢les structuraux et comportementaux décrivant

la réponse micromécanique de cellules adhérentes.

Le premier chapitre présente bricvement larchitecture cellulaire et les principaux
constituants de la forme et de la structure dynamique de la cellule : le cytosquelette. Nous
discuterons ensuite I’état actuel des connaissances sur les études microrhéologiques de cellules

vivantes. Enfin, nous détaillerons les objectifs poursuivis par cette these.

Dans le deuxieme chapitre nous présentons l'outil qui a permis ’application de forces a la
cellule et a son cytosquelette d’actine : les pinces optiques. La technique des pinces optiques est
trés bien adaptée a la mesure des propriétés mécaniques de cellules vivantes [Sheetz,
1990] [Svoboda & coll., 1994]. Peu invasive, utilisant des sondes microniques bio-spécifiques et
pouvant exercer des forces statiques ou dynamiques dans la gamme du piconewton, c’est la
technique que nous avons utilisée pour réaliser les expériences décrites dans ce manuscrit. Ce
systeme utilise le « point » de focalisation d’un laser par un objectif de microscope pour créer un
picge stable, permettant d’exercer des forces controlées en fréquence et en amplitude sur une
sphére micronique de verre (ou de latex). Les pinces optiques, couplées a I'analyse d’images,

permettent de déterminer les propriétés mécaniques d’objets biologiques avec une trés bonne
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résolution spatiale (40 nm). Nous en présentons le principe dans ce chapitre, ainsi que la méthode

choisie permettant de connaitre avec précision I'intensité de la force appliquée.

Le chapitre 3 présente les résultats quantitatifs issus de nos mesures et les protocoles
expérimentaux. Notre premicre étude porte sur des mesures d’élasticité en régime statique du
cytosquelette d’actine de cellules épithéliales alvéolaires. Nous avons déterminé leur module
élastique E. La valeur trouvée est en bon accord avec celle mesurée par d’autres techniques. A
partir de ce résultat, nous nous sommes intéressés a la mesure de la réponse mécanique cellulaire
en régime de contraintes dynamiques. Nous avons en particulier étudié les roles respectifs de
certains partenaires biochimiques comme le role dissipatif de la myosine II dans 'architecture

cellulaire [Jay & coll., 1995][Balland & coll., 2005].
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Chapitre 1 La cellule dans son microenvironnement

I. La cellule dans son
microenvironnement, aspects

biologiques et mécaniques

Ce chapitre constitue un survol de I’état des connaissances sur la structure cellulaire et
son étude mécanique. Apres un rappel sur la description globale de la cellule [Alberts & coll.,
1994], nous nous focaliserons sur le cytosquelette et ses trois sous réseaux protéiques dans leurs
aspects morphologiques et fonctionnels. Nous les mettrons en paralléle avec quelques protéines
d’interactions nécessaires a I’établissement de forces au sein de la cellule. Nous verrons dans une
deuxieme partie comment modeles et expériences traitent de 'aspect mécanique de la structure

cellulaire. Enfin, nous présenterons les objectifs que poursuit cette thése.
A. La cellule, description biomécanique

La cellule est I'unité de base de la vie [figure 1.1], réduite a elle-méme chez les étres
unicellulaires (procaryotes, protozoaires et protophytes), elle peut étre aussi associée a d’autres en
structures plus complexes (organes, tissus) chez les pluricellulaires. Deux types de cellules
colonisent la biosphere : les cellules procaryotes, dépourvues de noyau, et les cellules eucaryotes a
noyau. Les compositions chimiques respectives de ces deux grandes classes de cellules sont
proches et de nombreuses voies métaboliques leur sont communes. Les eucaryotes
pluricellulaires sont formés de nombreux types cellulaires distincts, spécialisés, assurant des
fonctions différentes. Chaque cellule eucaryote, d’une taille avoisinant la dizaine de microns, est
délimitée par une bicouche de phospholipides couramment appelée membrane plasmique. Celle-
ci délimite intérieur de I'extérieur de la cellule. L’extérieur est au contact d’autres cellules ou de la
matrice extracellulaire [Katz & coll., 2000] composée de collagene, de protéoglycanes et d’autres
composants qui assurent la résistance des tissus et des organes. Le micro-volume cellulaire peut
lui encore se diviser en compartiments bien distincts appelés les organites cellulaires. Un des faits
qui a marqué P’évolution des cellules nucléées, est qu’elles ont incorporé, pour leur servir de
centrales énergétiques, des bactéries qui ont évolué en mitochondrie, un des compartiments
fonctionnels intracellulaires. L.e noyau en est un également. Il est délimité par Penveloppe

nucléaire constituée de lamines qui lui conferent une certaine rigidité. Celles-ci arriment ’ADN,
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Chapitre 1 La cellule dans son microenvironnement

support de Iinformation génétique. On peut encore citer les vésicules de Golgi, le réticulum
endoplasmique rugueux, les lysosomes et bien d’autres. L’intérieur de la cellule, sans ses
compartiments, est une sorte de « bain protéique », le cytosol, dans lequel se trouve un grand
nombre de molécules différentes, en solution ou non, ayant des localisations et des interactions
bien spécifiques. Le cytosol renferme de plus un réseau de protéines fibreuses, le cytosquelette,
qui confere a la cellule sa stabilité structurale, sa motilit¢é [Rafelski & coll., 2004] et sert
¢également a la transmission d’informations biologiques. Tridimensionnel, ce réseau est constitué
de trois types d’éléments protéiques : les micro-filaments d’actine, les filaments intermédiaires, les
microtubules. Nous nous attarderons ici a la description plus détaillée de cette structure que
biologie cellulaire et biochimie ont montré comme fortement impliquée dans larchitecture

dynamique de la structure cellulaire et dans de nombreuses fonctions biologiques essentielles.
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Figure 1. 1: Vue schématique d’une cellule

en coupe et de ses différents organites [http://www.fundp.ac.be/bioscope/]

1. Le cytosquelette

Le cytosquelette est composé d’un petit nombre de protéines (2.8% des protéines
animales). C’est un réseau de fibrilles tendues a travers le cytoplasme. Comme hauban et mat
soutiennent I’armature d’un bateau, le cytosquelette sert de soutien a la membrane plasmique et
aux organites cellulaires ou de guide aux éléments se déplagant dans la cellule [Glogauer & coll.,

1997]. Sa versatilité vient de son aspect hautement dynamique, en réarrangement permanent. Le
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Chapitre 1 La cellule dans son microenvironnement

cytosquelette est essentiel a la morpho-fonctionnalité cellulaire [Chen & coll., 2003]. Quand les
biologistes purent scruter le cytoplasme au microscope électronique, ils furent surpris de la
densité des fibres traversant le cytoplasme en tout sens. On observa par la suite que ces fibres
étalent construites comme des « meccano », c’est a dire que ces protéines filamentaires sont
constituées de plus petits éléments assemblés entre eux. Les trois types de filaments different par

leurs diametres, leurs propriétés mécaniques et biochimiques.
2. Les microtubules

a) Structure moléculaire

Un microtubule est un ensemble de protomeres globulaires de tubuline arrangés en un
tube cylindrique de 24 nm de diametre, soit le double d’un filament intermédiaire et pres de trois
fois celui d’un microfilament [figure 1.2]. La tubuline est une protéine dimerique composée de
deux sous unités o et B formant par leur association un dimeére de tubuline G. La polymérisation
de ce dimere se fait par fixation de GTP (Guanosine Tri-Phosphate). Chacune des sous-unités o
ou P-tubuline posséde un site de fixation au GTP. Seul le GTP de la sous unité P est
hydrolysable. La polymérisation est donc fortement dépendante de la concentration en GTP. Le
microtubule obtenu est un tube creux hélicoidal, formé en général de 13 dimeéres de tubuline sur
son diametre. Il est orienté, ze. on peut distinguer une extrémité + (terminée par des sous unités

B) d’une extrémité — (terminée par des sous-unités ).

Microtubule Structure
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Figure 1.2 : Schéma de la structure d’un microtubule. On montre la
structure des deux sous-unités de tubuline et le protofilament. [http://www.erin.utoronto.ca/]

La croissance des microtubules est tres particuliere. En effet, bien que celle-ci soit

fortement dépendante de la concentration en GTP, en tubuline libre [Drechsel & coll. , 1992] et
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en tubuline polymérisée, pour des conditions chimiques stables, un microtubule peut passer
aléatoirement entre deux états, celui de croissance a celui de dépolymérisation rapide [Belmont
& coll., 1996]. Dans des conditions de croissance normales, le microtubule maintient sa structure
grace a la présence de son extrémité non hydrolysée au sein de laquelle les interactions dimeres-
dimeres sont fortes. Lorsque l'une des deux sous-unités a l'extremité porte un GDP, par
changement conformationnel, les forces hydrophobes et stériques sont telles que le microtubule
subit une dépolymérisation rapide appelée « catastrophe ». Ces propriétés particulicres sont
résumées sous le nom d’instabilité dynamique [Walker & coll., 1988]. La présence de calcium
intracellulaire peut également favoriser la dépolymérisation d’un microtubule [Rodionov & coll.,
1997]. Cependant certaines protéines appelées MAP (Microtubule Associated Proteins) régulent
fortement I’état de polymérisation et sont a I'origine de la diversité des structures adoptées par les

microtubules.

b) Organisation cellulaire

Les microtubules croissent a partir d’'un centre organisateur appelé centrosome
[Mitchison & coll., 1984], généralement situé a proximité du noyau. Ce centre organisateur a
pour role principal la nucléation d’un aster de microtubles [Zheng & coll., 1995] qui croissent
dans le cytosol. 1l fixe également la polarité des microtubules. Ainsi dans la cellule interphasique,
les faisceaux de microtubules courent apparemment au hasard a travers le cytosol [figure 1.3]
mais en fait, ils forment comme les rayons d’une roue, ou d’une étoile plus couramment appelée

aster, centré au voisinage du noyau.

Figure 1.3 : Visualisation de ’organisation des microtubules
a)dans une cellule en culture (noyau visible)
b)dans une cellule en mitose [catalogue molecular probes].
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c) Réles

Le réseau de microtubules combiné avec son centre organisateur possede de nombreux
roles dans la vie cellulaire. Etudiés 7z vivo et in vitro [Wade & coll., 1998] selon différentes
approches expérimentales, les microtubules ont pu laisser transparaitre certaines de leurs
fonctions. Ils servent de guides au va-et-vient des vésicules de Golgi et autres organites. Le
déplacement de ceux-ci est rapide, de l'ordre de 2 um.s'. I est assuré par des moteurs
moléculaires protéique appelés kinésine [Yale & coll., 1985] ou dynéine selon qu’ils se déplacent
vers le bout + ou — des microtubules. Associés a d’autres protéines, les microtubules constituent
les axonémes des cils et des flagelles. L’activité ATPasique des dynéines dans ces structures est
essentielle a leur motilité. Le déplacement intermittent des dynéines sur les microtubules est
responsable du glissement des filaments entre eux et est a I'origine des courbures de cils ou de
flagelles. Les microtubules constituent également la trame principale de 'appareil mitotique. Lors
de la mitose (division cellulaire), une structure bipolaire de laquelle émane des faisceaux de
microtubules forme le fuseau mitotique [figure 1.3b]. Chacun des poles est occupé par le
centrosome de la future cellule fille, les microtubules quant a eux rassemblent et organisent les
chromosomes au centre de la cellule et réalisent par génération de forces au kinétochore

chromosomique la séparation équiparitaire du matériel génétique.

3. Les filaments intermédiaires

a) Structure moléculaire

Les filaments intermédiaires [Stewart, 1993] sont bien souvent la clé de voute de la
charpente cellulaire. D’une tres grande hétérogénéité d’un point de vue biochimique, selon le type
cellulaire observé, on peut cependant extraire une superstructure commune a ces protéines
[figure 1.4]. Au centre de celle-ci, un domaine en batonnet de 40 nm de long, de séquence tres
bien conservée, forme une structure dimérique ou les trongons o-hélicoidaux des deux
protomeres sont torsadés en superhélice. Les filaments apparaissent alors sous la forme de

cylindres creux non ramifiés dont la taille varie entre 8 et 10 nm de diametre.
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Filaments intermédiaires

BT i

s
Sous unité brease

Figure 1.4 : Schéma de la structure d’un filament intermédiaire
extrait de [time.arts.ucla.edu/ Talks/Barcelona/Arch Life.htm)].

Les domaines N et C terminaux des protéines des filaments intermédiaires [Stewart,
1993] sont globulaires et varient fortement d’une protéine a 'autre. On peut distinguer cependant
cinq catégories de filaments intermédiaires : les filaments de Desmine, de kératine, gliaux, de
vimentine [Janmey & coll., 1991] et enfin les neurofilaments. Dans la plupart des cellules, la
majorité de ces filaments ne sont pas dans un état d’équilibre dynamique. Leur molécules sont
complétement polymérisées et seule une petite proportion d’entre elles est dans I’état libre.
Certains filaments intermédiaires, comme la desmine, sont fixés a la membrane plasmique par les
sites d’ancrage de la cellule a ses voisines (desmosomes) ou a la matrice extra-cellulaire
(hémidesmosomes) viz des protéines spécifiques que sont, selon le cas, les desmoplakines ou les

plakoglobines.

b) Organisation cellulaire

On peut discerner deux sous structures du cytosquelette de filaments intermédiaires a
Iintérieur de la cellule. Un réseau extensif de filaments de kératine entoure le noyau et s’étend
jusqu'a la périphérie de la cellule. On trouve également un réseau de filaments disposé en couche
mince, appuyé a la membrane nucléaire pour la soutenir ; dont le meilleur exemple est un réseau
tissé et serré de filaments, appelé la lamina nucléaire [Dahl & coll. , 2004], situé sous la

membrane nucléaire interne.

22



Chapitre 1 La cellule dans son microenvironnement

Figure 1.5 : Réseau filamenteux de kératine tendu entre
la membrane plasmique et le noyau dans une cellule en culture.

c) Réles

La grande stabilité des filaments intermédiaires [Fuchs & coll. , 1994] leur confere un
role structural [Beil & coll., 2003]. L’étude des Iésions cutanées a pu mettre en avant le role de
ceux-ci dans la résistance mécanique de la cellule. De plus, grace a leur ancrage aux desmosomes
et hémidesmosomes, le réseau de filaments entrecroisés protege la cellule des dommages causés
par I'abrasion en assurant la cohésion des tissus. Enfin, les lamines soutiennent mécaniquement

I'enveloppe nucléaire.

4. Microfilaments (filaments d’actine) et protéines

motrices associées

L’actine est la protéine intracellulaire prépondérante dans la cellule eucaryote. Dans les
cellules musculaires, 'actine compte pour 10% des protéines et, dans les autres cellules de 1 a 5%.
La concentration typique d’actine dans le cytosol est d’environ 0.5 mM et peut atteindre 5 mM
dans des structures spécialisées comme les microvillosités. Une telle concentration d’actine a
I'intérieur de la cellule s’accorde avec le fait que les structures formées par ’actine occupent une

large proportion du volume cytoplasmique.

a) Structure moléculaire

Protéine de taille moyenne, I’actine est faite d’environ 375 acides aminés et est codée par

une grande famille de geénes bien conservés dans I'évolution. On connait au moins 6 actines
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différentes chez les oiseaux et les mammiferes. Trois sont les actines o, chacune étant propre a
un type de muscle. Deux autres, 'actine 3 non-musculaire et 'une des actines ¥ sont présentes
dans presque toutes les cellules non musculaires. La sixiéme actine, de la famille y se trouve dans
les muscles lisses de la paroi intestinale. C’est en séquencant I’actine de divers organismes que 'on
a remarqué que c’était 'une des familles de protéines les mieux conservées dans I’évolution. Les
diverses actines de la famille o, par exemple, ne different que par un petit nombres de résidus

allant de quatre a six.

L’actine se présente soit sous forme d’un monomere globulaire appelé actine G [figure
1.6a] soit sous forme d’un polymere fibrillaire appelé actine F. Le protomere globulaire d’actine
G est une protéine dissymétrique qui a une structure ressemblant a deux spheres (de 3.8 nm de
diametre) s’interpénétrant pour donner un objet ressemblant a une haltere de taille avoisinant les

7 nm [Kabsch & coll., 1990].

le—— 35.6 nm ———> l
BRSNSz
B

Figure 1.6
a) Mode¢le de protomére d’actine G issu de 'interprétation de données cristallographiques
b) Image en microscopie électronique d’un filament d’actine et schéma de sa structure hélicoidale de pas
35.5 nm [Alberts & coll. , 1994].

L’actine G se polymérise en actine I par une lente hydrolyse de PATP en ADP pour
donner des filaments de 7 2 9 nm de diametre [figure 1.6b]. L’actine F a une structure hélicoidale
compacte. En vue latérale, tous les 36 nm, I’hélice présente successivement un rétrécissement
(diamétre 7 nm) et un renflement (diametre 9 nm) constituant le module répétitif. La
polymérisation d’un filament est fortement dépendante de la présence d’ATP mais aussi d’ions
magnésium, potassium et sodium. Si I'on ajoute a une solution d’actine G ces mémes ions, on
voit alors se former un réseau enchevétré de microfilaments. Le processus est réversible en

abaissant la force ionique de la solution, par exemple.
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Lactine F est polaire, comme 'ont montré des expériences de marquage asymétrique avec
des fragments de tétes myosiniques et comme le prouve I'inégalité de vitesse de croissance des
deux extrémités de ses filaments notées + et -. La différence de vitesse de croissance entre les
deux bouts du filament est due a la différence de C_ (concentration critique de monomeres a
partir de laquelle Tactine se polymérise) en ces extrémités. On mesure cette différence en
bloquant I'un des bouts par une protéine qui coiffe 'une des extrémités du filament d’actine. Si
I'on coiffe le bout + par exemple, on force le filament a grandir par le bout -. Dans tous les cas,
on mesure la C_de chaque bout du filament par des expériences de polymérisation. L.a C_au bout
+ (0,1 uM) est moindre que la C_au bout — (0,8uM). D’apres les valeurs de C_, on tire que la
longueur du filament décroit aux deux extremités aux concentrations d’actine G inférieures a 0,1
uM, alors qu’il croit seulement au bout + aux concentrations d’actine G situées entre 0.1 et 0.8
uM et quil croit aux deux extrémités pour des concentrations supérieures a 0.8 uM. La
différence de concentration critique entre les extrémités du filament d’actine produit I'intéressant
phénomene appelé freadmilling : aux concentrations intermédiaires entre les C. de chaque
extrémité, les protomeres quittent le bout - alors que d’autres joignent le bout +. Les nouveaux
protomeres paraissent alors avancer dans le filament, comme sur un «tapis roulant», avant

d’atteindre le bout -, ou ils se dissocient. Le concept de tapis roulant est intéressant, car il

b

explique que le processus peut fournir un travail, et donc générer des forces.

I’ATP est un facteur qui commande également la polymérisation de l'actine [Pollard,
1986], car il influence la concentration critique et la vitesse de polymérisation. On le montre en
formant des filaments d’actine a partir de protomeres chargés d’ADP : les bouts du filament
grandissent tous les deux au rythme lent qui caractérise le bout -. En dépit de la polarité
structurale qui caractérise le filament, la C_ du bout + devient donc égale a la C_ du bout — en
présence seulement de protomeres d’actine-ADP. Pour résumer, les filaments d’actine sont, au
sein de la cellule, en équilibre dynamique. Cependant leur longueur, ou plutét leur taux de
polymérisation, est ajusté par des protéines de régulation [Bamburg, 1999][Bamburg & coll.,
1999] empéchant toute dilution du cytosol et éclatement de la cellule par voie de conséquence. La
croissance des filaments doit donc étre également mise en relation avec certaines protéines

associées : les ABP (Actin Binding Protein).

II faut donc aborder ces structures protéiques non pas comme des éléments structuraux

fixes mais comme des systemes hautement dynamiques.
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b)  Superstructure d’actine, organisation cellulaire

Apres une description du squelette d’actine a I’échelle la plus fondamentale, nous allons
explorer la facon dont les fibres d’actine s’organisent et fonctionnent dans la cellule. On

distinguera deux ensembles fibreux cytosoliques : les faisceaux d’actine et les réseaux d’actine.

Figure 1.7 : Réseaux et faisceaux d’actine dans une cellule en culture [www.bms.ed.ac.uk/services

impact/pages/Image3.htm].

C’est grace a la microscopie électronique et aux outils de fluorescence que des équipes ont
pu découvrir la structure de I'actine au sein du cytosol cellulaire. On peut y voir des zones ou les
filaments sont assemblés en faisceaux, notamment aux endroits ou la cellule a des replis mais
¢galement au travers du cytoplasme [figure 1.7]. Ces faisceaux sont caractérisés par un
alignement serré et parallele des filaments d’actine. Les protéines qui leurs sont associées,
notamment les moteurs moléculaires, leur conferent des proprié¢tées contractiles. Dans le cas des
réseaux, on peut distinguer deux organisations géographiques dans la cellule. Une couche mince
réticulée associée a la membrane plasmique que 'on nomme le réseau cortical et, au sein de la
cellule, un réseau tri-dimensionnel de filaments d’actine. Que ce soit en faisceau ou en réseau, les
filaments sont maintenus entre eux (réticulés) par des protéines de pontage de 'actine (les Actin
Binding Protein). Celles-ci, selon leur longueur, leur flexibilité, leur nature biochimique vont
correspondre a la formation de structure bien déterminées au sein de la cellule. Toute protéine
qui réticule deux filaments d’actine doit comporter deux sites de fixation a Iactine, un pour
chaque filament. Les petites protéines de réticulation arrimeront étroitement les filaments
d’actine, forcant ceux-ci a adopter un arrangement parallele, c’est a dire un faisceau. Par contre,
comme les protéines de réticulations longues et flexibles permettent aux filaments de choisir leur

disposition, elles les maintiennent en réseau. Cette régle s’applique a des protéines réticulantes du
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groupe III (Poids moléculaire > 68 kDDa). Les plus courts membres du groupe 111 sont la fimbrine
et Pactinine o, présentes dans les faisceaux cellulaires. Les membres les plus longs comme la
filamine, la spectrine et la dystrophine, se rencontrent dans les réseaux. I’actine soutient
également, par l'intermédiaire d’autres protéines réticulantes telles que la dématine ou la villine du
groupe 1I, les prolongements membranaires digitiformes, comme par exemple la formation de

microvillosités, et rend la membrane plus rigide.

De plus, cet échafaudage moléculaire est arrimé a la membrane plasmique par des
complexes d’ancrage. La forme de la cellule dépend non seulement de l'arrangement de ses
filaments d’actine mais aussi des protéines qui les fixent a la paroi, elles mémes étant de véritables
senseurs mécano-chimiques [Chicurel & coll., 1998]. On peut discuter brievement de la facon

dont les faisceaux contractiles sont soudés a la membrane plasmique.

Dans la majorité des cellules, la particularité d’un faisceau contractile est qu’il aboutit au
point de contact de la cellule avec son support, sur des plaques d’adhérence mettant en jeu des
intégrines trans-membranaires, ou avec la cellule voisine en créant des complexes de jonctions
inter-cellulaires [figure 1.8] impliquant d'autres protéines transmembranaires: les cadhérines
[Kovacs & coll., 2002] [Perret & coll., 2002] [Sako & coll., 1998]. La structure et la dynamique
de ces points d’attache est complexe et se fait »iz des adaptateurs moléculaires différents mais
avec les mémes protéines membranaires intrinseques. Les filaments d’actine contractiles sont en
particulier arrimés aux intégrines [Maniotis & coll., 1997][Ingber, 2003] vz les adaptateurs
moléculaires que sont I'a actinine [Blanchard & coll., 1989][Tseng & coll., 2001] et la

vinculine.
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Myosine 11
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'< Tropomyosine,
D’actomyosine
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Adaptateurs

Vinculine

Fibronectine

Figure 1.8 : Schéma de complexes adhésifs a) avec la matrice extra-cellulaire
b) dans la jonction inter-cellulaire d’aprés [Alberts & coll., 1994].

c¢)  Roles et génération de forces

Les processus de polymérisation/dépolymérisation de 'actine et leur action combinée a
celle des moteurs moléculaires sont a I'origine de forces qui sous tendent différents types de
mouvements cellulaires. Quand Listeria monocytogenes [Welch & coll., 1998][Plastino & coll.,
2003] par exemple, infecte une cellule, elle se déplace a I'intérieur de celle-ci a la vitesse de 11
um.s”, ce mouvement est réalisé par assemblage de filaments d’actine a la queue de la bactérie.
Cette expérience bien que non représentative de 'activité d’une cellule dite « saine » a permis de
comprendre de nombreux mécanismes inhérents aux différents types de motilité basés sur I'actine
[Albrecht-Buehler & coll., 1980][Rafelski & coll., 2004][Weiner & coll., 1999]. Bien que la
« fusée » bactérienne paraisse un exemple exotique de la mobilité basée sur I'actine, on a pu
mettre en paralléle par exemple le role de la profiline (protéine formant des complexes stables
avec les protomeres d’actine chargés d’ATP) dans le déplacement bactérien et dans la formation
des filopodes et des lamellipodes cellulaires. La profiline jouerait un réle central, car on la trouve
concentrée au bord avant de la cellule, ou a lieu la polymérisation. Le changement de forme de la
cellule suit les modifications de positions de la membrane cellulaire fluctuante. Des expériences
en vidéomicroscopie révelent le fait crucial que Iactine se polymérise contre la membrane créant
ainsi localement une tension. Il faut noter qu’a ce bord frontal, les filaments d’actine se réticulent
rapidement en faisceau et réseaux visibles dans les filopodes et les lamellipodes. Le cytosquelette

d’actine n’a donc pas seulement un role dans le soutien de la membrane plasmique et dans la
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structuration du cytosol, mais sa dynamique de polymérisation et son couplage a des protéines
motrices jouent un role déterminant dans ’établissement de forces nécessaires au déplacement, a

la division et a I’adhésion cellulaire.

Moteurs moléculaires

Dans beaucoup de types de mouvements, qu’ils soient globaux, locaux ou internes a la
cellule, 'actine n’intervient pas seule. Elle est en interaction avec la myosine, moteur protéique
fonctionnant comme ATPase quand il se déplace le long des filaments d’actine. La myosine
appartient a une famille d’enzymes mécanochimiques qui convertissent ’énergie libre de PATP en
des changements de conformation pour exercer un travail [Timson, 2003]. On peut la diviser en

trois domaines : la téte, le cou et la queue [figure 1.9].

téte de myosine

chaine légéres de myosine

Assemblage en
filaments épais

Figure 1.9 : Schéma d’une myosine II [http:/ /www.spieao.uhp-nancy.ft/]

La téte de la myosine est une ATPase activée par Pactine. En présence de cette derniere
activité enzymatique de la myosine devient optimale et passe de quatre molecules d’ATP a vingt
par seconde. La structure des domaines de la queue fait que la myosine se dimérise ou non en
superhélice ; c’est en fonction de cela qu’est dicté le type de fonction exercée par chaque myosine.
Le cycle schématique de fonctionnement d’une myosine est présenté ci-dessous [figure 1.10]

d’apres Alberts [Alberts & coll., 1994].
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Figure 1.10 : cycle schématique du fonctionnement d’une myosine [Alberts & coll., 1994]

Myosine I (monomere) et myosine V (dimere) se lient aux membranes phospholipidiques
[Adams & coll., 1989]. Actine et myosine I génerent les forces requises pour déplacer les
vésicules vers le centre ou vers la périphérie cellulaire et dans les mouvements de la membrane
plasmique. Les molécules de myosine II (dimere) s’organisent au sein des cellules musculaires en
filaments épais et prennent part aux contractions des gros faisceaux d’actine [Jay & coll., 1995]

(sarcomeres).

Dans les cellules, autres que les myocytes, actine et myosine II s’associent en faisceaux
contractiles. Ces faisceaux prennent part a 'adhérence des cellules a un support et également, par
de nombreux processus coordonnés dans le temps et dans Iespace, a la migration cellulaire. La
motilité [Rafelski & coll., 2004] des cellules non-musculaires se distingue par la polymérisation
de l'actine [Weiner & coll., 1999] et 'assemblage des filaments d’actine en faisceaux et réseaux
au niveau du front mobile, par la formation de plaques d’adhérence aux points de contacts de la
cellule avec son support et par la rétraction de son train arricre [Riveline & coll., 2001]. La
migration résulte donc d’'un remodelage cyclique du cytosquelette en interaction avec les moteurs

moléculaires.
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5. Membrane plasmique et protéines associées

Toutes les membranes biologiques bien que différentes de part leurs fonctions ont en
commun le role de définition des limites des compartiments cellulaires et se composent de la
méme structure phospholipidique lamellaire [figure 1.11]. La membrane plasmique, d’une
épaisseur avoisinant la centaine de nanometres, est une surface d’échange asymétrique ou
transitent un grand nombre d’informations. C’est son panel particulier de protéines, libres ou
ancrées, qui lui permet d’effectuer ses multiples activités comme celle de capter et transmettre un

signal extra-cellulaire.

Figure 1.11 Structure schématique d’une bicouche de phospholipide [http://membres.lycos.fr/jjww/1.htm]

Certaines de ces protéines servent de point d’attache entre les fibres du cytosquelette et la
matrice extracellulaire [Katz & coll., 2000], ou d’autres cellules. D’autres protéines jouent un
role spécifique dans la reconnaissance de molécules d’intérét pour la cellule. Une famille bien
particulicre appelée canaux procure des issues transmembranaires a des molécules
« signalétiques ». Celles-ci régulent également pression osmotique et différence de potentiel

transmembranaire.

Les roles de la membrane plasmique sont donc multiples, de nombreuses informations
arrivent et repartent de la cellule subissant des étapes traductionnelles assurées par celle-ci. Les
stimuli chimiques ne sont pas les seuls a délivrer de l'information a la cellule. En effet, des
approches différentes ont montré que des stimuli mécaniques, réalisés en des points spécifiques
ou non de la membrane, permettaient I'induction de signaux biologiques [Giancotti & coll.,
1999] [Ingber, 2003]. Il a été montré que la tension de la membrane [Evans & coll., 1976] et

son arrimage au cytosquelette étaient donc des facteurs déterminants dans des mécanismes
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comme la modulation de I'expression génétique, I'exocytose et la détermination de la forme

cellulaire.

6. Ordres de grandeurs et propriétés mécaniques

des filaments individuels du cytosquelette

Toutes ces considérations biologiques nous révelent d’ores et déja que les propriétés
mécaniques de la cellule vont étre d’une grande complexité a sonder au regard de tous les acteurs
mis en jeu. Chaque composant, membrane, cytosquelette et protéines associées, va intervenir sur
des échelles spatio-temporelles pouvant couvrir de larges spectres de part leurs multiples liens et
interactions. Le tableau suivant présente de maniere synthétique les propriétés individuelles de

chacun des éléments cités précédemment (adapté de [Alberts & coll.],[Janmey & coll., 1991]).

Propriétés Microfilaments Filaments

Microtubules . Y 3. .
intermédiaires

(Actine)

Actine G globulaire Famille hétérogene de

‘s protéines
Sous-unités Tubuline
protéiques ou forme polymérisée I, en . .
cellule (desmine, kératine,
vimentine)
Diametre (¢) = 5-9 nm
Longueur (L) ~ 30-100 pm
¢ ~ 25 nm b ~ 10
~ 10 nm
Ordres de Module d’Young (E) ~#10° Pa
grandeurs gV ale’u.r calculée a partir L > 100 um . > quelques um
caractéristiques d’expériences mesurant la ;
(filaments) rigidité de courbure d’un E~10"Pa Plus flexible que 'actine
filament) . et les microtubules
L,=1mm

Longueur de persistance :
L,=10um
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Propriétés
structurales
dans la cellule

Dispersés au travers de la
cellule, en réseaux ou en
filaments et trés concentrés au
niveau de la zone corticale

Les filaments sont rarement
isolés, ils sont majoritairement
sous forme réticulée en
réseaux

- En étoile depuis le
centrosome

- En fibre ou sous forme
de fuseau mitotique dans
le cytoplasme

- En structure
d’échafaudage pour les
cils

Sous forme de coque
nucléaire et sous
membranaire

Tres concentrés dans le
cytoplasme de cellules,
devant résister a de
grandes déformations, du
type des cellules
épithéliales

Propriétés Forment des réseaux
mécaniques issues | Viscoélastiques enchevcétrés Forment des réseaux 3
R Forment des réseaux
des Ayant un module de viscoélastiques L. .
. . . . N . viscoélastiques a de
expérimentations | cisaillement oc 0, 1-10 kPaa | enchevétrés mais avec un . .
.. i . faibles concentrations en
1n vitro des concentrations module de cisaillement L.
) ) ! L. protéines
physiologiques entre 5 et 20 | plus faible que I'actine
meg/ml. dans des conditions i
g/ .. Présentent des effets de
similaires
, L. renforcement sous
Réponse mécanique contrainte
complexe, non mod¢lisable en [Wade & coll., 1998]
éléments discrets
) Plus rigide que I’actine
Structure flexible glaeq
Propriétés Comportement fluide

mécaniques au
sein de la cellule

Sous tension

Indispensable a la génération
de forces

dans le cytoplasme

Résiste de facon trés
efficace en compression

De nombreuses informations ont pu étre tirées de Iétude des filaments isolés dans

linterprétation des lois mécaniques mesurées sur des cellules vivantes. Cependant, lorsque les

¢tudes micromécaniques mises en place actuellement comparent les mesures effectuées en

cellules ou 2 vitro sur des gels réticulés [Gisler & coll., 1999] [Mahaffy & coll., 2004] [Mason &

coll., 2000] [Morse, 1998], de nouvelles questions apparaissent :

- Comment linterconnexion ou linteraction des éléments du cytosquelette entre eux,

influence la réponse mécanique mesurée ? Existe-t-il un lien mécanique entre ces différents

éléments ?

- Quel est le lien mécanique entre la membrane cellulaire et le noyau? En quoi les

filaments du cytosquelette jouent-ils un réle dans la liaison membrane-noyau ?
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- Comment la contribution de chaque filament se traduit-elle mécaniquement a I’échelle

de la cellule ?

- Quel est le role du cytoplasme et comment se fait linteraction avec la matrice

extracellulaire [Katz & coll., 2000] ?

- Quels sont les roles des processus actifs : #readmilling, moteurs moléculaires ... ?
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B. Outils d’¢tude de la micromécanique

cellulaire : éléments de rhéologie

La motilité¢ cellulaire [Rafelski & coll., 2004] est un mécanisme biologique fascinant
nécessitant ’établissement de forces mécaniques par la cellule. Les premicres cellules étaient
probablement non motiles mais quand elles devinrent plus volumineuses, elles développérent des
fonctions plus sophistiquées. La distribution des matériaux dans la cellule requit alors de vrais
systemes de transport. C’est pourquoi la motilité des cellules non-musculaires nécessite une
structuration dynamique particuliere de l'actine combinant Peffet du treadmilling et des forces

développées par les moteurs moléculaires.

Bien qu’il existe une vaste bibliographie sur le sujet, la migration cellulaire est peu abordée
d'un point de vue mécanique. Pourtant, beaucoup de cellules subissent des changements de
formes spectaculaires : qu’il s’agisse de la contraction musculaire, de la progression des axones
neuronaux, de la naissance des protrusions superficielles telles les microvillosités ou les filopodes,
des déformations dues a la respiration, du cisaillement exercé par le flux sanguin sur les cellules
endothéliales ou circulantes. La cellule adhérente doit donc étre capable de résister a des forces
extérieures via son support mécanique qu’est le cytosquelette d’actine. L’interaction de la cellule
avec son micro-environnement est fondamentale dans la vie cellulaire. En I'absence de forces
externes, des cellules ne peuvent adhérer normalement et tendent a s’arrondir. Un certain nombre
d’entre elles activent alors un processus de mort programmée appelé apoprose. De nombreuses
¢tudes ont montré que la cellule n’adhére efficacement a son substrat [Danowski & coll., 1992]
qu’en développant de fagon dynamique un champ de contraintes internes et externes supporté
principalement par les différents composants du cytosquelette et par les complexes d’adhérence.
Au moment de la cytocinese, I’étranglement au niveau du sillon de clivage est di a la
réorganisation spatiale du cytosquelette d’actine formant un anneau contractile dans le plan
médian de la cellule [Straight & coll., 2003]. Un autre point de vue consiste a dire que certaines
cellules spécialisées, telles que les cellules ciliées de l'oreille interne, réalisent leurs fonctions en
convertissant un stimulus mécanique ou chimique en signal électrique. De méme, les cellules
peuvent étre activées dans leur processus de prolifération et de migration par 'application de
contraintes. La cellule traduit donc aussi des forces externes en signaux biochimiques, c’est la

mécanotransduction [Chen & coll., 2001] [Ingber, 2003] [Meyer & coll., 2000].
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Cependant, les mouvements les plus subtils ont lieu au sein de la cellule, a savoir la
séparation active des chromosomes, ’écoulement du cytosol et le trafic interne de vésicules. Tous
ces mouvements ne sont pas aléatoires, ils sont régis par la cellule. Elle doit donc étre capable de
générer des forces bien déterminées aux différentes étapes de sa vie et d'avoir une réponse
appropriée a une contrainte mécanique extérieure. Selon la nature de la contrainte, le type
cellulaire, et I’état de la cellule, on observe des réponses trés variées : rigidification [Choquet &
coll., 1997], contraction, différenciation, migration, activation de fonctions (voir de genes
[Farge, 2003]) dépendantes de 'environnement mécanique. I.’organisation spatiale et temporelle
de ces processus, reposant sur des échelles de temps allant d’une fraction de secondes a plusieurs
dizaines de minutes, met en jeu l'interaction de nombreuses protéines aboutissant a la nucléation
de forces bien déterminées, toutes ayant une relation étroite avec le cytosquelette d’actine. Celui-
ci est donc un acteur de la forme de la cellule, de sa résistance a la déformation mécanique, de la
génération de force mais il est aussi un senseur mécanique permettant a la cellule de traduire une

force extérieure en un signal biochimique.

Toutes ces observations expérimentales ont poussé biologistes et physiciens a étudier le
lien entre biologie et mécanique dans I’élaboration de ces processus dynamiques, ainsi que le role
des différents constituants impliqués et de leurs interactions. Les études sur la mécanique de
cellules vivantes, d’éléments subcellulaires ou de molécules biologiques ont rapidement évolué
dans les dernic¢res décennies grace aux progrés de la bio-imagerie et la capacité a générer et

mesurer des forces et déplacements avec une résolution proche du piconewton et du nanometre.

Le présent sous-chapitre, apres une introduction sur les fondements de la rhéologie, traite
de maniere non exhaustive des propriétés viscoélastiques du réseau d’actine, soit polymérisée i
vitro, soit in wvivo dans la cellule. Elles sont ¢étudiées par différentes techniques de
micromanipulation et interprétées a l'aide de différents modeles théoriques. Les approches
expérimentales sont identiques dans leur principe de base qui est d’exercer une contrainte
(variable ou constante) sur une cellule adhérente, de mesurer les déformations résultantes et de
corréler celles-ci aux partenaires biochimiques associés. Cependant elles sont différentes au sens
ou elles sondent les propriétés mécaniques du milieu intra-cellulaire a différentes échelles de
longueur et de temps, en exercant des contraintes ou des déformations sur différents ordres de

grandeur. Toutes ces techniques se situent dans le cadre de la microrhéologie.
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1. Définitions et outils

Définition : Etymologiquement, la rhéologie est une discipline qui traite des écoulements.
Elle s’intéresse de maniére plus générale aux écoulements et déformations des matériaux sous
I'action de contraintes [Couarraze & coll., 2000]. Certains matériaux, comme les mousses, les
pates, les émulsions, les polymeres [O’Shaughnessy & coll., 2003], les suspensions, les cellules
ne sont descriptibles ni par la mécanique des fluides simples ni par la théorie de I’élasticité qui
voient la les limites de leur champ d’étude. La rhéologie a donc pour but de caractériser les
propriétés des matériaux au comportement mal défini et intermédiaire entre le fluide newtonien
et le solide élastique parfait. Cette partie présente les principales grandeurs physiques intervenant

en rhéologie.

Eléments de base : Un matériau soumis a un ensemble de forces est susceptible de se

déformer. Les mouvements des différents points du matériau dépendent de I'intensité des forces
appliquées. Le principe est simple, par I'application dune sollicitation mécanique connue
(contrainte o, force F, couple C) et par la mesure de la réponse mécanique induite (déformation
g, déplacement x, torsion 0), on peut accéder aux coefficients viscoélastiques du matériau nous

renseignant sur ses propriétés mécaniques intrinseques.

Dans le cas du solide putrement élastique la relation est linéaire F'= kx ou k est le module
¢lastique. Si on prend l'exemple d’une bille sphérique de rayon a dans un milieu élastique

incompressible, F = 2naEx ou E est le module d'Young.

_yF

Solide purement élastique Sphére dans un milieu élastique

F=lkx F = 2naEx

Dans le cas du liquide purement visqueux F = f% ou & est le module de dissipation.
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Liquide purement visqueux
F=gdx

g dt
Sphére dans un liquide visqueux

F = 6émauv p: viscosité ; v : vitesse

Cas du milien viscoélastigue linéaire : Par définition, la réponse d’un matériau linéaire a une
contrainte est proportionnelle a Pamplitude de celle-ci. Il convient tout d’abord de donner deux
définitions générales : fonction de fluage et module complexe, indispensables a I’étude de la

viscoélasticité linéaire.

La fonction de fluage J(f)est définie comme la déformation subie par le matériau,
lorsqu’on impose a ce dernier une contrainte d’amplitude unité a l'instant initial t=0, contrainte
qui est maintenue constante au cours du temps. Par extension nous définissons dans la suite une
fonction fluage j(t) donnant le déplacement dx = j(t)dF en réponse a un échelon de force
dF appliqué a l'instant t= 0 (J(t) et j(t) sont reliées par un facteur géométrique ayant la dimension
d'une longueur). A

X
J(t)dF

dF

|V
0 t

v

j(t) fonction de fluage du milieu

Si on exerce une force variable dans le temps F(f), on peut décomposer la contrainte en

échelons élémentaires
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On peut alors montrer en utilisant la définition de la fonction de fluage, que la

déformation dx(f) correspondante est donnée par la relation générale :

dx(t) = jt—1")dE()
Si la réponse du milieu est linéaire et invariante dans le temps alors on peut utiliser le

principe de superposition de Boltzmann :
¢ ¢ °
) = [ je=r)are) = [ je—r) B i
_ 0 —0o0

—+00 ®

Soit : x(2) = Jt—1") F(t')dt

Car j=0 pour t<t’
Si on passe en transformée de Fourier :

x(w) = J.j:x(t')em'dt' et F(o) = Ij:F(f') e ' gy

On fait alors la transformée de Fourier d’un produit de convolution x(@) = J(@)F(w)

iot'

avec: j(@) = io jo“” (e dt
On définit alors plus fréquemment la fonction de réponse G(@), encore appelée module
complexe tel que F(@w) = G(o) x(w)

Ce module complexe s’crit encore G(w) = G'(w)+iG"(w), ou G’ et G” sont

respectivement le module élastique et le module de perte du matériau.
2. Quelques exemples simples

Mode¢le du solide de Kelvin-Voigt : il est constitué par I'association en parallele d’'un

ressort, de raideur k, et d’'un amortisseur de module de dissipation &. L’équation différentielle

régissant ce systeme est de la forme : F'= kx + £x
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N
-

Solide de Kelvin-Voigt

——

Réponse a un échelon de force (fluage) La transformée de Fourier nous donne
Jt = J )¢ il la réponse en fréquence: G(w) = k+iwé
avec 7 = % .
G'=in
A
X

G'=k

(@)
—+v
v

Modele du liquide de Maxwell : il est constitué par 'association en série d’un ressort de

raideur k et d’un amortisseur de module de dissipation &. Les équations régissant ce systeme sont

de la forme :

L]
F=kx, =&xavec x=x,+Xx,

dx_ 1dF . F
dt” kdt &

_MN—>

Liquide de Maxwell
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Réponse a un échelon de force Réponse en fréquence : x = (%—F@LQ)F

N kEw’ ko

Y = (v+% G(o) = H
J() (/é 5) (@) PRI

A
A
X
Gll

v

0 t

Milien viscoélastique complexe : Pour des cas plus complexes la forme des fonctions G'(w) et

G"(w) est en général quelconque. Il est rare que 'on puisse décrire la viscoélasticité [Gittes &
coll,, 1997] du milieu simplement par des assemblages d’éléments purement élastiques et
visqueux. Cependant, G’ et G” peuvent étre prédits dans le cadre de certains modeles. Par
exemple, dans le cas du réseau enchevétré de polymeres semiflexibles, G’ et G” sont prédits pour
évoluer en loi puissance de la fréquence avec un exposant identique de % [Amblard & coll.,

1996] [Le Goff & coll., 2002].

C. Quid du milieu intra-cellulaire ?

1. Introduction

Le comportement mécanique d’un corps est gouverné par des lois constitutives qui
décrivent la relation existant entre la contrainte appliquée, la déformation et le taux de
déformation résultant. Ainsi, n’importe quelle technique permettant de sonder les propriétés
mécaniques de la cellule doit permettre de donner directement ou indirectement des mesures de
cette relation. Le parametre physique le plus simple a extraire de ces mesures est une estimation
du module d’Young E, 7.e. un index d’habilité de la cellule a répondre a de faibles déformations en

régime statique. Mais cette description est en général insuffisante.

Au vu du nombre de techniques expérimentales développées durant les dernicres années

pour sonder les propriétés viscoélastiques du milieu intracellulaire, il est difficile d’effectuer un
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classement de ces méthodes. En général, 1a plupart de ces méthodes utilisent des techniques non

standardisées et non commercialisées. On peut classer ces techniques de différentes fagons :

- Cellule unique ou population cellulaire : selon que la contrainte est appliquée a une cellule
unique ou a un ensemble de cellules.

- Contrainte spécifique ou aspécifique : selon qu’elles utilisent ou non des sondes
recouvertes d’un ligand spécifique agissant directement sur le cytosquelette.

- Locale ou globale: selon que la déformation de la cellule est globale ou que les
perturbations appliquées sont locales.

- Contrainte appliquée dans le volume cellulaire ou a travers la membrane plasmique.

On peut tout de méme définir deux grandes approches pour étudier la mécanique de la
cellule. La premicre s’attache a 'observation directe de DPélasticité d’éléments individuels du
cytosquelette [Maggs, 1998][Ott & coll., 1993] alors que la deuxi¢me se focalise sur des
mesures de viscoélasticité cellulaire. La premiere méthode a lavantage d’isoler les éléments
minimaux permettant de comprendre 'architecture du cytosquelette [Wu & coll., 1998]. Nous
nous attacherons a décrire les techniques qui donnent des mesures directes de la viscoélasticité
cellulaire en les classant suivant les modeles utilisés : des modeles structuraux (continus et
discrets) aux modeles comportementaux (type viscoélastique simple) jusqu’aux modeles les plus

récents comme les modéles dits de matériaux vitreux mous et les modeles phénoménologiques.

Bien qu’il soit plus communément accepté que les mesures mécaniques effectuées sur des
cellules doivent étre interprétées par des modeles structuraux, il n’existe pas de modele unique
décrivant le comportement mécanique et les propriétés viscoélastiques de celle-ci. Les modéles
actuels tels que le modele de tenségrité (tensional integrity, [Ingber, 2003]) sont simples au
regard du fait qu’ils sont basés sur des hypothéses de structure du milieu intracellulaire qui leur
confererait leurs propriétés mécaniques mais sont soumis a controverse en raison du fait qu’ils
sont uniquement basés sur des données expérimentales [Ingber, 2003]. Les modcles
comportementaux interprétent quant a eux les données expérimentales en terme de purs modeles

mécaniques.
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2. Les modéles structuraux

Il est tout d’abord important de distinguer une structure discréte et une structure
continue. On peut appliquer le formalisme des milieux continus dans le cas ou la plus petite
dimension accessible a 'expérience est grande devant la taille caractéristique du systeme, ici la
taille d’enchevétrement du réseau. Certains modeles structuraux se basent au contraire sur des
structures discretes en s’appuyant sur des expériences de nanomanipulation comme celles de

microscopie a force atomique.

a) Les modéles continus (cortex élastique, cytosol
visqueux)

Ils sont aussi appelés modéles de membranes corticales [Yeung & coll., 1989]. Dans ces
modeles, structure et mécanique de la cellule sont organisées selon trois couches : un noyau tres
¢lastique (premiere couche) recouvert d’un bain cytoplasmique de microtubules enchevétrés se
comportant comme un fluide viscoélastique (deuxieme couche) et d’un cortex sous-membranaire
d’actine élastique (troisieme couche). Cette dernicre est modélisée comme étant soumise a une
prétension [Albrecht-Buehler & coll., 1987][Pourati & coll., 1998]. Cette précontrainte
constante est équilibrée par la pression positive qu’exerce le cytoplasme sur la membrane. Bien
quapparemment simpliste ce modele s’est révélé cohérent avec des expériences récentes
effectuées a l'aide de microaiguilles venant déformer localement une cellule individuelle en état
d’adhésion. Ce modele a été modifié par Bausch [Bausch & coll., 1998] en y ajoutant un
couplage entre I'actine corticale et la bicouche membranaire. Des mesures cohérentes ont été
effectuées a l'aide de nanoparticules magnétiques injectées dans des cellules tumorales. Ces deux
mode¢les supposent également qu’une contrainte locale n’entraine qu’une réponse locale du

cytosquelette.

b) Les modéles discrets

Il existe deux types de modeles discrets : les premiers modeles dit de Open cell foam networks
(mousses) supposant que la déformabilité du cytosquelette repose avant tout sur la déformabilité
d’éléments individuels du réseau. Les seconds se basent sur la notion de réseau de cables
précontraints [Stamenovic & coll.,, 1999]. Bien que ces modecles puissent avoir des roles
prédictifs dans la détermination de lorganisation architecturale de la cellule, leur caractere

purement mécanique ne leur permet pas de prendre en compte les mécanismes dissipatifs mis en
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jeu dans la structure: mécanismes biochimiques, facteurs génétiques intervenant dans la

régulation et la génération de forces du cytosquelette [Choquet & coll., 1997].

(1)  Open-cell foam networks

Ce modele décrit la structure cellulaite comme un réseau interconnecté de barres
élastiques, qui se courbent lorsque celle-ci se déforme. Satcher & Dewey ont proposé un modéle
(1996) micro-structural du cytosquelette d’actine dans lequel la courbure des micro-filaments
serait le mode principal de résistance a la déformation pour la cellule. II a de plus été suggéré que
les microtubules pouvaient eux aussi étre modélisés par un open-cell foam network. Ainsi Satcher
& Dewey ont proposé la formule suivante pour décrire le module d’Young E° de cellules

endothéliales adhérentes :

E = CE¢

C étant une constante, E~ étant le module d’Young d’un filament individuel et ¢ étant la
densité relative de la mousse (i.e. la fraction relative entre le volume des barres élastiques et le

volume de la mousse).

En prenant des valeurs raisonnables pour chacun des parametres , Stamenovic et Coughlin
[Coughlin & coll. , 2003] ont estimé que E devait varier entre 10° et 10* Pa. On peut voir dans
le tableau 3 que ces valeurs sont cohérentes avec des résultats expérimentaux ou 'on applique de
grandes déformations a la cellule. Ceci est compatible avec le fait que la courbure des filaments

du cytosquelette puisse controler la réponse cellulaire a de larges déformations.

(2)  Modeles de structure discrete précontrainte, le cas

particulier de la structure de tenségrité

Ces mode¢les considerent la structure cytosquelettique comme un réseau réticulé de cables
soumis a une tension initiale [Stamenovic & coll., 2002] [Wang & coll., 2002] [Wang & coll.,
2001]. Cette pré-tension est maintenue activement par les processus liés a la consommation
d’ATP (complexe acto-myosine [Svitkina & coll., 1997]) et passivement, soit par I'interaction
cellule-microenvironnement, soit par la pression osmotique cytoplasmique. Dans le cas particulier
du cytosquelette, Stamenovic & Coughlin [Coughlin & coll., 2003] ont estimé que le module
élastique de celui-ci devait vérifier la loi suivante :

g I?

2’
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Ou F est la tension appliquée a chaque cable, ¢ est la fraction volumique de filaments

d’actine dans la cellule, r est le rayon caractéristique d’un filament d’actine.

En prenant des valeurs raisonnables pour chacun des parametres, Stamenovic & Coughlin
ont estimé cette fois que E" devait varier entre 10" et 10* Pa. Ces valeurs sont en accord avec les

mesures effectuées par des techniques appliquant de plus faibles contraintes.

SiTon essaie d’effectuer une comparaison entre les valeurs prédites par les modeles et les
valeurs obtenues expérimentalement, Stamenovic & Coughlin [Coughlin & coll. , 2003] ont
suggéré que ces deux modcles discrets correspondaient a deux gammes de déformation de la
cellule. Pour eux, l'actine supporte la pré-tension [Pourati & coll., 1998], ce qui confére de la
stabilité a la forme de la cellule. Ainsi, quand la cellule doit résister a de petites déformations (<
10%) les filaments ne se courbent plus et ne changent pas leurs longueurs de fagon significative.
Ils tournent et changent de place pour atteindre une nouvelle configuration d’équilibre. Dans ce
cas, le modele de structure précontrainte est plus approprié [Coughlin & coll., 2003]. Pour de
plus larges déformations (contrainte >10° Pa, et déformation > 50%), les filaments se courbent.

Dans ce cas les Open-cell foam models sont plus appropriés [Stamenovic & coll., 1999].

E’ [Pa]
106 .

105 i

104
Open-cell foam I

10 |

1o ]
Structure précontrainte
10! ]

1 00 | | | | |
MTC,PO MP MPL IC AFM
Figure 1.12 : Tableau récapitulatif des mesures de modules d’Young cellulaires obtenus selon différentes
techniques (MTC-magnétocytométrie, PO-pinces optiques, MP-micropipette, MPL-microplaques, IC-
indentation cellulaire, AFM-microscopie a force atomique). On a représenté sur le graphique les plages de
valeurs prédites par les différents modeles structuraux.
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Le modele de tenségrité proposé par Donald Ingber [Ingber, 2003][Ingber, 2003]
[Ingber, 2003][Stamenovic & coll., 2002] (repris du concept de Fuller) en 1981 est un cas
particulier de ces structures précontraintes. Dans celui-ci, le réseau protéique est constitué de
barres rigides, soumises a des efforts de compression et des cables élastiques supportant la

tension mécanique [figure 1.13].

Figure 1.13 : Exemple de structure de tenségité a 64 élements
[http:/ /www.engr.wisc.edu/server/welcome/artofengineering / tensegrity.html]

La tension interne est auto-équilibrée par la compression des barres rigides et ceci méme
en I'absence de force appliquée. La structure répond a une déformation par une redistribution
spatiale de ces différents éléments. D’un point de vue biologique ce modele considére que le
cytosquelette interne est entouré d’une coque sous-membranaire purement élastique (actine,
ankyrine, spectrine). I.a membrane quant a elle, selon le type d’adhésion focale considéré, jouerait
un role dans le couplage mécanique entre microfilaments, microtubules et filaments

intermédiaires.

I existe différentes expressions pour le module d’Young dans le cadre de la tenségrité
selon le type de géométrie considéré [Stamenovic & coll., 2002]. Dans tous les cas, la valeur
moyenne du module d’Young se situe autour de la dizaine de pascals, ce qui est dans la gamme
inférieure des valeurs expérimentales. Ce modéle possede donc des limites, comme celle de ne
pas refléter la nature viscoélastique des cellules et également de ne pas trancher, dans le cadre des
expériences de tractions avec les modeles du meéme type. De plus, ces modeles structuraux ne
décrivent pas du tout la dynamique du systeme. Enfin, peu d’expériences ont été réalisées pour
les valider, en particulier sur les effets non linéaires observés par d’autres mesures expérimentales
(module d’Young dépendant de 'amplitude de la contrainte). Cependant ils peuvent amener des

informations pour comprendre comment les efforts se transmettent a 'intérieur de la cellule.
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3. Le cas du in-vitro, les modéles de percolation

Ces modeles se focalisent sur Iinterconnectivité et la reptation des ¢léments du
cytosquelette comme caractéristique du comportement mécanique cellulaire [O’Shaughnessy &

coll., 2003].

Des mesures sur des réseaux d’actine enchevétrés [Gittes & coll., 1998][Isambert,
1996] [Tseng & coll., 2001] ont permis de mettre en évidence le comportement complexe en loi
de puissance [Amblard & coll., 1996][figure 1.14] de ces réseaux de polymeres et inviter ainsi
les expérimentateurs a faire évoluer les modeles structuraux viscoelastiques simples. Ainsi, le
comportement complexe de ces réseaux est interprété comme une modification de la connectivité
des filaments résultant d’une transition de phase. Cette transition de phase étant due a un
changement de concentration des polymeéres. Ces modeles bien qu’utilisés pour étudier des gels
d’actine [Dichtl & coll., 2002] [Mahaffy & coll., 2004] [Mason & coll., 2000][Ziemann &
coll., 1994] ne donnent pas de prédiction quantitative quant aux index de déformabilité des

cellules.

Iétude de ces modeles doit étre poursuivie en intégrant les éléments actifs tels que les

moteurs moléculaires par exemple.
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Figure 1.14 : Courbe donnant le déplacement de billes de 2.8 pm
de diameétre en fonction du temps, soumises a une force oscillante
et immergées dans une solution d’actine a 0.1mg/mL d’aprés [Amblard & coll., 1996].
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4. Les modéles comportementaux

Les modeles comportementaux établissent explicitement les relations entre contrainte et
déformation ainsi que leur dépendance en fonction du temps. Cette dépendance temporelle est
utilisée pour ajuster les mesures expérimentales et en déduire des parametres viscoélastiques
d’intéréts [Bausch & coll., 1998][Wilhelm & coll.,, 2003]. Cependant, ces formules ne

fournissent aucune information d’un point de vue purement structural.

a) Les modéles viscoélastiques simples

Il a été longtemps accepté que la rhéologie cellulaire repose sur l'interaction d’éléments
¢lastiques et d’éléments visqueux. Cest de ce point de vue que de nombreux auteurs ont utilisé
des relations issues du formalisme des milieux viscoélastiques simples pour ajuster leurs mesures.
Les déformations sont analysées a I'aide de modeles représentant le corps viscoélastique comme
une combinaison de ressorts et d’amortisseurs visqueux [Evans & coll., 1989]. Dans leur forme
la plus simple ces modeles décrivent le comportement mécanique cellulaire a I'aide de deux
parameétres constants (ne dépendant donc pas de l'amplitude de la contrainte ni de la
déformation) : un module élastique et une viscosité [Schmid-Schonbein & coll., 1981]. Mais ces
modé¢les ne peuvent pas prendre en compte les effets de continuum récemment observés dans le

comportement mécanique des cellules [Maksym & coll., 2000] [Fabry & coll. , 2001].

Figure 1.15 : Modéle viscoélastique simple de la réponse du cytosquelette cellulaire
soumis a des contraintes exercées par pinces magnétiques|[Bausch & coll. , 1998]

Ces modeles ad-hoc ne peuvent donner d’information quant a la structure et a la
dynamique hautement complexe du réseau. IIs ne permettent que d’obtenir une estimation de la

viscoélasticité cellulaire.
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b) Structural damping et Soft Glassy Rheology

En raison des dispersions observées sur les mesures effectuées en régime statique ou
quasi-statique, et en particulier sur les mesures de temps de relaxation, de récentes études micro-
mécaniques du milieu cellulaire se sont penchées sur la caractérisation rhéologique de celui-ci en
régime dynamique. Elles se sont attachées a mesurer un module élastique complexe G*
[Monthus & coll., 1996]. Ce module complexe est en général défini dans le domaine fréquentiel
par sa partie réelle G’ (module élastique) et sa partie imaginaire G” (module de perte) par la

relation :
G*(f) = G'(f) + iG"(f)

Un modele largement utilisé pour interpréter les mesures de G* sur les échantillons
biologiques est le modele de structural damping. Ce modele empirique a été utilisé pour décrire de
nombreux matériaux biologiques [Fung, 1984]. Dans celui-ci, le coefficient de friction (module
de perte) est une fraction constante du module élastique pour toutes les fréquences. Fredberg &

"
Stamenovic ont établi que le rapport G hote 1 devait étre constant. Ainsi, le modeéle nous donne

G'
une relation directe entre la contrainte appliquée 7(f) et la déformation résultante d (f) dans le

domaine fréquentiel [Maksym & coll., 2000].

1(f) = G'(I+in) &)

Le modele de structural damping a pu étre validé par des mesures de magnétocytométrie
effectuées sur des cellules adhérentes [Fabry & coll. , 2001]. Cette approche formelle semble
intéressante, car contrairement aux modeles viscoélastiques simples, le modele de structural
damping ne prévoit pas un nombre fini de temps de relaxation mais plutét une distribution
continue de temps de relaxation. La réponse de ces matériaux a une expérience de fluage sera
donc de la forme t*' (obtenue par passage dans le domaine temporel de la relation ci-dessus). Or,
ces comportements en loi de puissance ont été observés dans la cadre de I'étude de gels d’actine
in vitro [Mahaffy & coll., 2004][Ziemann & coll., 1994] et ont été confirmés a 1’échelle
cellulaire. Bien que la différence majeure entre ces résultats soit liée a Pexposant de la loi de
puissance observée, cette distribution de temps caractéristiques signe le fait que les processus de
relaxation du systeme ne sont pas liés a un temps particulier pour la cellule. De plus, la prévision

de couplage entre le module élastique et le module de perte indique que leur source vient
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certainement de la méme structure : le cytosquelette dans le cas de la cellule. Cependant, cette
approche, bien que plus proche des mesures expérimentales effectuées en régime dynamique, ne

prévoit pas d’explication sur les bases moléculaires d’un tel type de relaxation.
Soft Glassy Rheology [Lequeux & coll., 2001]

Jetfrey Fredberg a mis en paralléle les mesures d’opto-magnétocytométrie effectuées par
son groupe a luniversité d’Harvard et les matériaux vitreux mous [Sollich & coll.,
1997][Sollich, 1997]. Ceci est da au fait que les cellules, comme les matériaux vitreux mous
répondent a la déformation par une loi puissance de la fréquence. Les matériaux vitreux mous

(soft glassy materials — SGM) sont caractérisés par :

- Leur état hors équilibre : les éléments constitutifs du matériau sont en réorganisation

permanente en raison de leurs interactions mutuelles [Wang & coll., 2002] [figure 1.16].

- Leur désordre structurel : le systeme est constitué de nombreux éléments différents de

par leurs nature chimique et leurs interactions

- Leur métastabilité : le diagramme énergétique de ces matériaux est caractérisé par des

L si o . i o
régions d’équilibre local séparées par de grandes barricres d’énergie (barriere d’énergie>>KkT)

On peut classer dans les SGM : les mousses, les émulsions, les pates, les coulis et les
milieux granulaires... La physique de ces matériaux est inexpliquée du point de vue de la
viscoélasticité. Ce comportement vitreux viendrait en particulier de relaxations structurales liées a

des changements de conformation.

Figure 1.16 : Schéma représentant un des mécanismes élémentaires de la réorganisation structurale d’'une
mousse
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- Un matériau vitreux n’est pas a équilibre, sa configuration a un instant donné est piégée
dans un puits de potentiel énergétique. Les éléments doivent donc passer des barrieres
énergétiques qui sont grandes devant les énergies liées a I'agitation thermique [figure 1.17] afin
de pouvoir changer de configuration. Il y a donc une nécessité de recevoir un apport d’énergie

extérieur, autre que thermique, pour franchir ces barrieres.

Figure 1.17 : Schéma du franchissement d’une barriére de potentiel
nécessitant un apport d’énergie extérieure

Dans le cas du cytosquelette par exemple, les éléments sont vus comme étant en
réorganisation permanente et se réarrangent en fonction de leurs interactions avec la matrice
protéique. Un changement de configuration correspond donc a un franchissement de la barriere
de potentiel de hauteur E, celui-ci se fait avec un temps caractéristique de franchissement de cette

barriére :

E
7T OC ¢~

L’origine de cette agitation, responsable des réorganisations spatiales du matériau, n’est
pas encore décrite, elle est pour linstant représentée par une température effective liée a un

apport d’énergie extérieure (qui pourrait étre ’hydrolyse de PATP dans le cas de la cellule)
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- Les matériaux vitreux mous [Lequeux & coll.,, 2001] sont aussi des milieux
désordonnés. Ceci est retranscrit dans le modeéle par une distribution continue de puits de
potentiels ayant des profondeurs E quelconques. On fait ’hypothése d’une distribution de puits

P(E) (nombre de puits ayant la profondeur E) de la forme :

P(E)=e =

Les puits profonds sont donc « exponentiellement rares » mais le systéme y reste piégé
« exponentiellement longtemps ». Il y a donc une distribution continue des temps de relaxation
dans le systéme et on montre, en moyennant sur cette distribution des temps de relaxation, que

les éléments du module complexe peuvent s’exprimer comme suit :

X

-
G'(@et G (@) <« @~ o &

On a donc une loi puissance pour la fonction réponse du systeme. Une expression plus
précise du module complexe de ce modele, en accord avec les expériences de microrhéologie

cellulaire, a été récemment publiée par Fabry [Fabry & coll., 2001]:

G(f) =G, Z;f - (1+1 77)F(2—x)cos%(x—1) +i2 nfu

A

2

Ou p=tan (x—l) est le «coefficient d’hystérese » du modele, et f la fréquence. G et ¢,

sont les facteurs d’échelle pour la raideur et pour la fréquence, u un terme supplémentaire

caractérisant la viscosité du cytosol, supposée newtonienne.

Cette relation décrit I’évolution de G’(f) et de G”(f) en loi puissance de la fréquence
gouvernée par 'exposant x. Les limites de variation de x sont x = 1 (comportement solide) et x =
2 (comportement liquide). Certains criteres empiriques définissent les matériaux vitreux mous
[Lequeux & coll., 2001] : leur état hors équilibre, leur désordre structurel et leur métastabilité.
Cela se traduit sur le comportement rhéologique par des fonctions G’ et G” qui doivent varier

avec le méme exposant (1.1<x<1.40). De plus le facteur d’hystérisivité doit étre constant et voisin

de 0.32 pour x=0,2.

Les modcles comportementaux semblent correctement représenter le comportement

mécanique du cytosquelette d’actine. Ils ont tout d’abord permis d’éliminer les modeles utilisant
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des éléments discrets en révélant leffet de continuum apparaissant dans ces structures.

Cependant quelques questions restent en suspens :

- Est-ce que les moyennes obtenues a partir des expériences d’optomagnétocytométrie sont

représentatives des comportements individuels ?

- Qulen est-il de la prévision du role de certains mécanismes actifs tels que la
polymérisation du cytosquelette, I'activité des moteurs moléculaires ou encore le

remodelage dynamique des connections inter-filamenteuses ?

Cette analogie est donc attirante mais trés formelle au sens ou elle n’explicite pas les

mécanismes fondamentaux sur lesquels la réponse mécanique du cytosquelette s’appuie.
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5. Tableau récapitulatif des techniques utilisées

pour sonder les propriétés mécaniques des

cellules

Techniques

Principales
caractéristiques

Plage de contrainte

Avantages

Inconvénients

Magnétocytométrie
[Wang & coll., 1993]
[Laurent & coll., 2002]

- Sonde localement un
ensemble de cellules
adhérentes
- applique un couple et une
force magnétique a des
billes ferromagnetiques
collées spécifiquement aux
cellules, la rotation
moyenne des billes est
mesurées
- contraintes = 1 2 200 Pa
- dimension caractéristique :
taille d’une bille autour de

quelques microns

- grande statistique

de mesure

- non commercialisée

- certains facteurs sont mal
définis : aire de contact
bille-cellule, estimation

quantitative des liens
récepteurs-ligands,

interaction récepteur-
structure sub-cellulaire

- la mesure est issue d’une
moyenne sur un grand

nombre de cellules

Optomagnetocytometrie
[Bausch & coll., 2001]
[Fabry & coll. , 2001]

- Sonde localement une
cellule adhérente
- Applique

un  couple

seule

de

magnétique a une

bille, le déplacement

celle ci est mesuré

optiquement

- contraintes = 1 a 200 Pa

- fréquence de sollicitation :
107 < f < 10*Hz

- dimension caractéristique :

autour de quelques microns

- grande statistique
car les déplacements
peuvent étre
mesurés
simultanément sur
une population de
cellules
- permet des
mesures en régime

dynamique

- non commercialisée
- certains facteurs sont mal
définis : aire de contact
bille cellule, estimation
quantitative des liens
récepteurs-ligands,
interaction récepteur-

structure sub-cellulaire
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Micropipette
[Evans & coll. , 1989]
[Sato & coll., 1987]
[Thoumine & coll., 1997]
[Thoumine & coll., 1999]
[Yeung & coll., 1989]
[Zhelev & coll., 1994]

- Sonde une cellule entiere
non adhérente
- Déforme la cellule lors de
'aspiration dans la
micropipette calibrée en
taille (quelques microns de
diametre)
- Force constante réglable
de 1pN a 100nN
- contrainte : 0.1<6<10°Pa
- Acces a la fonction de

fluage

- facile 2 mettre en

place

- contraintes aspécifiques

- mauvaise résolution
spatiale

Microscopie a force
atomique
[Mahafty & coll., 2004]
[Goldmann & coll., 1996].
[Alcaraz & coll., 2003]
[Janmey & coll., 1991]
[Janmey, 1991]
[Mahafty & coll., 2004]
[Radmacher & coll, 1992]
[Radmacher & coll.,1996]
[Shroff & coll., 1995]

[Weissenhorn & coll.,

- Sonde localement une
cellule adhérente
- Applique une force a la
surface de la cellule
- Etude en régime variable
50 < £< 300 Hz
- taille caractéristique de la
pointe I’AFM :
10 < rayon < 50 nm
- gamme de force :
1pN < F < qq centaines de
nN

- Peut appliquer ou
non des forces via
des recepteurs
spécifiques
- grande résolution
spatiale et en force

- commercialisée

- Contraintes trés
importantes
- Applique des
contraintes a une
géométrie proche de la
taille des éléments du

cytosquelette

1993] -applique des contraintes
jusqu’a 10°Pa
Microaiguilles - Sonde localement une - Mauvaise résolution en

[Riveline & coll., 2001]

cellule adhérente
- une microaiguillle de verre
flexible est utilisée pour
déformer localement une
cellule
- Gamme de contraintes

10" <C <10 N/um’

force

- non commertcialisée
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Pinces optiques
[Balland & coll., 2005]
[Lambert & coll., 2000]

[Henon & coll., 1999]
[Laurent & coll., 2002]
[Sako & coll., 1998]
[Sheetz, 1990]
[Svoboda & coll., 1994]

- Sonde localement une
cellule adhérente
- Applique une force
optique a une bille collée
spécifiquement a une
cellule, le déplacement de
la bille est suivi soit
optiquement soit par un
systeme de photodiodes
- Force appliquée ~ 100pN
- taille caractéristique de

sonde : quelques microns

-0.05 <t <=100Hz

- Grande résolution
en force

- permet un étude en

régime statique ou

dynamique

- Non commercialisée
- Utilisable uniquement
avec des billes traitées
pour un collage spécifique
- certains facteurs sont mal
définis : estimation
quantitative des liens
récepteurs-ligands,
interaction récepteur-

structure sub-cellulaire

Microplaques
[Desprat & coll., 2005]
[Thoumine & coll., 1997]
[Thoumine & coll., 1999]

- Sonde globalement une
cellule adhérente
- une cellule est tenue entre
deux microplaques de verre
(une rigide, une souple
calibrée en
raideur), la déformation est
suivi optiquement par la
déflection de la lamelle
souple
- Forcede 1210 nN
- dimension caractéristique :

quelques um

- Accés directe a la

réponse de fluage

- Non commercialisée

- grande force appliquée
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Chapitre 1 La cellule dans son microenvironnement

D. Conclusion et objectifs de la these

Les cellules vivantes sont capables de « sentir » leur environnement mécanique et de s’y
adapter par des réponses biologiques appropriées. Similairement, des signaux biologiques, ou
biochimiques peuvent influencer de facon non négligeable I'aptitude d’une cellule a générer des
forces nécessaires a laccomplissement d’un certain nombre de tiches. Il est alors paru
rapidement nécessaire de développer des techniques permettant de caractériser le comportement
mécanique des cellules. Ces techniques ont tout d’abord permis de mesurer les propriétés
viscoélastiques des cellules. On peut faire quelques remarques sur la valeurs des parametres
viscoélastiques obtenus avec les différentes techniques et sur le fait que les contraintes appliquées
se fassent par des sondes ayant un lien spécifique ou non avec le cytosquelette. Il est tres
largement reconnu aujourd’hui que le fait d’appliquer une contrainte vz les intégrines [Ingber,
2003] permet d’avoir un lien direct avec le cytosquelette d’actine par formation de complexes
adhésifs. Les techniques n’utilisant pas de sondes spécifiques permettent quant a elles de ne pas
discriminer les réponses individuelles de sous ensemble cellulaire. La conséquence de cette
différence de spécificité serait que les techniques utilisant des sondes aspécifiques seraient plus a
méme de sonder les propriétés passives [Dong & coll., 1991][Tsai & coll., 1993] de la cellule
alors que les techniques spécifiques permettraient d’induire des réponses biologiques dirigées
[Meyer & coll., 2000], comme celle de formation de complexe adhésif par exemple [Riveline &
coll., 2001]. En ce qui concerne les mesures de module d’Young, il a été mis en lumicre
récemment que les valeurs de rigidité obtenues étaient tres dispersées [Maksym & coll.,

2000] [Danowski & coll. , 1992]. Les ordres de grandeurs trouvés varient entre 10" et 10° Pa.
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Figure 1.18 : Influence de la taille de la sonde sur les mesures des propriétés élastiques de cytosquelette
pour différents types cellulaires, [Maksym et coll., 2000].
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Chapitre 1 La cellule dans son microenvironnement

On peut expliquer cette dispersion par de nombreux facteurs donnés par la nature des
différents systemes expérimentaux (actif, passif [Dong & coll. , 1991], amplitude de la
contrainte), les conditions de mesures, les modeles utilisés et enfin les différents types cellulaires
utilisés. Une forte dépendance avec la taille de la sonde a été suggérée [Maksym & coll.,
2000][Lu & coll., 2002]. Ceci pourrait expliquer par exemple les différences de mesures entre la
magnétocytométrie et 'AFM pour lesquels les surfaces de contact sonde-cellule sont
respectivement de 10 um” et 10° um* et donc les gammes de contraintes sont trés différentes
[Goldmann & coll.,, 1996][Janmey & coll., 1991][Janmey, 1991][Radmacher & coll.,
1992][Radmacher & coll., 1996][Shroff & coll., 1995]. Pour des tailles de sondes et de
contraintes comparables des équipes ont montré que les valeurs de rigidité trouvées sont
comparables. En outre il existerait un effet non linéaire de rigidification de la cellule avec la
contrainte. En effet la valeur de rigidité augmente avec 'amplitude de la contrainte ou de la
déformation [Wang & coll., 1993][Stamenovic & coll., 1999]. Si 'on regarde les valeurs de
rigidité trouvées en magnétocytométrie, le module d’Young est de 'ordre de 10'Pa pour des
contraintes exercées avoisinant la dizaine de pascals. Dans le cas des expériences de microscopie
a force atomique les contraintes se situent autour du méga pascal pour des rigidités allant de 10° a
10° Pa. Ces dispersions [Schmidt & coll., 2000] ont également encouragé les chercheurs a se
pencher sur des systemes modeles plus simples tels que les gels d’actine 7z vitro [Amblard &
coll., 1996][Gardel & coll., 2003][Mahaffy & coll., 2004][Mason & coll., 2000][Morse,
1998][Palmer & coll., 1999]. 1l ressort de ces mesures que le comportement mécanique de
Pactine est caractérisé par un continuum de temps de relaxation et que sa réponse a la
déformation varie comme une loi puissance de la fréquence. Dans le cas du milieu cellulaire, on
retrouve expérimentalement les caractéristiques de désordre et de métastabilité décrits par des
mod¢les comportementaux tels que ceux de matériaux vitreux mous [Lequeux & coll., 2001] ou
ceux de réseaux de polymeres enchevétrés [O’Shaughnessy & coll.,, 2003]. En effet la
dynamique de polymérisation/dépolymérisation de lactine, la rupture/création de liens intet-
filaments, 'activité des moteurs et les transitions possibles par apport d’énergie biologique sont
autant de facteurs permettant une analogie séduisante avec ce type de modeles. Tous ces
processus ayant des temps caractéristiques tres variables nous orientent vers une étude mécanique

en régime dynamique du réseau cellulaire d’actine.

Comme nous I'avons vu, I’étude des propriétés mécaniques du réseau d’actine
cellulaire se révele étre un probleme complexe. Bien que les premicres études datent de quelques
dizaines d’années, de nombreuses questions restent en suspens. Une de ces questions est la

mesure des propriétés individuelle des cellules vz des sondes spécifiques locales en régime
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dynamique. Peut on caractériser cette réponse ? Les moyennes obtenues par les expériences
d’optomagnétocytométrie ne masquent elles pas des comportements individuels ? 11 est nécessaire
pour cela de réaliser des mesures de module complexe sur des cellules individuelles et de les
comparer a des mesures globales, ou sur des ensembles cellulaires. Ceci est un des objectifs de
cette these. Peut-on observer s’il existe une dépendance de la réponse en fonction du type
cellulaire étudié ? C’est la deuxieme question que pose ce manuscrit. Est il possible également,
avec ce type de mesures, de caractériser l'influence d’éléments protéiques dans la réponse
mécanique cellulaire ? (telle que lactivité des moteurs moléculaires par exemple ou d’autres
facteurs biochimiques influencant la dynamique de polymérisation de I’actine). L’objectif de cette
these est donc de tenter de relier les modeles comportementaux et les modeles structuraux, par
une caractérisation en fréquence du comportement viscoélastique du cytosquelette. En outre, on
s’est intéressé au lien entre la réponse mécanique du cytosquelette en conditions
« physiologiques » et sa réponse dans des conditions biologiques perturbées afin d’extraire les
mécanismes élémentaires participant au comportement mécanique a I’échelle d’une cellule. Pour
cela nous avons par exemple étudié¢ le role de la polymérisation de l'actine et de I'activité des

myosines II dans cette réponse.
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II. Principe et mise en oeuvre des
pinces optiques

A. Introduction

La lumicre exerce sur les objets une force qui a pour origine I’échange d’impulsion. Des le
XVII™ sicle, Iastronome Johannes Kepler avait déduit que le soleil exerce une pression sur les
particules échappées d’'une comete leur donnant ainsi leur orientation. Ceci est une des rares
manifestations macroscopiques de cet effet. En 1873, James Clerk Maxwell démontre, d’un point
de vue fondamental la possibilité de nucléation de forces par la lumiére. Mais il a fallu attendre
lavéenement du laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), source de
lumiere cohérente, intense et monochromatique, pour envisager I'application expérimentale de

cette force a des objets de taille microscopique.

Dans les années 1970, Arthur Ashkin a mis en évidence, en focalisant fortement un
faisceau laser, les déviations d’une bille éclairée par celui ci [Ashkin, 1997]. Il a en effet pu
déplacer et faire 1éviter des particules de quelques microns de diametre. Ces recherches sont a la
base du piégeage et du refroidissement d’atomes, ainsi que du développement des pinces optiques

[Ashkin, 1991][Lang & coll., 2002][Lang & coll., 2003].

Nous voulons étudier les propriétés mécaniques du cytosquelette de cellules eucaryotes. 11
est nécessaire pour ce faire d’utiliser une sonde micronique (taille cellulaire) nous permettant
d’exercer des contraintes calibrées de faible amplitude. Typiquement, nous nous attendons a
mesurer des modules d’Young de I'ordre de quelques Pa pour une taille de sonde micrométrique
[Lu & coll., 2002], il faut donc choisir un micromanipulateur ayant une constante de raideur du
méme ordre de grandeur (pN/pm). Fonction de la puissance du faisceau laser, les pinces optiques
exercent des forces allant de quelques piconewtons a quelques centaines de piconewtons ; la taille
des objets piégeables varie de 300 nm a 10 um. Cette gamme de force est donc bien adaptée a
I'étude micromécanique des cellules et a la manipulation d’ensembles macromoléculaires

biologiques [Sheetz, 1990].

Ce chapitre présente tout d’abord le principe général du piégeage optique. Le dispositif

expérimental ainsi que le choix des différents éléments seront ensuite discutés. Nous
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Chapitre 2 Principe et mise en oeuvre des pinces optiques

présenterons dans la dernic¢re partie les méthodes d’étalonnage permettant de mesurer la force

exercée par une pince sur une bille micrométrique.

Ce chapitre s’appuie sur les descriptions expérimentales détaillées du livre Laser Tweezers in
cell biology, sur larticle de Svoboda & Block [Svoboda & coll., 1994] et sur la these de G.
Lenormand [http://guillaume.lenormand.free.fr/pdf/these.pdf].
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B. Principe des pinces optiques

Le concept des pinces optiques a gradient est simple : une pince optique est obtenue en
focalisant fortement un faisceau laser a profil d’intensité gaussien, au moyen d’un objectif de
microscope de grande ouverture numérique. Le gradient d’intensité lumineuse obtenu créé ainsi

des gradients de champs électriques dont dérivent des forces de la forme :

— —

F~VI

Un objet diélectrique placé dans ce champ électrique va d’abord se polariser puis subir
une force d’attraction due a ces forces de gradient qui vont le piéger de maniere stable au point
de plus forte intensité du champ. Or, le profil radial du faisceau laser étant gaussien [figure 2.1],
I'intensité lumineuse dans un plan radial est maximale sur I’axe du faisceau. L’intensité maximale
se trouvera donc au point de focalisation du faisceau, c’est donc en ce point que les forces de

gradient vont tendre a ramener les particules diélectriques.

I(r)

«—————=

> | | 0
Milieu
L d'indice ny

W
99% de Puigsance totale

Figure 2.1: a) Profil axial du faisceau focalisé par une lentille convergente
b) Intensité d’un faisceau gaussien en fonction de la position radiale.

Le profil radial du faisceau, pour le mode fondamental d’émission du laser (TEMO00), est
gaussien, ce qui créé le confinement dans le plan perpendiculaire au faisceau. Dans la troisieme
dimension, la largeur du faisceau gaussien varie le long de I'axe [figure 2.1] et elle est minimum

au point de focalisation. C’est 1a que les objets viendront se piéger.
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Plus précisément, Iintensité lumineuse sur I'axe du faisceau est donnée par la relation

suivante :
2P 2
Ifrz)=—25exp — 2r .
S
2
avec W(Z) = W(O) 1+ = | et zo = TTW 0 A milieu
z, A
Ou: P, : puissance totale du laser,

A :longueur d’onde du laser,
mitien : indice optique du milieu,

w, : largeur de la tache de diffraction au point de convergence. Celle ci est

fonction de 'ouverture numérique ON de l'objectif :

W, 1224
20N

L’ouverture numérique est définie par: ON = 7. sin@ ou @ est le demi-angle du

milien

cone émergeant.

1. Forces de gradients vs forces de pression de

radiation

Il y a deux types de forces radiatives qui entrent en compétition dans la réalisation d’une

pince optique [figure 2.2].

La premicre est la force de gradient, due au gradient d’intensité lumineuse au voisinage du
point focal. Celle-ci tend a amener la particule a piéger dans la région de plus haute intensité

lumineuse.
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La seconde est due a la pression de radiation [Lebedev, 1901] qui, selon l'axe de

propagation du faisceau, tend a pousser la particule hors du piege.

Est-il alors possible, en tenant compte de ces considérations, de créer un picge optique

stable ?

—

grad

—

Fsca‘r

Figure 2.2 : Représentation schématique des contributions respectives des forces de gradient et des forces
de pression de radiation

Pour répondre a cette question nous considérerons deux cas limites suivant la taille de

Pobjet piégé. Ces deux cas dépendent du rapport de taille entre le rayon r de la particule et la

longueur d’onde A du faisceau.

Le premier cas ou d = 2r << A est appelé régime de Rayleigh ; dans ce cas le champ
électrique est considéré comme uniforme autour de la particule. Ainsi le calcul de force s’exercant

sur 'objet piégé est calculable analytiquement par une description électromagnétique [Feynman ,

2000] [Pérez & coll., 1990].

Le deuxieme cas ou d = 2r >> A est appelé régime de Mie ; dans ce cas il est possible
pour décrire les forces appliquées a des particules de grande taille d’adopter un raisonnement

d’optique géométrique.

En pratique, pout des particules de taille intermédiaire (d=A), la connaissance des forces
appliquées ne peut étre obtenue analytiquement et doit donc faire 'objet, pour des expériences

quantitatives, d’un étalonnage.

a) Description éléctromagnétique, Régime de Rayleigh
Cr <<A)

Dans ce régime, il est raisonnable d’opter pour une description électromagnétique. En

effet, la particule ayant des dimensions trés inférieures a A, le champ électrique est constant sur la
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taille de la particule. Celle-ci acquiert un moment dipolaire induit £ . La particule est alors
considérée comme un dipole induit ponctuel. Son moment est donné par la relation suivante qui

définit la polarisabilité o :
p=ak
pour une sphere de rayon r on peut montrer que

2
m -1 3
—|r
m 42

_ 2
a = 472-8 Onmilieu

E le champ électrique,

N itiew I'indice optique du milieu environnant la particule,

&, la permittivité diélectrique du vide,

m= —1

, ou n est l'indice de la particule

Amilieu
7 est le rayon de la particule piégée.

Il est a noter que la polarisabilité o de la bille est proportionnelle a la différence des carrés

des indices de réfraction entre la bille et le milieu environnant (ici eau, 7mitiex =1.3).

(1)  Force de gradient

La force de gradient F  qui s’exerce sur la bille est donnée par :
Fe=(p.V E~aVE *oc aVI

oul=1Llg 0 Maiiew CE ~, ¢ étant la célérité de la lumiere dans le vide

2

Cette expression montre que i) la force de gradient est orientée dans le sens du gradient,
et que le ii) le piégeage n’est possible que si m est supérieur a 1, autrement dit que si 'indice de la

particule est supérieur a celui du milieu environnant.
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Cette expression explique également lorigine du piégeage et montre que la particule
diélectrique est attirée vers le point de plus forte intensité lumineuse, a savoir le point de

focalisation du laser.

(2)  Force de pression de radiation

La force due a la pression de radiation F o €st donnée par la relation suivante :

F = ¢ ]Dprlj

pr .
Nmilieu

Cette force est dirigée axialement selon un vecteur unitaire # donnant le sens de

propagation de la lumicre. Elle dépend de la puissance diffusée par la sphere E , donnée par la

relation suivante :

ok’

~112
Pr = d,Oﬁ
! 1272’8071 2milieu ||p||
= 128725 (m’1), .
Fyr = 2 Nmilieu 2 lu
R/ m“+2

k est le nombre d’onde et @ la pulsation.

. . NS N
La puissance P, est donc proportionnelle a p~, d’ou:

FprocE o]

1

La pression de radiation dépend donc linéairement de I'intensité lumineuse et varie en 7.

Pour faire léviter une particule il faut donc lutter contre la pression de radiation et contre
le poids apparent de la particule. Cette force de pression de radiation dirigée selon Iaxe optique

va entrer en compétition avec la partie axiale des forces de gradient. On peut alors séparer la

force de gradient Fgen ses deux composantes: radiale et axiale, dont nous comparerons la

derniere avec la force de pression de radiation [Lebedev, 1901]. Cest la qu’apparait 'importance
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de Pouverture numérique de I'objectif. Typiquement, pour créer un piege stable il faut que la
force de gradient compense la force de pression de radiation (diffusion Rayleigh). Or la force de
gradient Fe dépend de la focalisation du faisceau et donc de I'ouverture numérique de I'objectif.
Cecti signifie que le gradient d’intensité suivant I’axe z du faisceau doit étre important. Il faut donc
diminuer la largeur du faisceau au point de focalisation, d’ou l'utilisation d’un objectif a grande

ouverture numérique. La pression de radiation, dépend linéairement de l'intensité lumineuse et
varie en %.Pour limiter son effet, il est donc nécessaire d’utiliser un laser de grande longueur
d’onde (proche infrarouge). Ainsi, la force de gradient suivant z peut compenser la force due a la

pression de radiation en utilisant un objectif d’ouverture numérique assez grande (ON>1)et un

laser de grande longueur d’onde.
b) Description d’optique géométrique, régime de Mie
(2r>>]) et cas intermédiaire

Dans le régime de Mie, le phénomene de piégeage peut étre expliqué simplement a 'aide
de loptique géométrique [figure 2.3]. En effet, dans ce cas la taille de la particule est grande

devant la longueur d’onde, les effets de la diffraction ne sont donc pas applicables a cette échelle.

On peut interpréter les mémes forces Fg et Fpr en considérant le faisceau comme une somme
de 7 rayons, dont chacun transporte un moment lumineux qu’il va transférer a la sphere. Chaque

rayon / transporte une impulsion p,dont I'expression est :
pi=nhk
ou ni est le nombre de photons dans le rayon 7 sur un intervalle de temps dt,

h est la constante de Planck et k est le vecteur d’onde
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o™

\

Figure 2.3 : Schéma de Pinteraction d’un faisceau lumineux i avec une spheére de verre.

Lorsque le rayon traverse la sphere, il change de direction. Son moment initial P ; change
apres réfraction et devient Pr. Le théoreme de conservation de la quantité de mouvement
implique cependant la conservation du moment total du systeme. Lors de la réfraction le faisceau

lumineux a donc transféré un moment P ala sphere :
P =—-AP ou AP =P—-P

On peut ainsi calculer la force totale exercée par un faisceau incident en sommant les

contributions dues aux réflexions et réfractions successives sur la particule diélectrique.

Voyons a présent de fagon qualitative ce qui se passe lorsque la particule est sur I'axe du

laser et lorsqu’elle est décalée, en considérant les trajets de deux faisceaux différents.

Dans le cas centré, c’est a dire le cas ou les deux rayons sont symétriques par rapport a
'axe, les composantes radiales des deux moments initiaux se compensent et le piége est stable
dans cette direction. Cependant I'impulsion due a la pression de radiation le décale 1égérement

vers le bas.

En revanche, si la sphére est décalée par rapport a I'axe, le rayon le plus intense transmet
un moment plus grand a la sphere. Ce moment tend alors a ramener la sphere vers I'axe, ou

intensité est maximale et ou le piege est stable.
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Un résumé de cette explication est présenté sur le schéma suivant [figure 2.4].

{ transparent
pm-sized
sphere

Figure 2.4 : Schéma des résultantes des forces radiatives
1) force de pression de radiation 2) force de gradient radiale
3) Force de gradient axial.

II existe également un cas intermédiaire ou la taille de la bille est de I'ordre de grandeur de

la longueur d’onde du faisceau incident (ou encore de la taille du piege), c’est a dire une particule
de taille 7 ® @ (. Dans le cas des expériences de biophysique effectuées par pinces optiques, les

lasers utilisés ont des longueurs d’ondes avoisinant le proche infrarouge et les objets piégés sont

des spheres diélectriques de silice ou de latex de taille micrométrique. Nous nous trouvons donc

dans le régime de Mie intermédiaire (d ~A). La force de gradient s’exprime dans ce cas de la

maniére suivante :
F= A(ﬂ milien — 7 kl

Dans cette expression le facteur A (dépendant entre autre de facteurs géométriques liés a
l'objet piégé) est non calculable analytiquement. Pour pouvoir effectuer des mesures quantitatives

il sera alors nécessaire de procéder a des étalonnages de forces.
2. Conditions de piégeage optimales

Afin de résumer les notions précédentes et pour obtenir un piégeage optimal avec les pinces

optiques, il est judicieux de retenir les informations suivantes.
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- Tout d’abord, il est nécessaire d’avoir une intensité de laser maximale afin
d’avoir une force la plus grande possible. Il peut étre trés intéressant d’avoir un
laser a intensité réglable de maniere a explorer la plus grande gamme de forces

possible.

- Tout objet diélectrique, répondant aux criteres de tailles expliqués
précédemment, d’indice supérieur a celui du milieu est piégeable. Il est
cependant important de choisir des matériaux non ou peu absorbants en raison
de problemes éventuels d’échauffement liés a la concentration d’un grand
nombre de photons sur un faible volume. On choisit alors couramment des
spheres microniques de silice ou de latex (n =1.5, et n =1.6) que I'on utilise

comme poignées pour appliquer les forces sur des objets.

- De plus, pour lutter contre les effets de la diffusion Rayleigh, l'utilisation d’un

objectif de grande ouverture numérique (>1.25) est indispensable.

- Enfin, la taille des objets piégés doit étre voisine de celle de la longueur d’onde

d’émission du laser créant le champ électrique.

3. Echauffement local et choix de Ia longueur

d’onde.

Une des difficultés rencontrées lors de I'utilisation de pinces optiques en biologie est la
question de Déchauffement local. Il est couramment pratiqué un greffage de molécules
fonctionnelles aux microbilles afin d’étudier de maniere quantitative une interaction spécifique
entre deux partenaires biologiques [Lambert & coll., 2000]. Or, I’échauffement peut dénaturer
les protéines ou autres ligands greffés aux billes qui deviennent ainsi infonctionnelles ou encore
tout simplement élever la température du milieu dans lequel sont effectuées les expériences. La
puissance nécessaire a la réalisation d’un piege et le faible volume de focalisation du faisceau sont
des facteurs déterminants dans I'estimation de cette élévation de température locale. Des mesures
ont été effectuées selon différentes techniques afin de mesurer les variations locales de
température autour de lobjet piégé. La modification du spectre de fluorescence de cellules
marquées en réponse a une irradiation continue en proche infrarouge ou encore la modification

du spectre du mouvement brownien d’une bille piégée ont mené a une estimation d’échauffement
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de 0.5 2 1.45K/100 mW de puissance laser. Un résultat type de mesure de spectres d’absorption

est présentée ci-dessous.
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Figure 2.5 : Spectres d’absorption de différentes solutions (hémoglobine a la concentration
physiologique, eau) en fonction de la longueur d’onde d’émission d’un laser.
On remarque que le proche infra-rouge est un bon compromis pour minimiser
Pabsorption par le milieu biologique et Peau [Svoboda & coll., 1994]

On peut cependant estimer par un rapide calcul, 'échauffement autour du point focal

d’un laser dans P'eau, grace a I’équation de diffusion de la chaleur :

2 or _
KV T + C a5 terme de source locale

Cette équation devient en régime permanent, pour une géométrie confinée [figure 2.6]
(taille D) et pour une source de lumicre, irradiant dans une géométrie d’angle solide de 2w

radians :

aP

KV °T = .
2 r

Ou P : puissance totale

K : conductivité thermique du milieu
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o : coefficient d’absorption du milieu

K=0.6Wm1K-1;0=14m1 pour'eau a 1064 nm

I 1

Figure 2.6 : Schéma d’une source de lumiére irradiant
dans une géométrie confinée d’angle solide 27 radians

En intégrant cette équation pour un objet irradiant de taille minimale de l'ordre de

A

r = =%~ on obtient la relation suivante :

27

T() - Tteo) = 25 1n($)

AT _TA-T(®) _ g 1n(2”D)
P P 2 K\ A

soit

On peut faire Papplication numérique dans I’eau, pour une géométrie de taille D= 10um avec un

laser émettant 2 1064 nm :

A_PT ~ 1.4K/100 mW

Il sera donc nécessaire au regard de 'estimation d’élévation de température de travailler

pour nos expériences de pinces optiques dans un milieu pour lequel a est le plus petit possible et

K le plus grand possible.
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C. Dispositif expérimental et outils biologiques

Dans un premier temps, nous allons décrire le dispositif expérimental [figure 2.7] et,

dans un deuxieme temps, les outils biologiques mis en place pour effectuer nos expériences.

Les pinces optiques sont construites autour d’un microscope Leica inversé. La plateforme
eut étre divisée en deux parties: les éléments réalisant le piege et la partie
g

acquisition/visualisation.

1. Schéma du montage

. . . thermdisation T=37°C
Dispositif expérimental

Miroirs
gawanomeéiriques

™
I

Objectif 4 position du
immersion picge
x100, NA1.25
Miroir dichroique
P ; \I Y Miroir
-: dic hroique
MS
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Nd=YAG laser
1064 nm
600 mW

1 mW

I
I
!
He-Me laser :
|
|

f
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— Generateur de train dondes

Figure 2.7 : Pinces optiques : dispositif expérimental.

Un miroir (M;) permet de superposer les deux faisceaux lasers (le laser de piégeage,
infrarouge et le laser visible, d’alignement), qui sont ensuite guidés vers le microscope par les
miroirs M, et M; suivants. La premicre lentille convergente, I;, de focale 250 mm, permet de
limiter la divergence du faisceau. Les deux autres, L, et L;, de focales respectives 200 et 500 mm,
sont placées de facon a ajuster le diametre du faisceau a celui de la pupille d’entrée de 'objectif, et

a réaliser 'image des miroirs galvanométriques (systeme de déflexion du faisceau) sur cette pupille
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d’entrée. Ainsi, quand on bouge les miroirs galvanométriques, la tache laser image sur la pupille
ne sort pas de 'entrée de 'objectif. On peut également observer sur ce schéma la présence d’une
cale piézoélectrique permettant de déplacer de manicre controlée la position de la chambre
expérimentale. Enfin, le syst¢tme d’acquisition de données est un ordinateur équipé de cartes
d’acquisitions vidéo et électronique. Nous commentons les roles et choix de ces différents

élements dans le paragraphe suivant.
2. Description des différents éléments

a) Les éléments de piégeage

Les lasers

Pour le piégeage, on utilise un laser infrarouge continu Nd :YAG ( mod¢le R2-E-106C,
Spectra Physics). Ce laser a une longueur d’onde d’émission de 1064 nm, il émet un faisceau a
profil radial gaussien dans le mode fondamental TEM,,,. Sa puissance en émission est ajustable de
50 2 621 mW et la divergence du faisceau est estimée a A@ ~2.10” rad. Rappelons qu’un des
intéréts de l'utilisation d’un laser infrarouge vient du fait que les matériaux biologiques ont en
général une faible absorption dans le proche infrarouge, I’échauffement est donc minimisé. Dans
sa présentation, il s’agit d’un laser a deux étages. Des diodes lasers font office de pompe (1%
étage) puis une fibre optique guide la lumiere pour exciter le cristal Nd :YAG (neodymium —
yttrium aluminum garnet) qui réémet par inversion de population des photons a 1064 nm. La
puissance de pompe varie entre 0 et 2 watts. Le choix du laser prend en compte sa puissance et
les qualités du faisceau. La puissance du laser nous permet d’obtenir des forces (¢ étalonnage des

forces) allant jusqu'a plusieurs centaines de piconewtons.

On utilise également un laser rouge Hélium-Néon. Le faisceau du laser de piégeage

,s . , . . .
n’étant pas visible, afin d’effectuer les alignements on superpose optiquement au laser infrarouge
le faisceau rouge de manicre a effectuer les réglages optiques et a pouvoir visualiser la position
«virtuelle » du piége a I’écran de controle. Ce laser délivre une puissance d’environ 1 mW de
maniere a ne pas interagir avec le matériel biologique et il est éteint au cours des expériences pour

ne pas parasiter 'acquisition vidéo.

b) Le systéme de déflexion du faisceau

On utilise des microbilles comme poignées a I'aide des pinces optiques, pour exercer une

force il est cependant nécessaire de déplacer le piege, donc la position du faisceau. Il existe
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différents moyens de controler la position du faisceau laser et donc la position du piege. Dans le
cas de manipulations nécessitant des pieges multiples, on utilise un seul laser, dont le point de
focalisation doit changer de position assez rapidement pour créer plusieurs pieges. Pour cela on
utilise couramment des modulateurs acousto-optiques en raison de leur efficacité en fréquence.
Néanmoins ce type de déflecteurs entraine une perte non négligeable de puissance. I.’équipe a
donc opté pour Tutilisation de miroirs galvanométriques (modele 6800 HP, Cambridge
Technology). Les deux miroirs, d’axes perpendiculaires 'un de Pautre, permettent de controler la
position du faisceau dans le plan xy de focalisation jusqu’a des fréquences de l'ordre de la
centaine de hertzs. Ils sont montés sur des moteurs dont la tension est réglée par deux
générateurs indépendants. L’utilisation d’un piége unique ne nécessite pas d’exigence particuliere
en matiere de fréquence. Ce montage nous permet de conserver le maximum de puissance, et

donc le maximum de force pour nos expériences.

c) Déplacement mécanique : Ia plate-forme

piézoélectrique
Pour exercer une force, on peut également choisir de laisser le piege fixe et déplacer
I'objet étudié. Cela peut étre réalisé en utilisant une cale piézoélectrique fixée sur la platine du
microscope [Gittes & coll., 1998]. Une cale piézoélectrique (E622-LR, Physik Instrumente),
permettant des déplacements sub-micrométriques controlés en amplitude et en fréquence, a été

fixée sur la platine du microscope et permet de recevoir un porte échantillon.

Figure 2.8 : Cale piézoélectrique fixée sur la platine du microscope inversé
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d) Les éléments du trajet optique

Lutilisation du miroir dichroique M1 (dit miroirs « chaud ») permet la superposition des
deux faisceaux lasers. Ce type de miroir laisse passer la lumicre du spectre visible mais réfléchit
Pinfrarouge. Ainsi le miroir M1 permet la superposition du laser d’alignement et de celui de
piégeage. Les miroirs M2 et M3 dévient les deux faisceaux alors que le dichroique d’entrée du
microscope M4 réfléchit la totalité de I'infrarouge mais permet la transmission totale du faisceau

visible d'éclairage vers les oculaires ou la caméra.

La lentille L1, convergente de focale +250 mm, réduit la divergence du faisceau. Le
télescope constitué des deux lentille L, et L, (convergentes de focales respectives £ = +200 mm
et f = 500 mm) a deux réles. Il permet premierement, d’ajuster le diameétre du faisceau a la pupille
d’entrée du microscope, ce qui nous fait profiter au maximum de l'ouverture numérique de
Iobjectif. Ainsi, on maximise le gradient d’intensit¢ lors de la focalisation du faisceau.
Deuxiemement, ce télescope sert a conjuguer I'image des miroirs galvanométriques avec la pupille
d’entrée de 'objectif, pour que le faisceau pivote autour de ce point (et donc continue a entrer

dans I'objectif lorsque 'on tourne les miroirs galvanométriques).

Enfin, un objectif a immersion est utilisé pour le piégeage et 'observation. Celui-ci a une
ouverture numérique de 1.25 et un grossissement de x100. L’échantillon est observé directement
en fond clair. Le nom d’objectif a immersion vient du fait que 'on utilise une huile adaptatrice
(Cargille Laboratories, INC) d’indice optique n = 1.5 afin de supprimer les effets réfractant des

interfaces verre-air entre objectif et lamelle.

e) L’interface acquisition/visualisation

Les expériences peuvent étre suivies par différents systemes vidéo. Une caméra vidéo ou une
caméra numérique CCD ultra-rapide est montée sur le microscope pour les expériences de
microrhéologie cellulaire. Nous avons développé une interface de programmation des pinces a
'aide du logiciel Labview. Ce programme nous permet de fagcon controlée, en amplitude et en
fréquence, de déplacer la cale piézoélectrique. En effet, il est possible selon le type d’expérience
choisie (étalonnage, microrhéologie en régime quasi-statique ou dynamique) d’engendrer via la
carte de génération de signaux n’importe quel type de déplacement. Pour les expériences en
régime quasi-statique, une rampe basse fréquence sera envoyée. Dans le cadre des manipulations
dynamiques, une succession de trains d’ondes a différentes fréquences est réalisable. Il est a noter
que cette séquence de signaux est envoyée en parallele et de fagon synchronisée avec une

séquence de signaux TTL commandant la prise d’images sur la caméra ultra-rapide. Les
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enregistrements sont faits sur support numérique et les images sont traitées ultérieurement grace

a un logiciel de traitement d’image, Imaq Vision Builder (National Instrument).

1) La thermalisation

Les expériences étant effectuées sur du matériel biologique, nous avons décidé de réaliser
les mesures dans une enceinte controlée en température [figure 2.9]. Une boite de thermalisation

est fixée au microscope afin de pouvoir thermaliser les différents éléments du montage (objectif,

microscope), les cellules et tout le matériel de biologie cellulaire associé (http://www.lis.ch). Cette

régulation en température se fait sans controle d’atmosphere mais est ajustée a une température

de 37.0 £ 0.1°C.

Figure 2.9 : Pinces optiques : dispositif expérimental.

78



Chapitre 2 Principe et mise en oeuvre des pinces optiques

79



Chapitre 2 Principe et mise en oeuvre des pinces optiques

D. Méthode de calibration de raideur de la

pince optique.

a) Principe de P’étalonnage sur une bille de taille calibrée

Il s’agit de déterminer la force de piégeage en fonction de la position de la bille par
rapport au picge [Henon & coll., 1999][Simmons & coll., 1996]. Le picge est un puits de
potentiel créé lors de la focalisation, dans lequel une bille vient se piéger. Réaliser un étalonnage
des forces revient a déterminer la forme de ce puits de potentiel. La force exercée par le piege sur
la bille dépend de la distance 7 entre le centre de celle-ci et le centre du piege. On peut considérer

dans une bonne approximation que le potentiel (U(r)) est un potentiel quadratique au voisinage
1
du centre de la pince [figure 2.10], donc de la forme U(r) = Ekrz ou k est la raideur de la pince.

La pince exerce alors sur la bille une force de rappel :

F(r)=-V U(F) = —kF

Energie de piégeage U(r)
A

max

F=-dU/dr

Figure 2. 10 : Energie de piégeage en fonction de la position radiale de la bille.

b) Mesure de Ia raideur du piége

On prépare une suspension de billes de silice (Bangs Laboratories Inc., IN USA) de 3,47 pm
de diametre a 0.025% en volume que l'on injecte dans une chambre d’observation. Celle-ci se
compose d’une lame et d’une lamelle dont la distance de séparation est fixée par un film plastique

d’une épaisseur calibrée de 50 um.
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Figure 2.11 Cuve expérimentale

Pour Iétalonnage, on monte la cuve expérimentale sur une cale piézoélectrique. On picge
alors une bille dans la pince optique et on déplace la cuve par rapport au piége a une vitesse
donnée. On applique au cristal piézoélectrique un signal triangulaire d’amplitude fixée
arbitrairement a 0.6 Vi, (excursion #10um) et de fréquence variant entre 10 et 100 Hz 2z notre
interface Labview. La bille se déplace dans le champ d’observation, en adoptant alternativement
deux positions d’équilibre (séparées d’une distance 2DX) en fonction du sens de déplacement de
la chambre d’observation, tout en étant retenue par le piege. On mesure alors par traitement

d’image la demi-excursion que 'on notera DX.

A chaque instant, la bille est soumise a deux forces : la force de la pince (F, et a la force de

ince )
frottement visqueux. I.’équilibre entre ces deux forces décale la bille d’une distance DX du centre
du piege [figure 2.12]. Le nombre de Reynolds étant petit devant 1, inertie est négligeable et la
force de frottement visqueux est donnée par la formule de Stokes (sphere soumise a ’écoulement

d’un fluide visqueux) :
Ii = —6anRV
Ou:  m estlaviscosité de 'eau pure prise a 25°C (n = 0,9 mPa.s)
R est le rayon de la bille (R = 1,735 um)
V sa vitesse
La vitesse constante de la bille par rapport au fluide est :
V=4x, f

Ou:  x,estamplitude du mouvement
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fla fréquence des oscillations.

A tout moment la force de piégeage est égale a la force de Stokes. Lorsque la bille

échappe du piege, la force maximale est donnée par :
Frw=0TM RV,

Nous avons mesuré comment la force de piégeage varie en fonction de la position relative

de la bille par rapport au picge.

On a donc: FS =6 7Z77R Vzﬁpince(DAX)

-
\4

—_—————

—_—————>
-
hydro

— F

—_————

—_—————

écoulement

Figure 2.12 : Schéma du principe d’étalonnage
Force de Stokes prés d’une paroi plane :

Dans la pratique nous faisons osciller la bille 2 une hauteur d’environ 5 pm (au dessus de la
lamelle), a cette distance il est nécessaire d’effectuer une correction sur la force de Stokes
L’expression de la force de Stokes que nous avons donnée précédemment n’est valable que dans
le cas d’un fluide infini. Aux distances bille/paroi auxquelles nous travaillons, il est nécessaire
pour une plus grande précision d’y inclure un facteur correctift [Happel & coll.,
1981] [figure.2.13], venant de la condition de non-glissement du fluide aux parois. On ne tiendra

compte ici de l'influence que d’une seule paroi amenant a la relation suivante :

F; = —62nRVp
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Pour chaque vitesse appliquée, nous mesurons la distance DX du centre de la bille au centre
du piege et la force de piégeage correspondante est calculée a partir de la force de Stokes corrigée.

Chaque courbe étalon est alors ajustée par un polynéme d’ordre 3 de la forme :

F=m1DX+m2DX *+m3DX "’
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On obtient le type de courbes d’étalonnage suivantes [figure 2.14], mesurées en appliquant

un signal triangulaire au cristal piézoélectrique et cela pour différentes puissances d’émission du

laser.

150
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Figure 2.14 : Courbes d’étalonnage des forces de piégeage : force de piégeage
en fonction de la distance DX du centre de la bille au centre du piége.
Mesures effectuées a différentes puissances d’émission 189, 384, 621 mW pour des billes de 3,47 ym de
diamétre a une distance de 30 pm de la lamelle.

L’ajustement polynomial nous donne, pour une puissance d’émission de 621 mW, une
force maximale atteinte de 'ordre de 150 pN pour une excursion de bille légerement supérieure
au micron. En premiére approximation, la force appliquée par la pince est proportionnelle a la

puissance du laser, comme prévu par la théorie.
Influence des dioptres : Astigmatisme

Pour évaluer linfluence du probléeme de stigmatisme, dG a l'interface verre-eau, au
voisinage de la lamelle (qui n’est pas un dioptre parfaitement stigmatique puisqu’il est plan) nous

avons procédé a une série d’étalonnages a différentes profondeurs (distance picge-lamelle).
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Pour mesurer la distance entre la bille et le fond de la chambre expérimentale, on peut
piéger une bille sur le fond de la microcuve. Une fois celui-ci atteint la bille va se défocaliser a son
contact. C’est a partir de cette reférence que l'on peut estimer la hauteur a laquelle on place
ensuite la bille au moyen de la vis micrométrique réglant le déplacement en z de I'objectif. On

peut mesurer celui ci avec une précision de 'ordre du micrometre.

La figure suivante [figure 2.15] représente la variation de la force de piégeage en fonction
de la distance x du centre de la bille au centre du piege pour différentes positions de la bille selon

Iaxe z :

160
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Figure 2.15: Courbes étalons des forces de piégeage en fonction de la distance DX du centre de la bille au
centre du piege. Mesures effectuées a différentes profondeurs : 30(carré), 50 (rond) et 80um (croix). Billes
de 3,47 pm de diamétre, puissance d'émission de 621W, signal triangulaire.

Nous n’avons donc pas constaté d’influence notable de la profondeur (distance
bille/lamelle) pour nos mesures. Le facteur correctif dans 'expression de la force de Stokes

semble étre suffisant pour une connaissance précise de la force appliquée.

Nous avons ensuite effectué des calculs de force/puissance en fonction de DX sur ces
courbes afin de déterminer une courbe maitresse [figure 2.16], nous donnant la relation

force/distance bille-piege pour une profondeur de bille de 5 um et différentes puissances
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d’émission. Cette distance de 5 um a été choisie car c’est la distance moyenne qui sépare la

lamelle inférieure des cellules, sur lesquelles sont collées les billes de la lamelle.
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Figure 2.16 : Courbe étalon théorique obtenue aprés ajustement par un polynéme d’ordre 3, représentant la
variation de la force de piégeage en fonction de Pécart bille-pi¢ge pour une profondeur de 5 pm

Nous avons estimé la précision sur l'intensité de la force de ordre de 5%. Les sources
d’incertitude sont d’origine différentes. Une premicre dispersion vient du calibrage du diametre
des billes qui est de £ 0,1 pm. Une deuxi¢me source d’erreur peut provenir d’un mauvais
alignement des lasers, ou de la présence de poussicre ou de tout dépot absorbant sur les optiques.
Il y a également une sensibilité a la température (via la viscosité). Il est donc nécessaire au début
de chaque expérience de réaliser un test de force en vérifiant quelques point de la courbe
d’étalonnage et de s’assurer du bon alignement des optiques. Nous avons également mesuré des

courbes d’étalonnage pour différents rayons de billes R=1.75 et R=2.5um.
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E. Conclusion

Nous avons décrit dans ce chapitre le principe des pinces optiques, et la méthode utilisée
pour mesurer I'intensité de la force exercée par un piege sur une bille. La gamme de force que
nous pouvons balayer avec notre systeme s’étend de 0,1 a 240 pN pour un piege unique créé par
un laser de puissance 621 mW. Nous avons également montré que la pince optique est un outil
qui de part la taille de P'objet piégé, le choix de la longueur d’onde du laser et la gamme de force
appliquée est tout a fait adapté a la manipulation d’objet biologiques. De plus, la possibilité de
traiter spécifiquement les microbilles avec des anticorps donne toute sa versatilité au systeme.
Cette méthode, moyennant quelques précautions, est donc peu « invasive ». Les forces appliquées
sont parfaitement déterminées apres un étalonnage et sont reproductibles. L’incertitude sur la

force est faible (de 'ordre de quelques pour-cent), et permet donc une étude quantitative précise.
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ITI. Modules viscoélastiques du

cytosquelette d’actine cellulaire

A. Introduction

Nous présentons ici des mesures des modules viscoélastiques du cytosquelette d’actine
réalisées pour la premiere fois par pinces optiques. Une bille de silice collée de fagon spécifique a
la membrane de cellules en culture (fibroblastes, myoblastes, cellules épithéliales alvéolaires) sert

de poignée pour les déformer.

Il y a deux axes de travail expérimental dans ce chapitre. D’abord, en situation quasi-
statique, nous mesurons simultanément la force appliquée et la déformation résultante dont nous
déduisons le module d’Young (module élastique) a fréquence nulle, en prenant en compte le
degré d’enfoncement de la bille dans le milieu cellulaire. La dispersion de ces modules élastiques
et la statistique des mesures de temps de relaxation que nous avons effectuée montre qu’il
n’existe pas un temps de relaxation unique et donc que le milieu ne peut pas étre décrit par un
simple modéle viscoélastique de Maxwell. Nous avons ensuite effectué, et c’est le deuxieme axe
de ce chapitre, une étude en régime dynamique, durant laquelle nous décrivons et analysons les
mesures du module élastique G’ et du module de perte cellulaire G” en fonction de la fréquence

f.

La premicre partie de ce chapitre expose en parallele les protocoles de mesures utilisés
pour les deux axes définis. La deuxieme partie présente les outils théoriques choisis, dans le cas
statique et leur extension au régime dynamique, pour la modélisation du cytosquelette cellulaire.
Les résultats sont présentés et discutés dans la dernicre partie. Ce travail a fait Pobjet de deux
publications ou sont présentées, pour I'étude en régime quasi-statique, une comparaison des
résultats obtenus avec les pinces optiques et avec la technique de magnétocytométrie pour la
premicere; et Uinfluence de facteurs protéiques sur la dynamique du cytosquelette cellulaire pour la

seconde. Ces deux publications sont annexées a la fin du manuscrit.
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B. Protocoles expérimentaux et méthodes

d’analyse

1. Préparation du matériel biologique

a) Culture cellulaire

Des cellules épithéliales alvéolaires humaines (lignée A549 provenant de ’American Type
Culture Collection, Rockville, MD) sont cultivées dans des flasques stériles. Le milieu utilisé pour
la culture est du DMEM auquel on ajoute 10% de sérum de veau fcetal, des antibiotiques et de la
glutamine. Les cellules sont incubées a 37°C dans une atmosphere de 95% d’air et 5% de CO,.
Lorsque les cellules deviennent confluentes, elles sont décrochées a l'aide d’une enzyme, la
trypsine EDTA, qui coupe leurs protéines d’adhésion, puis diluées et ensemencées dans de
nouvelles boites. Exactement 24 heures avant expérimentation, les cellules sont décrochées des
boites de culture et ensemencées sur des lamelles de verre. Une dilution d’environ 40 ul (fonction
de la densité cellulaire avant passage) de cellules confluentes dans 5ml de milieu mis en culture
pendant 24 heures nous permet d’obtenir des lamelles sur lesquelles les cellules sont parfaitement
isolées les unes des autres. Ceci nous permet donc d’effectuer des expériences sur cellules

uniques.

b) Préparation des lamelles

Des lamelles de verre de dimension 22x22 mm sont utilisées pour cultiver les cellules et créer
la chambre expérimentale. Les lamelles sont lavées a ’éthanol 70%, puis traitées avec 5pg/ml de
fibronectine pendant trois heures a température ambiante. La fibronectine est une protéine
d’ancrage des cellules a la matrice extra-cellulaire, elle constitue donc une structure propice a

Padhésion des cellules.

c) Revétement des billes par un ligand spécifique des
récepteurs intégrines

Notre étude porte sur les propriétés mécaniques du cytosquelette d’actine. Afin de sonder
celles-ci il est nécessaire d’utiliser une sonde permettant de déformer de manicre spécifique le

réseau actinique a travers la membrane plasmique [Ingber, 2003]. Or, les filaments contractiles
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d’actine s’attachent a des complexes protéiques particuliers de la membrane plasmique, sur

lesquels il est donc nécessaire de s’accrocher pour déformer le réseau.

Dans les cellules autres que les myocytes, la particularité d’un faisceau contractile est qu’il est
focalisé vers le point de contact de la cellule avec son support (plaque d’adhérence ou contact
focal) ou avec une autre cellule (jonction adhérente). La structure de ce point d’attache est
complexe et fait 'objet de nombreuses études. On a déja dénombré plus de 20 especes protéiques
dans la plaque d’adhérence ; on en identifiera probablement autant dans la jonction adhérente.
Malgré leur complexité, on distingue trois parties dans ce point d’attache : des protéines trans-
membranaires qui unissent la cellule a la matrice extra-cellulaire ou a une cellule voisine, des
adaptateurs protéiques qui unissent ces protéines membranaires intrinseéques au faisceau

contractile d’actine et le faisceau lui méme.

L’extrémité des fibres tractiles s’attache aux plaques d’adhérence, sites spécialisés qui
arriment la face ventrale des cellules (face basale) a la matrice extra-cellulaire. A la plaque
d’adhérence sont confinées les intégrines, ce sont les protéines trans-membranaires qui se fixent

aux molécules de fibronectine de la matrice extra-cellulaire [figure 1.8].

Les microbilles utilisées dans cette étude sont des billes de silice de 3.47 ou 5 pum de
diametre (Bangs Laboratories) présentant un groupement carboxyl COOH a leur surface. Elles
sont incubées a température ambiante pendant deux heures, sous agitation douce, en présence
d’un peptide RGD (Telios pharmaceuticals, San Diego, CA), spécifique d’un des récepteur des
intégrines (2 mg de billes / 0,2 mg de protéines / ml) dans un tampon phosphate 2 100 mM et a
pH 5, contenant de TEDAC (1-Ethyl-3-(3-dimehylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride) a 1
mg/ml. Apres plusieurs lavages dans du PBS (Phosphate Buffered Saline) pour éliminer 'exces
de ligand, les billes sont remises en suspension (concentration de 1,5 mg/ml) dans du PBS

contenant 1% de BSA (Bovine Serum Albumin) puis conservées a 4°C.

d) Fixation des billes sur les cellules

Les billes sont remises en suspension dans du milieu de culture contenant 1% de BSA a
une concentration de 0,3 mg de billes/ml. Les cellules sont ensuite incubées en présence des
microbilles pendant 30 minutes a 37°C. Plusieurs lavages de la préparation a I'aide de milieu de

culture contenant 1% de BSA permettent, enfin, d’éliminer les billes non fixées.

Nous avons ensuite, en partenariat avec le laboratoire de Daniel Isabey (Inserm U492),

effectué des mesures d’adhésion au microscope confocal afin de vérifier la spécificité de 'ancrage
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de nos microbilles. Contrairement a la microscopie de fluorescence classique, la microscopie
confocale ne récolte que la fluorescence des molécules du seul plan focal et fournit ainsi une
image bien plus résolue. L.a projection confocale d’images est obtenue par un fin rayon laser
focalisé qui, instantanément, balaie chacun des points du plan focal. L'image de ces points est
enregistrée par un ordinateur et 'image finale recomposée vient de la superposition des coupes a
différentes hauteurs (ici des coupes de 0,3 um) dans I’échantillon. La profondeur des coupes est

donnée par un code de couleurs annexé a 'image finale [figure 3.1].

Pour cela nous avons préparé des lamelles ou les cellules ont été cultivées dans les mémes
conditions que les conditions expérimentales. Ensuite il a été nécessaire de procéder a une

coloration de la F-actine a la rhodamine-phalloidine afin de visualiser le cytosquelette d’actine.

Figure 3.1: Image en microscopie confocale de cellules épithéliales alvéolaires, lignée A549
mise en culture avec des microbilles traitées avec un ligand de surface RGD

La figure ci-dessus confirme la spécificité de 'ancrage des billes a I’actine cellulaire. En
effet, on peut noter sur ces images une densité d’actine importante autour des microbilles (point
rouge) traitées RGD, il y a donc eu recrutement d’actine autour de celles-ci. Des reconstructions

tridimensionnelles de ces images issues de la microscopie confocale ont appuyé cet argument

[Laurent & coll., 2002].

93



Chapitre 3 Modules viscoélastiques du cytosquelette d’actine cellulaire

2. Protocoles de mesures

Toute manipulation commence par la mise sous tension des alimentations lasers
permettant la stabilisation en température des diodes, évitant ainsi la dérive des faisceaux. On
procede ensuite aux alighements optiques. Une fois les réglages terminés, on vérifie quelques

points de la courbe d’étalonnage de force validant ainsi les différents réglages optiques.

Une lamelle est préparée suivant le protocole décrit précédemment. Une fois la lamelle
contenant les cellules a tester préparée avec les microbilles de silice fixées spécifiquement aux
complexes intégrines, celle-ci est montée sur une cuve expérimentale [figure 2.11] dans laquelle
on injecte environ 50 ul de milieu de culture. La chambre expérimentale est ensuite placée sur la
cale piézoeléctrique, elle méme fixée sur la platine du microscope a lintérieur de lenceinte
thermalisée. On cherche ensuite une cellule isolée ayant une bille fixée a une hauteur d’environ 5
pm au dessus de la lamelle, ce qui correspond a nos étalonnages de force et évite de coller la bille

a la lamelle inférieure.

Nous avons congu un programme de commande de la céramique piézoélectrique. Cet
algorithme génere deux types de signaux sur deux voies synchronisées zia ’horloge de la carte
d’acquisition (carte PCI-MIE 16E-4, National Instruments). Le premier signal, analogique,
consiste en une suite de trains d’ondes sinusoidaux a différentes fréquences. Le deuxiéme signal,
numérique et synchronisé au premier, échantillonne la prise d’images. Pour chaque bille, on
applique une série de 10 trains d’oscillations successives (chacune sur plusieurs périodes) a des
fréquences différentes ( £ = 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 16.66, 41.5, 0.1, 0.05Hz). La fréquence
d’échantillonnage des images est calculée en fonction de la fréquence d'oscillation du

piézoélectrique.

Lutilisateur choisit donc, vz interface Labview, le type de déplacement qu’il va envoyer
a la céramique piézoélectrique : rampe triangulaire basse fréquence, pour les mesures en régime
quasi-statique, ou trains d’ondes sinusoidaux a fréquence et amplitude définie, pour les
expériences en régime dynamique. En effet, le signal analogique envoyé par lordinateur a
'alimentation est défini par une fonction reliant I'intensité (amplitude) au temps, ce qui permet

donc de fixer tout type de signal.
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La mesure peut se décomposer en trois étapes :

1) Dans un premier temps, on centre le piege optique sur une bille fixée sur une
cellule isolée, de sorte que la bille traverse le picge selon son diametre, tangentiellement a la
membrane [figures 3.2, 3.3]. On lance le programme qui déclenche le mouvement de la
chambre expérimentale. La prise de données dure entre quelques secondes et 3 minutes selon le
type de signal généré. Elle doit étre effectuée le plus rapidement possible en raison de
déplacements éventuels de la cellule sur des temps de l'ordre de quelques minutes, introduisant

des dérives dans le point d’équilibre.

[ ] Peptide RGD

Filament d’actine

Picge
optique

Cytoplasme

Figure 3.2 : Schéma de déplacement de la chambre expérimentale, le piége restant fixe

a)

20 pm

Figure 3.3 : cellule pré-musculaire C2 avec une microbille de silice
collée spécifiquement vza les intégrines.
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1i) A la fin de chaque mesure une pile de 1092 images (correspondant a la taille
mémoite de la caméra) est récupérée via une carte d’acquisition vidéo (PCI/PXI 1407, National
Instruments). I’ensemble des images, pour chaque position de bille, est traité par un algorithme
de reconnaissance de forme (Imaq Vision Builder, National Instruments) de fagon a améliorer le
contraste, puis a calculer la position X,;.(t) du centre de la bille, avec une résolution inférieure

au pixel. C’est a dire, en prenant en compte le grossissement obtenu par le microscope, inférieure

a 40 nm. On évalue aussi [figure 3.10] le degré d’enfoncement o de la bille dans la cellule, par

mesure directe sur les images, comme décrit dans ce méme chapitre.

1i1) La troisieme étape consiste a comparer les déplacements respectifs de la bille et du
picge et a en déduire la force appliquée sur la cellule au cours du temps et la déformation de cette

cellule.

L’intérét de ce protocole expérimental est d’appliquer des forces harmoniques dans une

large gamme de fréquences qui peuvent varier entre 0,05Hz et 41,5Hz. Cette gamme de

fréquence recoupe celle choisie par Maksym et collaborateurs (—> 10°Hz) dans son étude menée

par MTC oscillante sur des cultures de cellules musculaires lisses [Maksym & coll., 2000].

3. Modéles mécaniques de déformation cellulaire,

approche analytique

Dans cette partie nous présentons les modéles qui ont permis d’établir une forme
analytique pour la relation contrainte-déformation en tenant compte du degré d'enfoncement de
la bille dans le corps cellulaire. Ces relations permettent de mesurer les coefficients
viscoélastiques a partir des mesures de force et de déplacement de la bille. Les détails du calcul
analytique sont présentés dans larticle annexé a ce manuscrit [Laurent & coll., 2002]. Nous
considérons ici une spheére rigide comme sonde de la viscoélasticité du milieu intracellulaire. Le
volume et le poids des microbilles utilisées sont assez faibles pour que gravité et flottabilité
solent négligées. Le milieu intracellulaire est considéré comme viscoélastique linéaire et
incompressible. Nous présentons sa réponse mécanique comme celle d’un simple modele de
Voigt, ze I'association en parallele d’un élément purement élastique (ressort) et d’'un élément
purement visqueux (amortisseur). Nous examinerons en détail trois configurations géométriques
différentes : a) bille entierement immergée dans un milieu intracellulaire tridimensionnel ; b) bille
immergée dans un milieu intracellulaire semi-infini, limité par un plan ; c) bille est en contact avec

la surface plane du milieu intracellulaire semi-infini, »zz une petite aire circulaire. Dans ce dernier
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cas, le degré d’immersion de la bille dans le milieu cellulaire est mesuré par le demi-angle o

générant le cone délimitant la surface de contact.

Figure 3.4 : Schéma de la bille partiellement immergée dans le milieu cellulaire

On suppose que la bille est soumise a une force F constante, paralléle a la membrane. Le
déplacement x du centre de la bille résulte d'une translation et d'une rotation. En négligeant
l'inertie de la bille, la force F est égale et opposée a la force viscoélastique F, exercée sur la bille

par le milieu. Nous écrivons la relation entre F_ et x de la manicére suivante :

F =F,+F =- BERS + B,uR &x

Dans cette formule F, et F, sont respectivement les contributions élastiques et visqueuses a I, E
est le module d'Young du milieu, p sa viscosité, R représente le rayon de la bille, B, et B, sont des
coefficients numériques sans dimension dépendant du degré d’immersion de la bille dans le

milieu intra-cellulaire.

Lorsqu'on remplace la force constante F par une force sinusoidale F(w) a la pulsation

o, les coefficients E et u doivent dépendre en toute généralités de la pulsation ®. En l'absence
d'une théorie plus complete on supposera que l'on peut généraliser la formule ci dessus en

conservant les mémes expressions pour P, et 3.

F(@)=A8Hw)+ o o)Ré{o)
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Enfin, dans le cas des expériences dites « quasi-statiques », le temps caractéristique de mesure est

de I'ordre de la minute. Ce temps est bien supérieur au temps caractéristique = de I'équation

E

précédente. Dans ces expériences les coefficients mesurés correspondent a la limite basse
tréquence.

Nous détaillons maintenant les résultats pour chaque configuration géométrique étudiées.

a) Cas statique (limite basse fréquence)

Hypothéses

- Le milieu intracellulaire est considéré comme :
homogene viscoélastique linéaire
incompressible : module d’Young E = 3k ou K est le module de cisaillement
Coefficient de Poisson v=20.5
La dissipation est caractérisée par le coefficient p
- Le degré d’attachement de la bille a la cellule est caractérisé par Pangle o [figure 3.4]
- La bille est soumise a une force extérieure exercée en son centre et tangentielle a la membrane

- Le module d'Young de la bille est supposé trés grand devant celui du milieu (bille indéformable)

Conditions aux limites
Tous les points de la surface de la bille subissent le méme déplacement [figure 3.5].
Cependant la solution analytique satisfaisant ces conditions est inconnue, nous allons donc

effectuer les approximations suivantes:

CLLLC I LI et eh CRL Tt Wi
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Figure 3.5 : Schématisation du déplacement de la bille dans le milieu
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- Le volume de la bille de rayon R est remplacée par un volume élastique homogene de méme
nature que le milieu cellulaire [figure 3.6]. On applique la méme force F au centre de ce méme

volume
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Figure 3.6 : Schéma de la bille immergée dans le milieu

- Le déplacement réel de la bille est calculé comme la moyenne des déplacements des points

situés a une distance R du centre d’application de la force (sphére limitant le volume test).

Résultats dans le cas purement élastique (u=0)

Pour les calculs trois cas limites ont été considérés :

a) o = 180° : bille entierement immergée [figure 3.7]
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Figure 3.7 : Cas géométrique a) a=180°
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ou F, est la force élastique exercée par le milieu en réponse a la force appliquée
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b) o= 90° : bille demi-immergée [figure 3.8]

(b)

Figure 3.8 : Cas géométrique b) a=90°
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c) o petit : petite surface de contact [figure 3.9]
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Figure 3.9 : Cas géométrique c) o, petit

Dans cette configuration, lorsque F est appliqué au centre O de la bille, la réaction

élastiques I, du milieu est exercée au niveau de la surface de contact. La condition d’équilibre
impose alors que le milieu exerce également un couple élastique C, sur la bille au voisinage de la

région de contact. Ce couple est donné approximativement par la relation:

C, =—RFcosa.

Le déplacement 8x du centre de la bille prend donc en compte la translation 0x, due a
action de la 