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Résumé 

Parmi les technologies d’analyses d’échantillons biologiques sans marquage préalable, la 

microspectroscopie vibrationnelle est en plein essor. Grâce à la vibration des liaisons entre 

atomes, elle permet de localiser dans la cellule des biomolécules (protéines, acides 

nucléiques, lipides) associées à des organites. Mon étude a consisté à utiliser la 

microspectroscopie CARS (Coherent Anti-Stockes Raman Spectroscopy) pour l’analyse de 

cellules dans la zone CH du spectre Raman, zone fortement résolue (< 1 cm-1) et restreinte 

(2500-3000 cm-1). Les vibrations correspondant aux liaisons CH2 et CH3 sont majoritairement 

associées respectivement aux lipides et aux protéines. À partir de cultures synchrones, j’ai pu 

mettre en évidence des différences permettant de distinguer des cellules en interphase de 

cellules en mitose, et pour cette dernière phase ses cinq sous-phases grâce à l’évolution de 

l’hétérochromatine voire celle du réticulum endoplasmique. J’ai également suivi dans des 

cellules en interphase les changements du métabolisme lipidique dûs à l’activation du 

récepteur TrkB, souvent présent dans les cellules tumorales. Après avoir créé des clones de 

cellules HEK exprimant TrkB, j’ai observé l’apparition de gouttelettes lipidiques dans les 

cellules suite à son activation. Ce même type de gouttelettes est présent dans trois lignées 

cellulaires de trois stades du cancer colorectal, et j’ai établi un lien direct entre l’activation de 

TrkB et la présence de gouttelettes lipidiques. Ainsi, la microspectroscopie CARS permet par 

analyse dans la zone CH de suivre la biogenèse des gouttelettes lipidiques. Cette méthode 

d’analyse pourrait être exploitée pour la recherche sans marquage préalable de cellules 

cancéreuses dans un tissu, faisant de la microspectroscopie CARS un outil de diagnostic  

Mots clés : Microspectroscopie CARS, interphase, mitose, hétérochromatine, récepteur TrkB, 

gouttelettes lipidiques, cancer  
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Abstract 

Vibrational microspectroscopy is a rapidly emerging label-free technique that allows the 

probing of live cell. Thanks to the vibration of the chemical bonds, it makes it possible to locate 

in the cell biomolecules (proteins, nucleic acids, lipids) associated with organelles. My study 

consisted in using Coherent Anti-Storage Raman Spectroscopy (CARS) microspectroscopy in 

the CH zone of the Raman spectrum, a highly resolved (<1 cm-1) and restricted interval (2500-

3000 cm-1). Vibrations corresponding to the CH2 and CH3 chemical groups are mainly 

associated with lipids and proteins, respectively. Using synchronous cultures, I have been able 

to highlight differences between cells in interphase and cells in mitosis and, more interestingly, 

the five sub-phases of mitosis, thanks to the evolutions of heterochromatin and endoplasmic 

reticulum as wel. I also tracked, in cells in interphase, the changes in lipid metabolism following 

activation of the TrkB receptor, often expressed in tumor cells. Specific lipid droplets showed 

up in HEK cell expressing TrkB activated. This same type of droplets has been observed in 

three cell lines derived from three stages of colorectal cancer. I have established a direct link 

between TrkB activation and the presence of these lipid droplets. Thus, CARS 

microspectroscopy makes it possible to follow the biogenesis of lipid droplets by analysis in 

the CH zone. This method could be exploited to find out, without prior labeling, cancer cells in 

a tissue, making CARS microspectroscopy a useful diagnostic tool. 

Keywords: CARS microspectroscopy, interphase, mitosis, heterochromatin, TrkB receptor, 

lipid droplets, cancer 
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Avant-propos 

Mon projet de thèse résulte d’une collaboration entre deux laboratoires : le laboratoire 

PEIRENE (EA 7500), équipe « Glycosylation et différenciation cellulaire » et l’institut Xlim, 

équipe biophotonique (UMR-CNRS 7252). Cette collaboration initiée au cours de mon stage 

de Master 2 a permis d’élaborer le sujet de ce travail de doctorat. L’équipe biophotonique fait 

partie du pôle photonique fibre et sources cohérentes. Ses principaux travaux sont axés sur 

l’optique cohérente, non linéaire, les lasers, les fibres optiques et l’imagerie avancée. Ils ont 

pour objectif de développer de nouveaux outils adaptés à des modèles (cellulaires et 

tissulaires). La première application développée à Xlim concerne la détection par 

microspectroscopie CARS d’ostéoblastes, d’ostéoclastes et de collagène dans un tissu inerte, 

l’os (Capitaine et al., 2018). Cependant, il était primordial de pouvoir analyser des échantillons 

biologiques vivants, permettant d’adapter cette nouvelle technologie pour en faire un système 

de diagnostic robuste et performant. Pour ce faire, l’équipe d’Xlim a souhaité établir une 

collaboration étroite avec des biologistes afin d’avoir accès à des échantillons variés, un 

savoir-faire et leurs compétences en biologie cellulaire pour les interprétations vibrationnelles. 

Le laboratoire PEIRENE, qui est mon laboratoire d’accueil, est une structure de recherche 

pluridisciplinaire regroupant les compétences associées aux domaines de la chimie (organique 

et des substances naturelles), de la biologie (animale et végétale) et de l’environnement (eau 

et sol).  

Notre équipe a ouvert son champ disciplinaire au domaine du diagnostic cancéreux. Ainsi, la 

collaboration entre le laboratoire PEIRENE et l’équipe biophotonique d’Xlim fut des plus 

logiques. C’est grâce à cette collaboration naissante que mon sujet de Master 2 ainsi que mon 

sujet de thèse ont été développés, suite à la mise en place à Xlim de la microspectroscopie 

CARS par Erwan Capitaine. 
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Durant la première moitié de ma thèse, j’ai pris en main l’instrumentation CARS, outil de 

recherche au travers de la mise au point de différentes acquisitions aussi bien en mode 

spectroscopie qu’en microspectroscopie mais également en essayant d’optimiser les 

paramétrages, de comprendre et d’utiliser en autonomie des algorithmes de traitements. En 

parallèle de cet axe de recherche à l’interface de la physique et des mathématiques, j’ai réalisé 

des manipulations de biologie moléculaire et cellulaire au sein de l’équipe « Glycosylation et 

différenciation cellulaire » afin de créer à partir de cellules HEK des clones exprimant le 

récepteur TrkB, connu pour être surexprimé entre autres dans le cancer colorectal. Pour cela, 

j’ai intégré sa séquence codante dans un vecteur pour transfecter de manière stable les 

cellules HEK. J’ai par la suite caractérisé les clones obtenus. 

Au cours de la deuxième moitié de ma thèse, j’ai considéré que la répartition des cellules dans 

les différentes phases du cycle cellulaire générait des fluctuations de signaux. Aussi, j’ai choisi 

de m’orienter vers la « microspectroscopie » ce qui a nécessité une adaptation de l’appareil, 

la détermination des nouveaux paramétrages optimaux d’analyse des cellules, le choix des 

décalages Raman les plus résolus et intéressants d’un point de vue biologique, avant de 

pouvoir réaliser des analyses comparatives de cellules en interphase et dans diverses phases 

de la mitose. Je me suis ensuite attachée à réaliser une étude fine des différentes phases de 

la mitose. Elle s’est concrétisée par une première publication d’application de la 

microspectroscopie CARS qui permet d’identifier, sans ambiguïté, des cellules en interphase 

ou en mitose (Scientific Reports, 2019). Ainsi, j’ai pu par la suite comparer les signaux obtenus 

avec des cellules HEK exprimant le récepteur TrkB, et les cellules HEK « sauvages ». J’ai 

constaté que l’expression et l’activation du récepteur par son ligand le BDNF pouvait induire 

une activation du métabolisme lipidique conduisant à la formation de gouttelettes lipidiques 

observables par microspectroscopie CARS. La même observation a été réalisée avec des 

lignées cellulaires représentant trois stades différents du cancer colorectal. 
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L’ensemble de ces résultats ont permis de mettre en évidence un processus biologique en lien 

avec la transformation cancéreuse : le rôle d’activateur du métabolisme lipidique par le 

récepteur TrkB surexprimé et activé. Ces travaux font l’objet d’un article qui va être soumis à 

Proc.Nat. Acad. Sci. USA. 

Cette collaboration de plus de trois ans n’aurait jamais réussie sans l’investissement du Pr. 

Jean-Michel Petit (EA 7500, équipe Glycosylation et Différenciation Cellulaire), et du Dr. 

Philippe Leproux, (Xlim, équipe biophotonique) me permettant d’acquérir des connaissances 

transversales et un savoir-faire en biologie, en optique et en traitement de données.  
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Chapitre I. Exposé bibliographique 

I. La microscopie 

La microscopie regroupe un ensemble de technologies qui permet l’observation d’éléments 

très petits, allant du tissu aux macromolécules en passant par les cellules voire les organelles. 

La microscopie optique utilise la lumière visible pour visualiser différents éléments dans une 

préparation. Le premier microscope a été réalisé par Hens et Zacharias Hansen en 1590. Il se 

composait de deux lentilles placées dans un tube pour obtenir un grossissement de seulement 

trois à quatre. Ce n’est qu’en 1673, grâce à Antoni van Leeuwenhoek, personnage 

emblématique dans le monde de la microscopie, que la première observation d’organismes 

vivants microscopiques a été effectuée.  A partir de cette date, et après de nombreuses 

évolutions jusqu’à la fin du XIXème siècle ou est apparu le concept de la microscopie moderne 

grâce aux travaux de 4 grandes figures de la microscopie : Carl Zeiss, Ernst Abbe, August 

Kohler et Otto Schott. A cette époque, l’aspect ondulatoire de la lumière est mis en évidence 

et est assimilé à une onde électromagnétique possédant des longueurs d’ondes entre 300 et 

700 nm (Bruch et al., 2015).  

Ce n’est qu’au début du XXème siècle que l’optique est considérée comme un aspect 

calculatoire qui va ouvrir le champ à la microscopie à contraste de phase. Mais la plus grande 

découverte fut réalisée par Einstein, dans les années 1900, mettant en avant que le 

rayonnement lumineux, en plus d’être ondulatoire, est corpusculaire. Ainsi, il est considéré 

comme une « vraie » particule et participe donc à la physique quantique. Il peut interagir avec 

la matière et générer des photons, laissant place à la microscopie de fluorescence (Roussel, 

2006). La suite des avancées de la microscopie n’a pu être possible qu’avec l’invention du 

rayon laser par Townes entre 1950 et 1960, permettant la découverte de la microscopie 

confocale à balayage et la microscopie non linéaire. Cette dernière est principalement connue 

à travers la microscopie biphotonique (conçue la première fois en 1920 par Maria Goeppert-

Mayer) et la génération du second harmonique (Bruch et al., 2015).  
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Tableau 1 : : Évolution des sources de lumière des microscopes. D'après Bruch et al., 2015. 

 

   

Siècle/Date Type de source Type de lumière Technique 

17e – 18e 
Lumière du jour 

(miroir), bougie ou 
lampe à huile 

Lumière blanche 
(incohérente) 

Microscopie de 
Leeuwenhoek et Hooke 

Fin 19e 
(> 1880) 

Lampe à 
incandescence 

Lumière blanche 
(incohérente) 

Microscope mono ou 
binoculaire 

Début 20e 
(> 1904) 

Lampe à décharge 
Lumière ultra-violette 

(incohérente) 
Microscope à 
fluorescence 

Milieu 20e 
(> 1959) 

Lampe à halogène 
Lumière blanche 

(incohérente) 
Microscope binoculaire 

Fin 20e (1986) Laser à gaz 
Lumière 

monochromatique 
(cohérente) 

Confocal 

Fin 20e (1994) 

Laser pulsés Pico-
secondes (ps) dont 

un ajustable 
(faisceau STED) 

Double faisceau 
d’excitation et de 
déplétion avec 

décalage temporel de 
150 ps 

STED 

Fin 20e - début 
21e 

Laser pulsé Femto-
seconde (saphir 

titane) 

Formation d’un 
exciton (biphotonique) 

ou création 
d’harmonique (SHG) 

Non-
linéaire/Biphotonique/SHG 
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On constate clairement que les avancés de la microscopie sont en lien étroit avec celles de 

l’optique (tableau 1). 

Aujourd’hui, sous ses diverses facettes, la microscopie est devenue un outil adapté à 

l’observation de tous types d’échantillons. 

1. Microscopie en lumière blanche et à contraste de phase 

La microscopie la plus classiquement utilisée est la microscopie en lumière blanche et la 

microscopie à contraste de phase. Elles ont pour avantage leur simplicité d’utilisation et une 

visualisation de l’échantillon sans l’endommager. Mais elles n’apportent que très peu 

d’informations sur l’échantillon observé (Parekh et al., 2010) (figure 1A-B).  

2. Microscopie à force atomique 

Une nouvelle méthode de microscopie est apparue, à la suite de ce besoin d’obtenir des 

informations plus précises concernant l’échantillon observé. Découverte par Binnig, Quate et 

Gerber en 1986, la microscopie à force atomique (AFM) permet de visualiser des 

macromolécules avec une très grande résolution. Son principe reste simple, une pointe 

(généralement en nitrure de silicium) est placée à une distance infime de l’échantillon. Une 

analyse en balayage est réalisée permettant à la pointe de suivre les reliefs de l’échantillon et 

de générer une cartographie. Ce type de microscopie fut d’abord utilisé sur des échantillons 

cristallins (sous vide ou dans l’air) puis adapté à des échantillons biologiques en milieu liquide 

(Giocondi et al., 2003; Kasas, 1992). Par exemple, une cartographie en microscopie de force 

atomique a été effectuée sur un ostéoblaste vivant permettant de mettre en évidence les fibres 

du cytosquelette au travers de la membrane plasmique (Horton et al., 2000) (figure 1C).  
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Figure 1 : Présentation de différentes images obtenues en fonction des types de 

microscopes utilisés.  

(A) Cellule HeLa observée en microscopie en lumière blanche et (B) microscopie à contraste de 

phase, (C) Cellule d’ostéoblaste vivante observée par un microscope de force atomique (D) 

Cellules endothéliales bovine dont le noyau est coloré au DAPI (bleu), les microtubules marqués 

par un anticorps spécifiques couplé à un fluorochrome (vert) et les filaments d’actines marquées 

par la phalloïdine liée à un fluorochrome (rouge), (E) Cellule de cancer du sein (MDA-MB-231) 

observée par microscopie à infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) sur la plage de 800-

1800 cm-1, (F) Cellules HeLa observées par microspectroscopie Raman pour 3 décalages Raman 

: Cytochrome c (750 cm-1), protéines (1689 cm-1) et lipides (2855 cm-1) ainsi que la superposition 

des trois canaux. D’après Wilson and Hunt, 2008; Horton et al., 2000; Fujita, 2016; Mohamed et 

al., 2018 
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Toutefois, même si la microscopie à force atomique permet de visualiser le relief d’une cellule, 

elle ne peut donner des informations sur des composés biochimiques précis comme par 

exemple la présence d’une protéine cytoplasmique voire l’activation d’un récepteur 

transmembranaire. Ainsi, un nouveau mode de microscopie est apparu, permettant de cibler 

des éléments particuliers dans la cellule par l’utilisation de marqueurs spécifiques. Par 

exemple, l’utilisation de colorants spécifiques rend possible l’observation du noyau (DAPI pour 

des cellules fixées ou Hoechst 33342 pour des cellules vivantes) ou des chromosomes de 

cellules en mitose (technique FISH : Fluorescent In-Situ Hybridization). 

3. La microscopie de fluorescence 

La microscopie de fluorescence utilise les propriétés des molécules fluorescentes intrinsèques 

ou extrinsèques à la cellule pour visualiser des compartiments et/ou des constituants 

cellulaires voire des processus cellulaires. Elle s’applique aux cellules fixées et vivantes tout 

comme aux tissus (Gomes da Costa et al., 2019; Schie and Huser, 2013). Les fluorochromes 

peuvent être excités par une excitation monophotonique ou mulitphotonique. Pour cette 

dernière catégorie, l’excitation à deux photons est la plus répandue. Elle va utiliser l’énergie 

de deux photons pour exciter les fluorochromes (So, 2002). Ce type de microscopie a trouvé 

de nombreuses applications et développements comme le transfert de fluorescence ou FRET 

qui permet d’estimer l’interaction possible entre deux biomolécules dans un espace restreint 

(1 à 10 nm) (De Los Santos et al., 2015). Par exemple, cette technique permet de mettre en 

évidence l’interaction entre des protéines au sein d’une membrane plasmique. Mais la plus 

employée reste la microscopie confocale utilisée après marquage pour une localisation dans 

l’espace (3D) des constituants cellulaires voire moléculaires. Elle constitue une très bonne 

alternative à l’utilisation d’éléments radiomarqués (14C, 32P, etc.). Actuellement, c’est la 

technique la plus employée pour observer des cellules ou des tissus par immunomarquage ou 

par immunohistochimie (figure 1D).  
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Cependant, elle possède plusieurs désavantages, dont deux majeurs : le photo-blanchiment 

et le marquage cellulaire. Le premier correspond à l’extinction de la fluorescence du 

fluorochrome lorsqu’il est excité de manière trop intense ou prolongée, menant à une absence 

totale de fluorescence. Le second est provoqué par la fixation de l’élément de reconnaissance 

portant le fluorochrome au constituant cellulaire. Dans ce dernier cas, il s’agit en général de 

biomolécules, le plus souvent des protéines, et/ou des nanoparticules qui vont se lier de 

manière spécifique à la molécule étudiée. Cette technique nécessite pour les marquages 

intracellulaires une perméabilisation des cellules qui peut induire des perturbations cellulaires 

(Diem, 2009). Il en est de même pour les cellules vivantes avec la génération de radicaux 

libres cytotoxiques (ROS) par les fluorochromes (Parekh et al., 2010). Ainsi, les recherches se 

sont orientées vers la mise au point de nouvelles techniques qui ne nécessiteraient pas de 

marquage préalable de l’échantillon à observer.  

4. La microscopie vibrationnelle  

Parmi ces nouvelles technologies, la microscopie vibrationnelle semble être un bon candidat 

pour l’analyse d’échantillons biologiques. Elle permet d’identifier les différents constituants 

cellulaires sans marquage préalable. Pour cela, une onde lumineuse est dirigée vers 

l’échantillon provoquant l’excitation des liaisons entre les atomes des différentes molécules 

constituant celui-ci. Cette excitation correspond à la vibration des différentes liaisons 

interatomiques composant l’échantillon (Matthäus et al., 2006). 

Au sein de la microscopie vibrationnelle, les deux techniques les plus connues et utilisées 

dans le cas d’analyses cellulaires sont : la microspectroscopie infrarouge et la 

microspectroscopie Raman. 
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a. La microscopie d’absorption à infrarouge 

Comme l’indique son nom, cette technologie vibrationnelle utilise des photons provenant du 

domaine spectral de l’infrarouge (proche infrarouge, infrarouge moyen et lointain) pour 

l’excitation des liaisons chimiques de l’échantillon. Cette technologie permet de visualiser 

différentes liaisons atomiques correspondant à différents groupes biologiques tels que les 

lipides (par l’intermédiaire des liaisons CH2), les protéines (par l’intermédiaire des liaisons 

CH3), l’ADN (par l’intermédiaire des liaisons phosphates), etc. Néanmoins, l’utilisation de 

photons dans l’infrarouge provoque quelques inconvénients. D’une part, les liaisons polaires 

contenues dans un échantillon peuvent absorber fortement. Ainsi, des échantillons contenant 

une forte quantité d’eau et/ou utilisés sur des supports en verre sont difficilement analysables 

par cette technologie. D’autre part, la longueur d’onde associée à l’infrarouge étant 

relativement grande, elle confère à cette technologie une résolution spatiale assez faible (10 

µm) (Servant et al., 2011; Zumbusch et al., 2013) (figure 1E). 

Tout en conservant les mêmes propriétés que la microscopie infrarouge (principalement 

absence de marquage et mise en évidence des liaisons chimiques) sans ses inconvénients, 

la microscopie Raman a pris son essor. 

b. La microscopie par diffusion Raman  

La microscopie Raman utilise le domaine spectral associé au visible, voir au proche infrarouge, 

pour exciter les molécules de l’échantillon. L’utilisation de la plage spectrale associée au visible 

permet une résolution spatiale plus importante (1µm) qu’avec l’infrarouge (10µm). De plus, 

l’absorption de l’eau est faible ainsi la plupart des échantillons biologiques peuvent être étudiés 

et analysés sur des supports de type lame de verre sans risque de masquer le signal (Matthäus 

et al., 2006; Zumbusch et al., 2013) (figure 1F). 
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Figure 2 : Schéma explicatif du processus Raman. 

Représentation (A) du processus Raman spontané et (B) de l’intensité diffusée pour les 

contributions de diffusion inélastique Stokes, anti-Stokes et Rayleigh. D’après Nafa, 2017. 
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La suite du manuscrit développera seulement les technologies de microscopie (plus 

spécifiquement la microspectroscopie) vibrationnelle Raman et de son dérivé la microscopie 

CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering) et des applications qui en découlent en 

biologie. 

II. La microspectroscopie vibrationnelle Raman 

1. Processus de diffusion Raman spontané 

Le phénomène de diffusion inélastique fut proposé la première fois par Smekal en 1923, mais 

cette technique a été utilisée expérimentalement seulement en 1928, et récompensée par le 

prix Nobel de C. V. Raman en 1930, qui lui donna son nom. La première utilisation du 

spectromètre Raman en 1973 a concerné des cristaux de nitrate de potassium (Delhaye and 

Dhamelincourt, 1975), et le premier spectre d’une cellule a été obtenu en 1990 (Ghita et al., 

2015). 

Le principe de la spectroscopie Raman est représenté dans la figure 2A sous la forme d’un 

diagramme énergétique. Un échantillon est soumis à une lumière monochromatique, les 

photons vont interagir avec les liaisons chimiques entre les atomes composant l’échantillon. 

Trois types de photons sont diffusés selon le type d’interaction mis en jeux (Kim et al., 2017; 

Schie and Huser, 2013; Wang et al., 2016) (Figure 2):  

 Diffusion élastique : les photons diffusés ont la même énergie que les photons 

incidents, c’est la diffusion Rayleigh qui correspond à une différence d’énergie nulle 

entre les photons ;  

 Diffusion inélastique : les photons diffusés ont un changement d’énergie comparée aux 

photons incidents. Il existe donc deux types de diffusion inélastique : 
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o Diffusion inélastique Stokes : il y a un transfert d’énergie entre les photons et la 

matière, faisant passer les photons diffusés à une fréquence inférieure au 

photon initial, provoquant un décalage dans le rouge des raies résultantes. 

Ainsi, les photons diffusés passent d’un état initial fort en énergie à un état final 

énergétique plus faible. Cette différence d’énergie induit des raies Stokes de 

fréquence positive ;  

o Diffusion inélastique anti-Stokes : à l’inverse, le photon diffusé gagne de 

l’énergie au contact de la matière, faisant passer les photons diffusés à une 

fréquence supérieure au photon initial, provoquant un décalage dans le bleu 

des raies résultantes. La différence d’énergie entre les deux photons est 

supérieure à celle du photon incident ce qui génère des raies anti-Stokes de 

fréquence négative.  

Ce sont ces différences d’énergie qui correspondent à l’état vibrationnel de la molécule 

étudiée. Pour un échantillon complexe, nous obtiendrons donc un spectre Raman qui contient 

autant de raies vibrationnelles que de types différents de liaisons chimiques entre atomes. Il 

est spécifique à chaque molécule étudiée et s’exprime en cm-1 (l’inverse des longueurs 

d’onde). Dans le cas des analyses Raman d’échantillons biologiques qui ont de faible signaux, 

seules les raies Stokes sont utilisées (Kim et al., 2017; Schie and Huser, 2013). Ainsi, le 

spectre Raman d’un échantillon biologique est composé de plusieurs raies Stokes 

correspondant à la vibration des liaisons entre les atomes qui constituent les molécules de 

l’échantillon. Grâce à la spectroscopie vibrationnelle Raman, il s’avère possible de caractériser 

certaines liaisons moléculaires qui composent l’échantillon et donc d’en identifier la 

composition (Schie and Huser, 2013).  
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Figure 3 : Exemple de spectre Raman de 400-3500 cm-1 avec l’assignation de certains composés 

biochimiques. 

(A) spectre total Raman d’une cellule de cancer de l’utérus (CaSki) dans la zone d’empreinte biologique 

(400-1800 cm-1), la zone blanche (1800-2800 cm-1) et la zone CH (2800-3500 cm-1). (B) Assignation de 

composés biochimiques dans la zone d’empreinte biologique du spectre Raman avec le glycogène 

(jaune), les protéines (bleu), les acides nucléiques (rose) et les acides aminés/lipides (violet). D’après 

Ramos et al., 2015. 
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Le spectre Raman comporte trois zones en fonction des éléments étudiés (Ramos et al., 2015) 

(figure 3). 

 Une région dite de faible nombre d’onde, ou région d’empreinte biologique, 

comprise entre 400 et 1800 cm-1. Elle est composée des raies Stokes 

correspondant à la vibration de toutes les liaisons associées aux molécules du 

vivant (protéines, lipides, acides nucléiques, …) ; 

 Une zone dite blanche ou aucune liaison des molécules biologiques vibrent. Elle 

est comprise entre 2000 à 2500 cm-1. Dans cette zone uniquement les liaisons 

chimiques absentes du vivant peuvent vibrer, comme les alcynes terminaux, etc. ;  

 Une région dite de hauts nombres d’onde, ou région CH, comprise entre 

2500 et 3500 cm-1. Seules les liaisons carbone-hydrogène y sont mises en 

évidence (CH, CH2, CH3) ainsi que les différentes liaisons de l’eau (H2O) ;  

Grâce à la génération d’un spectre complet par microspectroscopie Raman et aux spécificités 

vibrationnelles de molécules d’intérêt (lipides, protéines, ADN, etc.) il est possible d’analyser 

spécifiquement une cellule, voire même de mettre en évidence une activation/diminution de 

son métabolisme (Bi et al., 2014).  

2. Méthodes de traitement 

La complexité des échantillons biologiques rend l’information vibrationnelle difficile à analyser. 

S’ajoutent à celle-ci des analyses par balayage générant de grande quantité de spectres, ce 

qui augmente encore la difficulté de l’analyse des données (Schie and Huser, 2013). 

Différentes méthodes de traitement des données ont ainsi été développées afin d’en simplifier 

leur analyse. Ces méthodes, dites multivariées, utilisent les informations provenant d’un 

spectre entier. Elles peuvent gérer une grande quantité d’informations vibrationnelles pour 

retranscrire de manière simplifiée les différences spectrales entre échantillons. 
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Figure 4 : Identification de cellules de lignées cellulaires issues de cancers 

colorectaux. 

(A) Spectre Raman de cellules cancéreuses colorectales (SW480-noir) et (SW620-

rouge) ainsi que la différence des deux spectres (SW620-SW480-bleu) sur la plage 

600-1700 cm-1. (B) Analyse en composantes principales de 16 cellules SW480 (rouge) 

et SW620 (noir). D’après Tsikritsis et al., 2015. 
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Les deux techniques de traitement les plus utilisées dans le cas de la 

spectroscopie/microspectroscopie Raman sont l’analyse en composantes principales et le 

clustering.  

a. L’analyse en composantes principales ou ACP 

L’analyse en composantes principales va transformer un grand nombre de données en un jeu 

de données simplifiées ce qui permet de décorréler les données vibrationnelles et d’en 

simplifier la visualisation. A chaque mesure, il existe différentes CP (composantes principales) 

ou la première CP présente les plus grandes variabilités au sein de l’échantillon par rapport à 

la référence. Cette variabilité diminue avec le nombre de composantes principales, nommées 

sous forme de scores qui correspondent les nouvelles coordonnées des spectres suivant les 

CP, correspondant à la dispersion des données par rapport à la moyenne (Chen et al., 2011).  

Les différentes CP peuvent être représentées sous forme de spectre. De leurs côtés, les 

scores sont représentés sous forme de diagramme de dispersion (Bonnier and Byrne, 2012). 

Par exemple, Dimitrios Tsikritsis et al. ont utilisé suite à l’acquisition de nombreux spectres 

Raman ce mode de traitement dans le but de différencier des cellules issues de tumeurs 

primaire et secondaire humaines (figure 4). L’analyse spectrale, les CP et les diagrammes de 

dispersion des scores les ont conduits à mettre en évidence que les cellules de tumeurs 

primaires présentaient plus de lipides et de protéines (structure en hélice alpha), et les cellules 

de tumeurs secondaires plus de porphyrines et des protéines avec des structures en feuillet 

beta (figure 4A) leur permettant une discrimination nette lors d’analyse en composantes 

principales (figure 4B) (Tsikritsis et al., 2015).  

James W. Chang et al. ont utilisé la même méthodologie dans le but de différencier des 

lymphocytes humains B et T normaux, des lymphocytes transformés, respectivement cellules 

des lignées Raji et Jurkat (figure 5). Cette discrimination s’avère possible grâce aux 

différences quantitatives de protéines et d’ADN, visibles lors des analyses spectrales (figure 

5A a, b).  
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Figure 5 : Détection par spectroscopie Raman de cellules hématopoïétiques normales et 

cancéreuses.  

(A) Spectre Raman de (a) lymphocytes T (noir) et lymphocytes T cancéreux (cellules Jurkat - 

rouge) ainsi que la différence des deux spectres sur la plage 600-1700 cm-1 (b) lymphocytes B 

(noir) et lymphocytes B cancéreux (cellules Raji - rouge) ainsi que la différence des deux spectres 

sur la plage 600-1700 cm-1. (B) Analyse en composantes principales comparant (a) lymphocytes 

T (bleu) et lymphocytes T cancéreux (cellules Jurkat - rouge) ; (b) lymphocytes B (bleu) et 

lymphocytes B cancéreux (cellules Raji - rouge) ; (c) lymphocytes T (vert) et lymphocytes T 

cancéreux (cellules Jurkat - rose), lymphocytes B (bleu), lymphocytes B cancéreux (cellules Raji - 

rouge). D’après Chan et al., 2006. 
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Par ACP, ils ont différencié simultanément des cellules saines versus des cellules 

transformées (figure 5B a,b). Ils ont ainsi pu discriminer les 4 populations cellulaires (figure 

5B,c) (Chan et al., 2006). Ainsi, l’ACP permet par traitement des données spectrales de 

classer entre-elles les différentes cellules présentes dans l’échantillon analysé.  

b. L’analyse de clustering 

Une seconde méthode de traitement, couramment utilisée en microspectroscopie, est 

l’analyse de clusters. Lorsqu’une cellule est analysée par balayage (ou « scanning ») par 

microspectroscopie Raman, le traitement du jeu de données est souvent réalisé par la 

méthode de clustering. Elle permet de visualiser artificiellement sous la forme de couleurs de 

même intensité des données similaires entre elles. Le spectre en chaque point de mesure 

correspond à la présence d’un constituant moléculaire majoritaire auquel correspondra la 

couleur associée au cluster.  

L’analyse de clustering, dans le cas d’analyse cellulaire par la microspectroscopie Raman, est 

souvent utilisé pour visualiser des organites et des vésicules de par leurs caractéristiques 

spectrales. Par exemple, le cluster associé aux gouttelettes lipidiques a la particularité d’avoir 

une forte signature associée aux liaisons CH2 et celui associé au noyau a une forte signature 

vibrationnelle due aux liaisons phosphate présentes dans l’ADN.  

Deux types de clustering sont principalement utilisés : le clustering k-mean et la méthode HCA 

(Hierarchical Clustering Analysis).  

 Méthode de traitement par clustering k-mean 

Le k-clustering regroupe l’ensemble des données en un nombre défini de clusters (k). A 

chaque cluster, une moyenne est attribuée. Ainsi, les moyennes de chaque nouveau jeu de 

données seront assignées aux clusters de même moyenne ou proche de celle-ci (Chen et al., 

2011). 
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Figure 6 : Comparaison de cartographies Raman avec ou sans traitement en composantes 

principales. 

(A) Analyse par la microspectroscopie Raman d’un lymphocyte T montrant (a) le spectre Raman 

moyenné dans la zone d’empreinte biologique (650-2000 cm-1) et dans la zone CH (2750-3300 

cm-1) ainsi que (b) les cartographies cellulaires correspondantes pour les douze décalages 

Raman (mis en évidence en rose sur le spectre). (B) Analyse de la même cellule par clustering 

k-mean montrant (a) les cartographies cellulaires lorsque 3, 5, 7 ou 9 clusters sont représentés 

ainsi que (b) les spectres moyens de chaque cluster avec leurs assignations biochimiques. 

D’après Schie and Huser, 2013. 
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Un exemple de l’utilisation du clustering k-mean, est illustré dans la figure 6. Pour cela, la 

globalité d’un lymphocyte T est analysé par microspectroscopie Raman à balayage 

(cartographie). Une première étude est réalisée en reconstituant la cartographie du 

lymphocyte T en utilisant différents décalages Raman pour localiser les constituants 

biochimiques au sein de la cellule (figure 6A) ; par exemple, l’identification de la distribution 

de l’ADN dans le noyau grâce à l’intensité de la bande à 785 cm-1 ou bien des protéines, dans 

le cytoplasme, par l’intermédiaire de la vibration à 1003 cm-1. Cependant, avec cette technique 

il n’est pas possible de visualiser les différents compartiments cellulaires car les pics souvent 

très proches les uns des autres ne permettent pas une cartographie très précise. Ainsi, sur les 

mêmes échantillons, une analyse par la méthode de k-clustering est effectuée (figure 6B). 

Les auteurs ont reconstruit les cartographies du lymphocyte T dans le cas où il y a 3, 5, 7 ou 

9 clusters. Chaque nouveau cluster permet d’identifier une nouvelle ultrastructure de la cellule. 

En analysant les spectres moyens de chaque cluster, les auteurs constatent que chaque 

spectre possède sa particularité propre permettant de distinguer un groupe biochimique en 

particulier. Par exemple une augmentation du pic à 733 cm-1 représentant les acides 

nucléiques. Ainsi, le k-clustering favorise l’obtention de cartographie cellulaire beaucoup plus 

résolue mais surtout donne une analyse des composants cellulaires sans à priori (Schie and 

Huser, 2013). 

Un autre exemple d’utilisation de clusering k-mean présente une cellule de carcinome de 

poumon humain (lignée A549) analysée par balayage à l’aide de la microspectroscopie Raman 

(figure 7A). L’algorithme de k-clustering utilisé permet de retracer la cellule avec 4 clusters 

distincts correspondant aux nucléoles (rouge), au noyau (en vert), au cytoplasme (bleu) et à 

l’extérieur de la cellule (noir) (figure 7B). Les spectres de la figure 7C permettent d’identifier 

pour chaque cluster des différences vibrationnelles dues aux biomolécules qu’il inclut (Bonnier 

and Byrne, 2012). 
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Figure 7 : Analyse par clustering k-mean d’une cellule de carcinome de poumon humain 

(lignée cellulaire A549).  

(A) Image en microscopie en lumière blanche de la cellule. Le cercle rouge correspond à la zone 

analysée par la microspectroscopie Raman, (B) Analyse par la microspectroscopie Raman, dans 

la zone d’empreinte biologique (400-1800 cm-1) suivie d’un traitement par clusering k-mean 

mettant en évidence trois clusters associés aux nucléoles (rouge), au noyau (vert) et au 

cytoplasme (bleu). (C) Spectre moyen de chaque cluster dans la zone d’empreinte biologique 

(400-1800 cm-1). D’après Bonnier and Byrne, 2012. 
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 Méthode de traitement par HCA 

La seconde, « Hierarchical Clustering Analysis » (HCA), est très proche du clustering k-mean, 

mais elle consiste à regrouper les données de façon itérative au sein de cluster de plus en 

plus vastes. Les résultats sont souvent représentés sous forme de dendrogramme qui met en 

évidence la structure hiérarchique de la population étudiée (Chen et al., 2011).  

Une étude, qui montre toute la puissance de cette technique de traitement, a été réalisée sur 

des érythrocytes infectés par Plasmodium falciparum (figure 8). Le parasite, en infectant 

l’érythrocyte et se multipliant, va dégrader l’hémoglobine présente dans la cellule et provoquer 

la synthèse d’hémozoïne, produit de dégradation de l’hémoglobine, utilisée pour révéler une 

infection par Plasmodium falciparum. Après analyse par microspectroscopie Raman d’un 

érythrocyte infecté, la méthode HCA a été utilisée sur tout le jeu de données d’une 

cartographie cellulaire. L’analyse des spectres indique qu’une interprétation en absence de 

traitement s’avère compliquée (figure 8A). En revanche, suite à un traitement par la méthode 

HCA avec une représentation sous forme de dendrogramme, nous constatons clairement que 

chaque nouvelle branche du dendrogramme correspond à un cluster spécifique montrant une 

zone particulière de la cellule. Comme cette méthode est hiérarchisée, on constate nettement 

que les clusters 1 et 2 tout comme les clusters 3 et 4 sont très proches. Par contre, les clusters 

1, 2 sont très éloignés des clusters 3 et 4. Les auteurs en concluent, grâce à des spectres de 

référence, que le cluster 1 (bleu) permet de mettre en évidence l’hémoglobine, occupant toute 

la cellule, tandis que le cluster 2 (rouge) met en évidence l’hémozoïne présente dans les 

vacuoles (figure 8C). La présence de cette dernière dans l’érythrocyte étudié est une signature 

de la présence de P. falciparum (Bonifacio et al., 2008). 
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Figure 8 : Apport de traitements par HCA après analyse par microspectroscopie 

Raman  d’un érythrocyte infecté par Plasmodium falciparum.  

(A) deux points de la cartographie sont sélectionnés et comparés. Les spectres 

correspondants sont montrés dans la zone d’empreinte biologique (1300-1700 cm-1). (B) 

Suite au traitement HCA, le dendrogramme établi met en évidence la hiérarchisation des 

clusters. (C) Pour chaque niveau de la hiérarchie, une cartographie cellulaire est montrée 

(incluant les différents clusters) ainsi que les spectres associés en (D). D’après Bonifacio et 

al., 2008. 
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De façon générale concernant la méthodologie de traitement par clustering, on constate 

nettement que les profils des spectres moyens de chaque cluster sont vraiment très proches 

les uns des autres et que les différences d’intensité entre les pics restent assez subjectives. 

Même si les méthodes de traitement entre le k-clustering, la HCA et l’ACP sont différents, le 

résultat final reste néanmoins très semblable par ces trois méthodes. Une étude de 2011 s’est 

intéressée aux différences pouvant exister entre les algorithmes utilisés pour une même 

mesure (figure 9). On constate clairement que lors du traitement avec le k-clustering (figure 

9d), la HCA (figure 9c) et l’ACP (figure 9e), les résultats sont très proches les uns des autres. 

Il est possible de percevoir le noyau, les nucléoles, des organites dans le cytoplasme 

(mitochondries) et le contour de la cellule. Cette étude démontre la robustesse des méthodes 

de traitements multivariées (Hedegaard et al., 2011). Ainsi, les méthodes d’analyses 

multivariées non supervisées (ACP, k-clustering et HCA), mettent en évidence des différences 

spectrales parfois difficiles à discerner sous forme de cartographie cellulaire (Bonnier and 

Byrne, 2012).  

Ainsi, l’utilisation d’algorithmes pour le traitement de données dans le cas de la 

microspectroscopie Raman, s’avère obligatoire afin d’ordonner les informations spectrales et 

d’en déduire des similitudes ou différences.  

Malgré les nombreux avantages qu’offre la microspectroscopie Raman adossée aux 

différentes méthodes d’analyses des données, cette technologie possède un inconvénient 

majeur, le temps d’analyse surtout lorsque des mesures par balayage de cellules sont 

réalisées. En effet, il faut, selon la configuration de l’appareil et l’échantillon analysé, en 

moyenne 1 minute pour obtenir un spectre Raman 
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Figure 9 : Comparaison de cartographies Raman suite à différents traitements 

(a) Une cellule HeLa est analysée par microspectroscopie Raman sur tout le spectre Raman et 

(b) un marquage spécifique au Mitotracker est réalisé pour mettre en évidence les mitochondries 

(en vert). Les données sont ensuite traitées par (c) HCA et (d) clustering k-mean. Les 

traitements permettent de visualiser les nucléoles (bleu foncé), le noyau (bleu clair), la région 

cytoplasmique contenant divers organites (orangé). Un traitement (e) PCA produit un résultat 

moins contrasté. D’après Hedegaard et al., 2011. 
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3. Avantages et inconvénients  

En plus du temps d’analyse, la microspectroscopie Raman présente quelques autres 

inconvénients. L’un des inconvénients majeurs est l’autofluorescence inhérente aux 

échantillons biologiques. Elle provient principalement du milieu cellulaire et induit une perte 

d’information vibrationnelle. En effet, la zone spectrale couverte par la spectroscopie Raman 

est en recouvrement avec la zone spectrale associée à la fluorescence. Comme les photons 

provenant de la fluorescence ont une efficacité plus importante que les photons provenant de 

la spectroscopie Raman, ils « noient » le signal vibrationnel. A cela s’ajoute sa faible efficacité 

quantique (besoin d’une grande quantité de photons diffusés pour observer une signature 

vibrationnelle). Ainsi, ces deux paramètres sont à l’origine d’un temps d’analyse long pour 

générer des cartographies cellulaires (Cheng and Xie, 2004; Holtom et al., 2001; Le et al., 

2010). Il faut, selon la configuration de l’appareil et l’échantillon analysé, en moyenne 1 

seconde à 1 minutes pour obtenir un spectre Raman. Ainsi, pour une étude d’une cellule par 

cartographie de 100 points par 100 points (axes X, Y), il faudrait un temps global entre 2 heures 

et 7 jours, temps d’analyse trop long pour être compatible avec l’analyse d’échantillons 

biologiques vivants qui évolueront dans le temps (mort incontrôlée des cellules par exemple).  

A partir de ce constat, une nouvelle technologie a été développée utilisant les mêmes 

caractéristiques que la microscpectroscopie Raman, tout en réduisant et améliorant le temps 

d’analyse, c’est la microspectroscopie CARS.  
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Figure 10 : Représentation du processus CARS sous forme de diagramme énergétique. 

D’après Poon et al., 2013. 
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III. La microspectroscopie vibrationnelle Coherent Anti-Stokes 

Raman Scattering (CARS)  

La configuration et le phénomène CARS ont été reportés pour la première fois en 1965 par 

Maker et Terhune. C’est  en 1982, que Duncan et ses collaborateurs ont réalisé la première 

image d’une cellule, cellule d’oignon traitée au deutérium (Duncan et al., 1982). Depuis, avec 

le développement de nouveaux lasers, rapides et intenses cette technologie s’est développée 

et a trouvé de nombreuses applications, principalement en biologie (Capitaine et al., 2018). 

1. Processus vibrationnel 

Le processus vibrationnel CARS est très semblable au processus vibrationnel Raman. La 

microspectroscopie CARS utilise un faisceau pompe unique, qui sera scindé en deux. Un 

premier correspondant au faisceau pompe lui-même (ωp) et un second, correspondant au 

faisceau Stokes (ωS). Après des parcours respectifs à travers des filtres et des miroirs 

dichroïques, il faut que ces deux faisceaux soient finalement spatialement et temporellement 

alignés avant de rejoindre l’échantillon. Une fois alignés, ils interagissent avec l’échantillon. 

C’est uniquement si la différence entre les fréquences des deux faisceaux (ωp - ωS) correspond 

à la fréquence de vibration de la liaison sondée qu’il y aura génération d’un signal anti-Stokes 

de fréquence ωAS = 2 ωp - ωS (figure 10). Il en résulte un spectre CARS proche d’un spectre 

Raman.  

La technologie CARS étant un processus cohérent et à « quatre ondes », cela génère des 

photons anti-Stokes de grandes puissances et dirigés dans un seul sens favorisant des temps 

d’analyses réduits avec un fort signal et une absence d’autofluorescence comparés au  

processus Raman (Evans and Xie, 2008; Krafft et al., 2009; Poon et al., 2013). 
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Figure 11 : Mécanisme du multiplexage dans le cas de la microspectroscopie CARS 

multiplexe (ou large bande) et les avantages/inconvénients associés. 

(A) diagramme énergétique montrant le mécanisme CARS mono-bande ne pouvant exciter qu’un 

seul mode de vibration à la fois ; (B) mécanisme CARS multiplexe pouvant exciter plusieurs modes 

de vibration simultanément grâce à un supercontinuum ; (C) comparaison entre trois techniques 

vibrationnelles : Raman spontané (bleu), Raman cohérent large bande (jaune) et simple bande 

(rouge) en fonction de la quantité d’informations fournie et la vitesse d’analyse. D’après 

Polli et al., 2018. 
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De plus, l’utilisation de deux faisceaux spatialement et temporellement alignés favorise la 

réalisation d’analyse en section optique, voire en 3D. En effet, comme le signal CARS est 

généré au niveau de l’échantillon uniquement au point focal des faisceaux, cette technique 

devient obligatoirement une technologie de précision (Krafft, 2012). Aussi, la 

microspectroscopie CARS s’avère une bonne alternative à la microspectroscopie Raman pour 

l’obtention du même type d’informations en éliminant les contraintes majeures inhérentes à 

cette dernière.  

2. Imagerie cellulaire en mono-bande ou plusieurs bandes (Multiplexage)   

L’imagerie CARS a débuté avec une configuration que l’on peut nommer « mono-bande ». 

Cela signifie qu’un seul décalage Raman est sondé sur une cartographie (figure 11A). Cette 

technologie a l’avantage de rechercher une espèce moléculaire en particulier avec un gain de 

temps considérable. Cependant, dans cette configuration, les autres décalages Raman ne 

sont pas mesurés et leur variation, au sein de l’échantillon, ne peut être analysée, ce qui 

entraine une perte d’informations. Ainsi, pour obtenir une information moléculaire complète de 

l’échantillon, la microspectroscopie CARS à plusieurs bandes ou multiplexe a été développée. 

Pour cela, le faisceau Stokes doit couvrir une gamme de fréquences assez large alors que le 

faisceau pompe reste à une fréquence définie. Ainsi, la largeur du faisceau Stokes permet 

d’exciter simultanément tous les modes Raman (figure 11B), et de générer au final un spectre 

CARS dit large bande (Polli et al., 2018). Lors de la réalisation de cartographie CARS (par la 

microspectroscopie CARS), chaque pixel contient un spectre CARS large bande. Ainsi, en une 

seule mesure, différentes cartographies cellulaires mettent en évidence différents décalages 

Raman, qui peuvent être attribués à des constituants cellulaires. Dans la configuration 

multiplexage, le temps d’analyse peut se retrouver augmenté, mais toujours inférieur à celui 

par microspectroscopie Raman (Krafft, 2012) (figure 11C).   
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Figure 12 : Représentation schématique de la génération du signal CARS.  

Lorsque l’on excite l’échantillon par un laser intense, 4 types de processus non linéaires peuvent 

se produire : nucléaire (processus vibratoire), électronique (déformation du nuage électronique), 

thermique (échauffement de l’échantillon), électrostrictif (propagation d’onde acoustique). Les 

processus thermiques et électrostrictifs sont faible et peuvent être considérés comme négligeables. 

D’après Ouazzani, 2012 ; Chniti, 2016 
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Comme tout processus vibrationnel, il y aura toujours des problèmes concernant le rapport 

signal sur bruit. Dans le cas de la microspectroscopie CARS, le signal généré est très 

régulièrement associé à un second signal, dû à la technologie, la signature électronique propre 

à l’échantillon ou bruit de fond non résonnant.  

3. Le bruit de fond non résonnant 

Lorsque l’on excite l’échantillon par un laser intense, 4 types de processus non linéaires 

peuvent se produire (figure 12) :   

 Les processus nucléaires (effet Raman) correspondant à la capacité vibrationnelle (et 

rationnelle) de la molécule étudiée ;  

 Les processus électroniques (effet Kerr) correspondant à la déformation du nuage 

électronique composant les atomes ;  

 Les processus thermiques (absorption multiphotoniques) correspondant à 

l’échauffement de l’échantillon dû à l’absorption des photons incidents ;  

 Les processus électrostrictifs correspondant à la propagation d’ondes acoustiques 

dans l’échantillon.  

Chacun des processus est une contribution à la susceptibilité non linéaire de troisième ordre. 

Les processus thermiques et électrostrictifs étant relativement faibles, ils n’engendrent pas de 

modifications de signature vibrationnelle, seuls les deux premiers participent à la génération 

du signal CARS. Le bruit de fond correspond classiquement à tout ce qui peut influencer une 

mesure en apportant des informations « parasites » dues par exemple à l’environnement de 

l’échantillon analysé. Dans le cas du CARS c’est le signal électronique (Ouazzani, 2012 ; 

Chniti, 2016). 
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  

  

Figure 13 : Comparaison de spectres Raman et CARS. 

De la paraffine liquide est analysée par spectroscopie Raman (tracé rouge) et par 

spectroscopie CARS multiplexe puis traité par la méthode de MEM (tracé noir) sur la plage de 

800-3200 cm-1. En haut à droite est montré le spectre CARS brut. D’après Capitaine, 2017. 
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Parmi ces deux processus, la réponse nucléaire correspond au signal vibrationnel recherché. 

Mais il y a aussi la réponse électronique qui, dans le cas d’analyse d’échantillons biologiques, 

est très forte et induit une perte du signal vibrationnel. Ces deux processus sont étroitement 

liés, il s’avère donc nécessaire d’extraire la réponse vibrationnelle du signal CARS brut pour 

analyser l’échantillon.   

4. Méthode de traitement 

Afin d’isoler le signal vibrationnel du signal électronique, des modifications peuvent être 

apportées au niveau de l’instrumentation CARS pour atténuer le bruit de fond non résonnant, 

mais elles nécessitent des montages complexes (Capitaine, 2017). Des traitements 

informatiques pour conserver l’information vibrationnelle et éliminer le bruit de fond non 

résonnant sont une alternative. Pour cela, l’algorithme de l’entropie maximum ou MEM semble 

être la plus intéressante. La méthode de traitement MEM est basée sur les travaux de E. M. 

Vartiainen et al., le but étant d’extraire l’information vibrationnelle du signal CARS brut 

(Vartiainen et al., 2006).  

Cet algorithme a été adapté par Erwan Capitaine durant son doctorat. Pour s’assurer que le 

traitement MEM ne produit pas de nouveau décalage Raman ou n’induit pas une perte 

d’informations, il a comparé des spectres CARS traités par la MEM avec des spectres Raman 

(dits de référence) obtenus à partir de paraffine liquide utilisée comme échantillon en raison 

de sa grande capacité vibrationnelle (figure 13). On constate que les spectres traités par 

l’algorithme MEM sont comparables aux spectres de référence Raman. Cet algorithme semble 

pertinent pour l’extraction de la signature vibrationnelle en s’affranchissant du bruit de fond 

non résonnant (Capitaine, 2017). 
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Figure 14 : Évolution du nombre de publications entre 1949 et 2019 avec les mots 

clefs « Raman » et « cells » sur PubMed. 

Figure 15 : Analyse par la microspectroscopie CARS de cellule 3T3-L1 

différenciée en cellule adipeuse.  

(A) Spectre CARS sur la plage de 2730-2900 cm-1 d’une gouttelette lipidique provenant 

de cellule 3T3-L1 différenciée. (B) Cartographie CARS à 2845 cm-1 d’une cellule 3T3-

L1 différenciée. (C) Image de cette même cellule marquée au Oil Red O pour révéler 

les gouttelettes lipidiques. D’après Nan et al., 2003. 
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IV. Application de la spectroscopie vibrationnelle à biologie 

cellulaire  

Depuis les années 2000, le nombre d’études utilisant la microspectroscopie Raman, et plus 

récemment la microspectroscopie CARS pour mettre en évidence des processus biologiques 

s’est accéléré (figure 14). Tout d’abord, des signaux associés à des biomolécules ont été 

identifiés afin de les utiliser pour différencier des cellules entre elles. La microspectroscopie a 

ensuite été étendue à la mise en évidence de processus pathologiques, principalement 

l’identification de cellules cancéreuses, voire même à l’impact d’un traitement anti-cancéreux. 

L’avantage considérable de ces technologies est l’obtention de nombreuses informations 

concernant l’échantillon sans coloration et/ou marquage préalables.  

Au cours de ce travail, il sera explicité et de manière non exhaustive des études portant sur 

l’identification de différents constituants cellulaires passant par la mise en évidence d’organites 

(comme les mitochondries), la distinction entre différentes lignées cellulaires, et le processus 

de différenciation cellulaire. Les études portant sur les microspectroscopies Raman et CARS 

seront présentées ensemble, car elles sont très proches, autant dans leur principe que dans 

les résultats finaux. 

1. Analyse du contenu cellulaire   

Les microspectroscopies Raman et CARS sont souvent utilisées dans la région dite de hautes 

longueurs d’onde ou région CH. Dans cette zone, il est possible de mettre en évidence, 

majoritairement deux types de liaisons chimiques : les liaisons CH2, associées majoritairement 

aux lipides, et les liaisons CH3, associées majoritairement aux protéines. L’avantage de ces 

liaisons dans cette zone est leur signature de grande intensité favorisant l’obtention de 

cartographies cellulaires contrastées.  En tenant compte de ces signatures particulières Nan 

et al. se sont intéressés à imager des gouttelettes lipidiques de fibroblastes en différenciation 

adipocytaire. 
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Tableau 2 : Tableau d’assignation de différents décalages Raman de divers composants 

biochimiques associés à des organites cellulaires. D’après Krafft et al., 2006. 

 

Organites 
Composants 
biochimiques 

Décalage Raman 

Noyau Bases de l’ADN 

Thymine (669 cm-1, 745 cm-1, 1375 cm-1) 
Guanine (680 cm-1, 1486 cm-1, 1577 cm-1) 

Adénine (727 cm-1, 1342 cm-1) 
Cytosine (786 cm-1) 

Liaison phosphodiester (832 cm-1, 1092 cm-1, 1421 cm-1). 

Cytoplasme Acides aminés 

Phénylalanine (621 cm-1, 1003 cm-1, 1030 cm-1, 1207 cm-1) 
Tyrosine (643 cm-1, 827 cm-1, 852 cm-1) 

Tryptophane (757 cm-1, 1555 cm-1) 
Acides aminés aliphatiques (1447 cm-1) 

Liaison peptidique (936 cm-1, 1255 cm-1, 1655 cm-1). 

Vésicules 
cytoplasmiques 

Lipides 
716 cm-1, 1061 cm-1, 1127 cm-1, 1297 cm-1, 1439 cm-1, 

1655 cm-1, 1741 cm-1. 

Figure 16 : Analyse de fibroblastes pulmonaires par la microspectroscopie Raman suivie 

d’un traitement par clustering.   

(A) Image en lumière blanche de fibroblastes pulmonaires ; (B) Analyse par la microspectroscopie 

Raman suivie d’un traitement par le clustering k-mean mettant en évidence le noyau (rouge), le 

cytoplasme (bleu clair et foncé), les vésicules (vert) et les inclusions cytoplasmiques (magenta) ; 

(C) Spectres moyens pour chaque cluster : i-noyau (rouge), ii-cytoplasme (bleu) et iii-vésicules 

(vert). D’après Krafft et al., 2006. 
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Ils ont, dans un premier temps, recherché le décalage Raman correspondant aux gouttelettes 

lipidiques, riches en triglycérides. Il se situe à 2845 cm-1 (figure 15A), et permet par la suite 

de réaliser des cartographies (figure 15B).  Ainsi, ils observent la présence de gouttelettes 

lipidiques dans le cytoplasme des cellules en différenciation. Cette observation est identique, 

qu’elle soit réalisée par la microspectroscopie CARS, ou suite à un marquage spécifique des 

gouttelettes lipidiques par l’ORO (Oil Red O) observées par microscopie optique (figures 15B 

et 15C). Cette étude sera ensuite étendue à l’étude de la biogenèse des gouttelettes (Nan et 

al., 2003). 

Une étude en 2006, utilisant la microspectroscopie Raman avec un traitement des données 

par Clustering a permis d’identifier différentes structures subcellulaires de fibroblastes de 

poumons humains (figure 16A).  Les auteurs ont mis en évidence 4 clusters associés aux 

noyaux, au cytoplasme, aux vésicules et aux inclusions cytoplasmiques (figure 16B). Pour 

chaque cluster, ils ont tracé les spectres correspondants dans le but d’identifier des décalages 

Raman spécifiques à chaque structure cellulaire en identifiant les principales molécules les 

constituants (tableau 2) (Krafft et al., 2006). 

En 2007, Mattäus et al. ont mis spécifiquement en évidence la présence de mitochondries par 

la microspectroscopie Raman. Pour ce faire, des cartographies suivies d’un traitement par 

HCA leur ont permis de mettre en évidence un cluster spécifique retrouvé dans le cytoplasme 

(figure 17A,a). Suite à un marquage au Mitotracker (ciblant spécifiquement les mitochondries) 

ils associent ce cluster aux mitochondries (figure 17A,b). Pour connaitre ces caractéristiques 

spectrales, ils ont tracé les spectres correspondant au noyau, au cytoplasme ainsi qu’aux 

mitochondries (figure 17B) (Matthäus et al., 2007). Ils constatent que ces trois spectres ont : 
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Figure 18 : Analyse par la microspectroscopie Raman de trois lignées cellulaires : NIH3T3 

(fibroblastes de souris), EPH4 (cellules épithéliales mammaires) et Hepa1-6 (cellules 

hépatocytaires). 

(A) Cartographie Raman reconstruites pour trois décalages Raman : cytochrome C en bleu 

(753 cm-1), protéines en vert (1686 cm-1) et lipides en rouge (2852 cm-1). (B) Spectre Raman moyen 

du noyau des trois lignées cellulaires NIH3T3 (bleu), EPH4 (violet) et Hepa1-6 (orange) dans la 

zone d’empreinte biologique (700-1800 cm-1). (C) Analyse en composantes principales des 

spectres présentés en B sous forme de plot en fonction de CP1 et CP2. D’après Ichimura et al., 

2014. 

Figure 17 : Analyse par microspectroscopie Raman de cellule HeLa. 

Mise en évidence de mitochondries dans 3 cellules HeLa, (a) par la microspectroscopie Raman 

suivie d’un traitement par HCA montrant le noyau (gris) et les mitochondries (vert), (b) marquage 

des mitochondries par le Mitotracker (vert). (B) Moyenne des spectres des clusters correspondant 

au noyau (noir), au mitochondrie (gris foncé) et au cytoplasme (gris clair) dans la zone d’empreinte 

biologique (600-1800 cm-1) et dans la zone CH (2600-3200 cm-1). D’après Mattäus et al.2007. 
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 Des signaux identiques, majoritairement associés aux protéines (1655 cm-1 : amide I, 

amide III entre 1270 cm-1 et 1350 cm-1 et le cycle des phénylalanines à 1002 cm-1) ;  

 Des différences d’intensité dues à la contribution des lipides (entre 2850 cm-1 et 

2900 cm-1 ainsi qu’à 1735 cm-1), majoritairement présents dans le cytoplasme et les 

mitochondries ;  

 Seuls les signaux associés aux bases uracile et thymine à 785 cm-1 sont fortement 

présents pour les spectres correspondant au noyau ainsi qu’au cytoplasme ;  

Par l’intermédiaire de ces différentes études permettant l’identification d’organites associés à 

différents décalages Raman, la caractérisation de différentes lignées cellulaires devient 

possible. Ainsi, en 2014, Ichimura et al. ont comparé trois lignées cellulaires différentes : des 

fibroblastes (NIH3T3), des cellules épithéliales mammaires (EPH4) ainsi que des hépatocytes 

par la microspectroscopie Raman. Ils ont reconstruit les cartographies Raman pour trois 

décalages Raman spécifiques : 753 cm-1 (cytochrome C), 1686 cm-1 (protéines) et 2852 cm-1 

(lipides). Ils observent que les hépatocytes présentent une forte quantité de cytochrome C 

associée aux mitochondries (figure 18A). Pour les discriminer de manière plus précise, ils se 

sont intéressés aux différences spectrales correspondant aux noyaux dans la zone biologique 

du spectre par une analyse en composantes principales (ACP). Ils constatent que le marqueur 

discriminant pour ces trois lignées correspond au cytochrome C (1583 cm-1) ainsi qu’aux 

protéines (Amide I : 1660 cm-1) (figure 18B). Suite aux traitements par l’ACP, ces trois lignées 

sont bien distinctes en fonction de CP1-CP2 (figure 18C) (Ichimura et al., 2014).  

D’autres études se sont portées sur la caractérisation des ilots de Langerhans destinés à la 

transplantation pour des patients atteints de diabète de type I. Pour cela, il a fallu connaitre le 

spectre Raman des différentes hormones pancréatiques (glucagon, insuline) (figure 19A).  
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Figure 19 : Détection de l’insuline et du glucagon dans des cellules de Langerhans par 

microspectroscopie Raman.  

(A) Spectre Raman de (a) l’insuline et du (b) glucagon dans la zone d’empreinte biologique 

(400-1800 cm-1). (B) Cartographie (a) Raman de coupe d’ilots de Langerhans pour les décalages 

Raman correspondant à l’ADN (783 cm-1), à l’insuline (pont disulfure à 520 cm-1) et au glucagon 

(tryptophane à 1545 cm-1) ainsi que la superposition des trois décalages Raman avec l’ADN (bleu), 

l’insuline (rouge) et le glucagon (vert). En parallèle, (b) un marquage fluorescent correspondant 

spécifiquement à l’ADN (DAPI), et un immunomarquage de l’insuline (INS) et du glucagon (GLU) 

ont été réalisés ainsi que la superposition des marquages avec l’ADN (bleu), l’insuline (rouge) et le 

glucagon (vert). (c) superpositions des cartographies Raman et des marquages fluorescents. 

D’après Hilderink et al., 2013. 

Figure 20 : Observation de la différenciation de trois lignées cellulaires. 

(A) Cellules de neuroblastome de souris (N2a) différenciées en cellules neuronales, (B) fibroblastes 

(3T3-L1) en cellules adipocytaires, et (C) cellules souches embryonnaires (ES) en ES Diff. Pour 

chaque condition, les cartographies Raman avant et après différenciation sont représentées et 

reconstruites pour trois décalages Raman : cytochrome C en bleu (753 cm-1), protéines en vert 

(1686 cm-1) et lipides en rouge (2852 cm-1) avec pour A et B une analyse en composantes 

principales sous forme de plot en fonction de CP1 et CP2. D’après Ichimura et al., 2014. 
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Le glucagon possède deux signaux Raman spécifiques : 759 cm-1 et 1552 cm-1 (associés au 

tryptophane) ; l’insuline possède également des bandes caractéristiques telles que la bande à 

520 cm-1 correspondant aux vibrations des ponts disulfures (S-S) et des vibrations de 

déformations (C-S) à 662 cm-1. Grâce à ces différences spectrales, on discrimine les cellules 

alpha sécrétant le glucagon des cellules bêta sécrétant l’insuline (figure 19B) (Hilderink et al., 

2013). 

2. Mise en évidence de processus biologiques 

Quelques années après les études présentées précédemment, de nombreux auteurs se sont 

intéressés à divers processus biologiques avec l’objectif de remplacer les technologies 

classiques de la biologie qui requièrent très souvent des colorations et/ou des marquages 

préalables par la microspectroscopie vibrationnelle qui ne requiert pas l’utilisation de colorant.  

Après avoir montré la capacité de la microspectroscopie Raman à suivre la différenciation 

cellulaire de trois lignées (figure 18), Ichimura et al. mettent en évidence une augmentation 

des vésicules lipidiques ainsi que du cytochrome C dans le cytoplasme. Pour chaque 

condition, grâce à une ACP, les populations cellulaires non différenciées et différenciées se 

distinguent clairement (figure 20) (Ichimura et al., 2014). 

De même, une étude utilisant la microsepctroscopie CARS multiplexe a permis de caractériser 

le devenir de cellules souches mésenchymateuses (figure 21A) en deux types de cellules 

distinctes : cellules adipogéniques ou cellules ostéogéniques. Après acquisition des 

cartographies CARS, l’utilisation d’un traitement proche de la MEM révèle lors de la 

différenciation en cellules adipogéniques, un signal spécifiquement retrouvé à 2860 cm-1 

indiquant la présence de gouttelettes lipidiques (figure 21B), signal absent dans les cellules 

ostéogéniques. 
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Figure 21 : Mise en évidence de la 

différenciation de cellules souches 

mésenchymateuses.  

Une analyse par la microspectroscopie 

CARS multiplexe suivie d’un traitement par 

la méthode de l’entropie maximum de (A) 

cellules souches mésenchymateuses, (B) 

ces mêmes cellules mises en 

différenciation adipogénique ou (C) en 

différenciation ostéogénique. Les 

cartographies sont reconstruites pour 4 

décalages Raman : Le noyau en bleu 

(2950 cm-1-2850 cm-1), le cytoplasme en 

vert, les gouttelettes lipidiques en rouge 

(2860 cm-1) et les cristaux en noir (955 cm-

1). Pour chaque condition, un spectre de 

chaque compartiment cellulaire est 

représenté (D) dans la zone d’empreinte 

biologique (800-1800 cm-1) et (E) dans la 

zone CH (2600-3100 cm-1). D’après Lee et 

al., 2014. 

 

Figure 22 : Etude de la différenciation myogénique par la microspectroscopie Raman.  

Des myoblastes (cellules de la lignée C2C12) sont analysés à (A) trois jours avant l’induction de la 

différenciation, (B) lors de l’induction de la différenciation et (C) trois jours après l’induction de la 

différenciation. Les cartographies montrent en bleu le cytochrome C (753 cm-1), en vert les 

protéines (1004 cm-1) et en rouge les lipides (2852 cm-1). (D) Spectres moyens Raman du noyau 

pour chaque condition (trois jours avant la différenciation : bleu, le jour de la différenciation : orange 

et trois jours après la différenciation : violet) dans la zone d’empreinte biologique (700-1800 cm-1). 

(E) Intensité relative de 7 décalages Raman en fonction des différentes conditions (pics pointés par 

des têtes de flèche en D). D’après Ichimura et al., 2015. 
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En différenciation ostéogénique, un signal apparait à 955 cm-1, correspondant à la présence 

de cristaux de minéraux d‘hydroxyapatite (figure 21C). Ainsi, les auteurs montrent la capacité 

de la microspectroscopie CARS à identifier le devenir des cellules engagées en différenciation 

(Lee et al., 2014). 

Sur la base des signaux associés aux cytochrome C, aux protéines et aux gouttelettes 

lipidiques, il est possible d’identifier des cellules de la lignée murine C2C12 s’engageant dans 

la différenciation myogénique (figure 22). Le processus de différenciation induit une 

augmentation d’intensité des trois signaux. Dans le but de mieux caractériser cette 

différenciation myogénique, l’intensité des signaux associés à sept autres décalages Raman 

a été quantifiée (figure 22D). Les auteurs observent une augmentation significative de la taille 

de deux d’entre eux en comparant les différents temps ; ils sont associés aux acides 

nucléiques (1127 cm-1) et au cytochrome C (1310 cm-1). Concernant les autres pics, ils 

constatent que leur intensité augmente au cours de la différenciation, mais de manière non 

significative (figure 22E). Ces résultats montrent que la microspectroscopie Raman peut être 

utilisée pour suivre la myogenèse in vitro (Ichimura et al., 2015).  

Parmi les nombreux processus cellulaires, l’apoptose est un des mécanismes les plus connus. 

Une première étude s’est focalisée sur le stress généré à des fibroblastes par un traitement 

au glyoxal.  Après l’analyse des cellules par microspectroscopie Raman et un traitement des 

données par clustering, les auteurs observent une diminution des vésicules lipidiques et une 

accumulation d’ARN et de corps d’inclusion pour les cellules traitées avec le glyoxal (figure 

23B). Les résultats sont quasi identiques à ceux obtenus par l’analyse de cellules identifiées 

comme apoptotiques (figure 23B). Les auteurs en concluent que le glyoxal induirait un stress 

cellulaire pouvant conduire à la mort de la cellule par apoptose (Krafft et al., 2006).  

Une étude récente s’est intéressée à observer le processus apoptotique en utilisant la 

microspectroscopie CARS multiplexe. L’induction de l’apoptose (par du plasma activé) 

entraine une diminution drastique des gouttelettes lipidiques comparée aux cellules témoin 

(figure 24). (Furuta et al., 2017). 
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Figure 23 : Analyse de fibroblastes pulmonaires par la microspectroscopie Raman.  

Cartographie Raman suivie d’un traitement par le clustering k-mean de fibroblastes (A) sans 

traitement, (B) traités par le glyoxal (1 mM - 24 h), (C) en apoptose. Noyau en rouge, cytoplasme 

en bleu clair et bleu foncé, vésicules en vert et inclusions cytoplasmiques en magenta. D’après 

Krafft et al., 2006. 

Figure 24 : Mise en évidence de l’apoptose suite à un traitement avec du plasma activé par 

la microspectroscopie CARS multiplexe.  

Des cellules HeLa sont analysées (A) sans ou (B) avec traitement au plasma activé (PAM) durant 

24 h dans la zone CH (2500-3300 cm-1). Les cartographies sont retracées pour visualiser les lipides 

(2845 cm-1). Pour chaque condition, les cartographies CARS sont montrées ou les zones rouges 

correspondent à une forte intensité et les zones bleue/noire à une absence du pic à 2845 cm-1. Les 

spectres de trois zones spécifiques sont tracés avec (i) : une zone de forte intensité, (ii) : une zone 

de faible intensité et (iii) : une zone sans intensité. D’après Furuta et al., 2017. 
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Plus récemment, des cartographies CARS dans la zone CH pour visualiser les lipides 

(2840 cm-1) et les protéines (2930 cm-1) mettent en évidence la transformation/activation des 

cellules microgliales en type M1, lors d’une infection bactérienne (figure 25). Une 

augmentation de lipides et de protéines est observée après induction de l’infection. Elle 

coïncide avec la synthèse de novo d’acides gras et de protéines participant aux interactions 

intracellulaires, à des modifications de la morphologie et à la mobilité cellulaire, réactions de 

protection face à l’infection (Dessai et al., 2018). 

Les études réalisées par la microspectroscopie Raman, et plus récemment par la 

microspectroscopie CARS, pour identifier des compartiments cellulaires ou bien pour mettre 

en évidence divers processus biologiques apportent des informations importantes afin de 

s’orienter vers l’analyse des cellules « anormales », en particulier les cellules tumorales 

(identification, détection, …) et leur comportement vis-à-vis des traitements anti-tumoraux.  

3. Détection de cellules tumorales  

Le diagnostic de cancers représente une perspective ambitieuse concernant les applications 

de la microspectroscopie vibrationnelle. Les études dans ce domaine sont relativement 

récentes (depuis 2005 pour la microspectroscopie Raman et 2010 pour la microspectroscopie 

CARS).  

a. Processus cancéreux 

Le processus cancéreux, ou cancérogenèse, correspond à l’étape initiale de la transformation 

d’une cellule saine en cellule cancéreuse, jusqu’à dissémination à partir de la tumeur primaire 

de cellules cancéreuses dans l’organisme pour former des tumeurs secondaires (métastases). 

Ainsi, le processus cancéreux est subdivisé en trois phases (figure 26):  

 L’étape d’initiation débute lorsque le génome de la cellule subit des altérations. Ces 

modifications génomiques vont faire que la cellule initiatrice pourra échapper aux 

différents systèmes de contrôle du cycle cellulaire ;    
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Figure 25 : Observation de 

l’activation des cellules de la 

microglie suite à un traitement 

avec des lipopolysaccharides 

(LPS) par la microspectroscopie 

CARS.  

Des cellules microgliales (a) sans 

traitement ou traitées pendant (b) 4 

heures, (c) 6 heures et (d) 24 heures 

avec des LPS. Pour chaque 

condition, les cartographies CARS 

sont représentées avec les protéines 

en rouge (2930 cm-1), les lipides en 

vert (2840 cm-1). La superposition 

des deux cartographies est 

également effectuée. D’après Dessai 

et al., 2018. 

Figure 26 : Les différentes étapes d’évolution d’un cancer.  

Les étapes d’initiation (vert), de promotion (violet) et de progression tumorale (rouge) sont 

montrées. D’après Duee et al., 2011. 
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 L’étape de promotion est la suite directe de l’étape d’initiation. Elle correspond à la 

capacité des cellules porteuses des modifications génomiques à proliférer rapidement. 

Cette expansion clonale conduit à la formation d’une tumeur primaire, composée de 

cellules identiques à la cellule initiatrice. Cette étape est un processus relativement 

long ;  

 L’étape de progression sera la dernière qui permettra la vascularisation de la tumeur 

(angiogenèse) permettant aux cellules cancéreuses de migrer de leur site primaire vers 

d’autres sites de l’organisme. Ce sera la formation de métastases. (Duee et al., 2011).  

Durant chaque étape du processus cancéreux, les cellules tumorales voient leur profil 

d’expression génique modifié suite à des modifications de l’état de la chromatine. Cette 

évolution de l’expression et de la répression de gènes permet aux cellules cancéreuses 

d’acquérir de nouvelles propriétés comme : un potentiel de réplication quasi illimité 

(augmentation de la prolifération cellulaire), une dérégulation de leur métabolisme (contribuant 

à des résistances aux chimiothérapies), une capacité d’invasion (favorisant la formation de 

métastase),… (figure 27).  

Parmi ces nombreux facteurs, la modification du métabolisme cellulaire constituerait un 

élément majeur pour identifier une cellule cancéreuse (Hanahan and Weinberg, 2011). De ce 

fait, le métabolisme lipidique des cellules cancéreuses a été grandement étudié par 

microspectroscopie vibrationnelle.  
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Figure 27 : Liste non exhaustive des caractéristiques pouvant acquérir les cellules 

cancéreuses au cours du processus tumoral. D’après Hanahan and Weinberg, 2011. 

Figure 28 : Étapes de la biogenèse d’une gouttelette lipidique.  

(A) Les enzymes participant à la synthèse d’esters lipidiques (l’acyl-CoA:cholestérol 

acyltransférases (ACAT) et l’acyl-coenzyme A: diglycérol acyltransférases (DGAT), présentes sur 

la membrane du réticulum endoplasmique (RE), provoquent une accumulation de lipides neutres 

entre les deux feuillets du RE. A force d’accumulation, la membrane du RE bourgeonne et libère 

dans le cytoplasme des gouttelettes lipidiques composées d’une monocouche de phospholipides 

enveloppant des protéines et des esters de lipides. (B) Une fois formées, les gouttelettes lipidiques 

de petits volumes fusionnent ce qui augmentent leur volume. Les gouttelettes peuvent rester dans 

le cytoplasme ou alors être dégradées pour que les acides gras puissent être utilisés par la cellule. 

D’après Thiam and Beller, 2017 ; Ohsaki et al., 2009. 
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b. Métabolisme lipidique et cancer 

Toute cellule a besoin d’un réservoir intracellulaire de lipides pour le renouvellement des 

phospholipides membranaires, la compartimentation intracellulaire, voire la génération 

d’énergie sous forme d’ATP,… La formation des gouttelettes lipidiques commence au niveau 

du réticulum endoplasmique où des lipides neutres s’accumulent au niveau des deux feuillets 

membranaires. Cette accumulation aboutit à la formation d’un bourgeon lipidique qui se 

décroche du réticulum endoplasmique, provoquant la libération de gouttelettes lipidiques dans 

le cytoplasme de la cellule (figure 28A). Par la suite, les petites gouttelettes fusionnent entre 

elles pour augmenter leur diamètre. La taille des gouttelettes lipidiques varie selon les cellules 

étudiées allant de 10 nm à presque 100 nm de diamètre (Thiam and Beller, 2017, Ohsaki et 

al., 2009) (figure 28B).  

Les gouttelettes lipidiques sont constituées d’une monocouche de phospholipides qui enferme 

des lipides neutres, principalement des triglycérides et des esters de stérols (Yu et al., 2014; 

Zumbusch et al., 2013, Giroud, 2015) (figure 29). La composition en acides gras des 

gouttelettes varie en fonction des cellules étudiées. Par exemple, les cellules présentes dans 

le tissu adipeux blanc contiennent majoritairement des triacylglycérides et les cellules non 

adipeuses majoritairement des ester de cholestérol (Ohsaki et al., 2009). Les gouttelettes 

lipidiques sont composées majoritairement de triglycérides, constitués de trois chaines 

d’acides gras saturés ou non pouvant contenir chacune entre 14 et 24 carbones, et de 

phospholipides avec deux chaines d’acides gras. 
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Figure 29 : Composition d’une gouttelette lipidique.  

Une monocouche de phospholipides présentant des protéines (perilipin, DGAT2, CCT, RAB18, …) 

contient des lipides neutres en son centre (majoritairement triglycérides). D’après Giroud, 2015. 

Figure 30 : Évaluation de la quantité de gouttelettes lipidiques dans des cellules 

cancéreuses colorectales par la microspectroscopie Raman.  

Cartographie Raman suivie d’un traitement par clustering des cellules saines colorectales (A) et 

d’une cellule de cancer colorectal (B) sur la plage spectrale de 0-3750 cm-1. Pour chaque condition, 

les cartographies sont retracées pour 3 clusters correspondant au cytochrome C (rouge), aux 

gouttelettes lipidiques (vert), et au reste de la cellule (gris) ; les spectres moyens de chacun d’eux 

sont encadrés. D’après Scalfi-Happ et al., 2011. 
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Il y a donc, au sein d’une petite zone dans le cytoplasme, un grand nombre de répétition de 

liaisons chimiques identiques dont la capacité vibratoire est importante. Ainsi, de nombreuses 

études utilisant les technologies vibrationnelles se sont intéressées à caractériser des cellules 

cancéreuses, voire même des grades de cancers, en fonction de la quantité de gouttelettes 

lipidiques et de leurs compositions en acides gras (Abramczyk et al., 2015). Ainsi, il a été mis 

en évidence que lors du processus cancéreux, le métabolisme lipidique augmente, ce qui se 

traduit par la présence de gouttelettes lipidiques. Ces dernières peuvent être considérées 

comme des biomarqueurs et sont plutôt en lien avec un mauvais pronostic (Tirinato et al., 

2017).   

Au vu du rôle primordial des gouttelettes lipidiques dans le processus cancéreux et de leur 

capacité d’avoir une signature vibrationnelle très forte, de nombreuses études se sont 

focalisées sur cet aspect des cellules cancéreuses permettant leur identification.  

c. Métabolisme lipidique, microspectroscopie vibrationnelle et cancer 

Une étude effectuée en 2011 a permis de comprendre les différences notables concernant la 

présence de gouttelettes lipidiques entre des cellules saines et des cellules de cancers 

colorectaux par la microspectroscopie Raman. Les cartographies réalisées sur la globalité du 

spectre Raman ont été traitées par clustering. Il apparait que le cluster majoritaire dans le cas 

de cellules saines correspond au cytochrome C (750 cm-1) (figure 30A) tandis que les cellules 

cancéreuses possèdent un cluster majoritaire associé aux lipides (1658 cm-1, 1441 cm-1), 

représentant les gouttelettes lipidiques (figure 30B). La quantification des signaux (nombre 

de pixel) met en évidence la présence de lipides dans chaque type cellulaire. Ainsi, dans les 

cellules saines, les gouttelettes lipidiques représentent 1,8 % des lipides totaux contre 13,8 % 

pour les cellules cancéreuses (soit 7,7 fois plus). Les auteurs en concluent que les cellules 

cancéreuses possèdent de fortes quantités de lipides intracellulaires utilisables comme 

biomarqueur cancéreux (Scalfi-Happ et al., 2011).  
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Figure 32 : Analyse par microspectroscopie Raman de sept lignées cellulaires représentant 

les différents grades du cancer du sein.  

Les cartographies Raman sont réalisées dans la zone CH (2800-3050 cm-1). 

(A) Cellule saine (HMECs), (B) cellule saine immortalisée (HMLE), cellule saine immortalisée et 

transformée (HMLE-Ras) et cellule cancéreuse immortalisée et transformée (HMLE-Twist), (C) 

cellule cancéreuse épithéliale non invasive et non métastatique (TD47 et BT-474) et cellule 

cancéreuse mésenchymateuse invasive et métastatique (MDAMB231). Les fortes intensités 

apparaissent en rouge et les plus faibles en violet. D’après Chaturvedi et al., 2016. 

Figure 31 : Analyse des différents grades du cancer du sein par la microspectroscopie 

Raman.  

(A) Trois lignées cellulaires mimant les différents grades du cancer sont cartographiées par la 

microspectroscopie Raman dans la zone CH (2600-3940 cm-1) : (a) cellule non cancéreuse 

(MCF10A), (b) cellule modérément cancéreuse (MCF7) et (c) cellule hautement cancéreuse (MDA-

MB-231). Pour chaque condition, une image en lumière blanche ainsi que les cartographies CARS 

correspondant au contenu lipidique (2840-2900 cm-1) et protéique (2900-3000 cm-1) sont 

présentées. (B) Comparaison des spectres Raman du contenu lipidique des gouttelettes provenant 

de quatre origines : (a) tissu adipeux sain mammaire, (b) MCF10A, (c) MCF7 et (d) MDA-MB-231, 

dans la zone CH (2700-3100 cm-1). D’après Abramczyk et al., 2015. 
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Des travaux conduits en 2015 à partir de cellules représentant les différents grades du cancer 

du sein (lignée cellulaire MCF10A non cancéreuse, lignée cellulaire MCF7 modérément 

cancéreuse et la lignée cellulaire MDA-MB-231 cancéreuse) avaient pour objectif de définir le 

rôle des gouttelettes lipidiques en lien avec le grade d’un cancer.  

La réalisation pour chaque lignée de cartographies Raman dans la zone CH a permis de 

constater que les gouttelettes lipidiques augmentent dans les cellules cancéreuses et 

métastasiques comparées aux cellules saines (2844 cm-1 et 2906 cm-1) avec une 

augmentation des protéines associées aux gouttelettes (figure 31A). L’augmentation du 

nombre de gouttelettes lipidiques serait due à un accroissement du métabolisme lipidique, et 

serait corrélée à l’état agressif du cancer. De plus, une comparaison de la signature Raman 

dans la zone CH des gouttelettes avec celles provenant d’un tissu adipeux sain révèle des 

différences. Les gouttelettes provenant des trois lignées cancéreuses présentent 

majoritairement une forte quantité de triglycérides avec des acides linoléiques et oléiques, 

alors que dans celles du tissu adipeux les triglycérides possèdent des acides arachidoniques. 

Ainsi, ces travaux ont clairement montré que les cellules cancéreuses ont un métabolisme 

lipidique différant des cellules saines avec un changement de composition en acides gras 

(Abramczyk et al., 2015). 

En parallèle, Chaturvedi et al. ont réalisé des cartographies sur cellules de lignées saines 

(cultures primaires), immortalisées, transformées non invasives et invasives, elles mettent en 

évidence que les cellules immortalisées et transformées ont une quantité et une distribution 

de lipides relativement identiques entre elles (figure 32B) et plus importantes que celles des 

cultures primaires (figure 32A). Les auteurs constatent également une plus forte quantité de 

lipides intracellulaires pour les lignées invasives et métastasiques par rapport aux non 

invasives (Chaturvedi et al., 2016).  
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Figure 33 : Processus de génération de métastases par l’intermédiaire des cellules 

circulantes tumorales (CCT). D’après Wu et al., 2017. 

Figure 34 : Analyse du contenu lipidique de CCT et leucocytes sains (extrait de sang de 

patient atteint d’un cancer de la prostate). 

(a) Immunomarquage du CD45 en vert, (b) marquage à la cytokératine (CK) en jaune (c) 

cartographie CARS retracé à 2840 cm-1, en rouge, représentant les lipides et (d) superposition 

des trois marquages. D’après Mitra et al., 2012a. 
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Suite à cette distinction de cellules cancéreuses et des différents grades en fonction du 

contenu lipidique, d’autres études se sont axées sur le devenir des tumeurs primaires et leur 

capacité à générer des métastases. Mitra et al. ont focalisé leur étude sur les cellules 

circulantes tumorales (CCT) à l’origine de la formation des métastases en se détachant de la 

tumeur primaire via la transition épithélio-mésenchymateuse. Elles passent par  intravasasion 

dans la circulation sanguine d’où elles sortiront (extravasation) pour former une métastase 

(Paoletti and Hayes, 2016; Wu et al., 2017) (figure 33). A l’heure actuelle, la caractérisation 

des CCT par les technologies classiques est laborieuse et compliquée. Dans une étude de 

2012, les auteurs ont caractérisé par microspectroscopie CARS le niveau de gouttelettes 

lipidiques intracellulaire des CCT provenant de patients atteints d’un cancer de la prostate. 

Après cartographie CARS de cellules circulantes limitée au décalage Raman associé aux 

liaisons CH2 (2840 cm-1), les résultats montrent que les CCT possèdent une très forte quantité 

de lipides (figure 34) qui peut être considérée comme un biomarqueur cancéreux (Mitra et al., 

2012). 

Des travaux ont concerné l’influence du régime alimentaire sur la génération de CCT. Des 

cellules cancéreuses de poumon (exprimant la GFP et la RFP pour leur traçabilité) sont 

injectées en sous-cutanée à des souris. Après la xénogreffe, une partie des souris a un régime 

alimentaire classique et l’autre un régime riche en graisse. Après 4 semaines de régime, les 

auteurs réalisent une numération des cellules GFP+ et RFP+ présentes dans le sang des 

souris. Ils observent que les souris ayant le régime « gras » ont plus de cellules doublement 

positives, donc de CCT (figure 35A). Après isolement de ces cellules et analyse par 

microspectroscopie CARS, ils constatent que les CCT provenant de souris avec un régime 

hautement calorique possèdent une forte quantité de lipides intracellulaires (figure 35B) inclus 

dans un très faible nombre de gouttelettes (1 à 2 par cellules) mais de grand diamètre.  
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Figure 35 : Relation entre le nombre de CCT, leur contenu lipidique et le régime alimentaire.  

(A) Dénombrement des cellules CCT (GFP+/RFP+) par cytométrie en flux intravitale réalisée au 

niveau d’une veine périphérique de souris soumises à une alimentation normale (LD) ou riche (HD) 

en lipides à 1, 2, 3 ou 4 semaines après xénogreffes de cellules cancéreuses (GFP+/RFP+). (B) 

Analyse de CCT (GFP+/RFP+) par microspectroscopie CARS à 2840 cm-1 provenant (a) de souris 

ayant reçu une alimentation normale (LD) ou (b) riche en graisse (HD). D’après Le et al., 2009. 

Figure 36 : Influence d’un traitement anticancéreux sur des cellules de cancer du poumon 

humain (lignée Calu-1).  

Cartographie Raman d’une cellule Calu-1 (A) sans traitement, (B) traitée à la gemcitabine 1 nM 

pendant 24 h, (C) 100 nM pendant 48 h. Pour chaque condition, l’image en lumière blanche ainsi que 

les cartographies Raman mettent en évidence (a) l’ADN, (b) les ARN et (c) les protéines. D’après 

Draux et al., 2011. 
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Ainsi, la microspectroscopie CARS apporte des informations sur l’agencement des lipides 

dans les CCT, et met également en évidence l’incidence de l’alimentation qui favoriserait 

l’incorporation de lipides dans les cellules cancéreuses (Le et al., 2009). 

Toutes les études préalablement décrites et visant à analyser le contenu lipidique de cellules 

tumorales s’accordent à dire que l’état agressif et le faible pronostic de survie est à corréler à 

une forte quantité de lipides intracellulaires (Chaturvedi et al., 2016).   

d. Traitement anti-cancéreux et analyse vibrationnelle 

Pouvoir analyser des cellules tumorales par microspectroscopie Raman offre de nombreuses 

applications comme par exemple évaluer l’effet de molécules antinéoplasiques.  

Dès 2011 des chercheurs ont cartographié des cellules tumorales de poumon (Calu-1) traitées 

à la gemcitabine, un inhibiteur de la synthèse d’ADN. Ils constatent que suite au traitement, la 

contribution spectrale associée à l’ADN est grandement diminuée alors que celle des protéines 

augmente (figure 36). Malgré la faible résolution des cartographies présentées, il apparait que 

la microspectroscopie Raman permet d’observer des changements biochimiques au sein de 

la cellule suite à un traitement anti-cancéreux (Draux et al., 2011). 

Les récepteurs membranaires comme le récepteur à l’EGF (EFGR) constituent également des 

cibles pour les traitements anti-tumoraux. Dans cette optique, une molécule inhibitrice de 

l’activation de l’EGFR, l’erlotinib est utilisée. En 2014, Samir F. El-Mashtoly et al. par 

microspectroscopie Raman ont évalué l’effet de l’erlotinib lors de traitement de cellules de la 

lignée  colorectale SW480 qui exprime fortement ce récepteur. Cette molécule a une signature 

spécifique provenant d’un groupement alcyne terminal, dans la zone silencieuse du spectre 

Raman (entre 2085 et 2140 cm-1) ce qui facilite sans ambiguïté sa localisation dans la cellule 

(figure 37A).  
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Figure 37 : Localisation de l’erlotinib dans 

des cellules cancéreuses colorectales par 

microspectroscopie Raman.  

(A) Structure chimique de l’erlotinib. En rouge 

est mis en évidence le groupement alcyne. (B) 

Cartographie Raman des cellules SW480 suite 

à un traitement de 12 h avec 100 µM d’erlotinib. 

(a) Cartographie Raman correspondant à la 

zone CH (2800-3050 cm-1), (b) cartographie 

Raman retracée au décalage Raman 

spécifique de la triple liaison carbone 

spécifique de l’erlotinib (2110 cm-1), (c) 

superposition des images (a) et (b), (d) 

traitement HCA dans la zone d’empreinte 

biologique (700-1800 cm-1) et dans la zone CH 

(2800-3100 cm-1) montrant les différents 

clusters dont le cluster associé au noyau, aux 

nucléoles, aux différents organites 

intracellulaires ainsi qu’à l’erlotinib (turquoise) 

et (e) superposition de (b) et de (d) cluster de 

l’erlotinib. D’après El-Mashtoly et al., 2014. 

Figure 38 : Influence du traitement à l’erlotinib sur des cellules cancéreuses colorectales. 

(A) Cartographie Raman d’une cellule cancéreuse SW-48 (a) dans la zone CH (2800-3100 cm-1), 

(b) suite à un traitement par HCA montrant 4 clusters associés à la membrane plasmique (rouge), 

au cytoplasme (bleu), au noyau (vert), aux gouttelettes lipidiques (rose), et (c) spectres 

correspondants à chaque cluster. (B) Cartographie Raman suivie d’un traitement HCA d’une cellule 

cancéreuse SW-48 (a) sans traitement à l’erlotinib, (b) avec traitement à l’erlotinib 10 μg/ml pendant 

12 h, (c) cartographie correspondant seulement au cluster des gouttelettes lipidiques avant 

traitement à l’erlotinib et (d) cartographie du cluster des gouttelettes lipidiques suite au traitement 

à l’erlotinib. Les quatre clusters correspondant à la membrane plasmique (rouge), au cytoplasme 

(bleu), au noyau (vert), aux gouttelettes lipidiques (jaune) sont représentés. D’après Yosef et al., 

2015. 
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Après traitement des cellules, l’erlotinib se retrouve spécifiquement présent au niveau de la 

membrane plasmique, où se situe l’EGFR (El-Mashtoly et al., 2014) (figure 37B,c). 

Lors de traitement avec l’erlotinib sur des lignées de CCR dépourvues de mutation au niveau 

des gènes KRAS et BRAF, Yosef et al. observent une nette diminution des gouttelettes 

lipidiques comparée aux cellules sans traitement (figure 38B) alors que pour les cellules des 

lignées cancéreuses porteuses de mutations sur les gènes KRAS et BRAF le contenu lipidique 

demeure inchangé. Les auteurs en ont conclu qu’un traitement anti-cancéreux joue un rôle 

non négligeable sur le métabolisme lipidique, et que la présence de mutations sur certains 

gènes (KRAS et BRAF) induit une résistance aux traitements anti-cancéreux (Yosef et al., 

2015). 

Une étude récente concerne l’action de 4 polyphénols dans le cas de traitements anti-

cancéreux. Les polyphénols sont des molécules ayant des rôles bénéfiques sur diverses 

maladies comme les maladies inflammatoires, les maladies cardiovasculaires, voire certains 

cancers. Des cellules de tumeurs mammaires subissent des traitements avec un des 4 

polyphénols puis sont analysées par microspectroscopie Raman. Les cartographies 

reconstruites suivant un ratio : 2851 cm-1/1254 cm-1 (lipides/protéines) permettent de 

discriminer les lipides avec un fort rapport signal sur bruit. Une augmentation de lipides 

intracellulaires, correspondant à des gouttelettes lipidiques, est constatée lors de traitements 

avec chaque polyphénol (figure 39). Les traitements aux polyphénols induisent une 

accumulation rapide de gouttelettes lipidiques qui peuvent être considérées comme des 

biomarqueurs de stress cellulaires et donc d’apoptose, suite aux traitements (Mignolet et al., 

2018). 

Au vu de ces différents exemples, on constate clairement qu’il a d’abord fallu identifier les 

signatures vibrationnelles correspondant aux différentes structures cellulaires avant de pouvoir 

analyser divers processus biologiques. Malgré cela, le cycle cellulaire, processus fondamental, 

n’a été que très peu étudié par la microspectroscopie vibrationnelle.   
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Figure 39 : Influence de traitement aux polyphénols sur des cellules de tumeurs mammaires. 

La cartographie Raman de la zone d’empreinte biologique (600-1800 cm-1) représente le ratio 

2851 cm-1/1254 cm-1 (lipides/protéines) pour (A) cellules cancéreuses non traitées, (B) cellules 

cancéreuses traitées au gallate d'épigallocatéchine (EGCG), (C) cellules cancéreuses traitées à 

l’acide gallique (GAL), (D) cellules cancéreuses traitées au resveratrol (RES) et (E) cellules 

cancéreuses traitées à l’acide tannique (TAN), durant 24 h. Les pixels représentés sur l’échelle de 

jaune à rouge montrent la présence de lipides et ceux représentés du vert à bleu montrent la 

présence de protéines. D’après Mignolet et al., 2018. 

Figure 40 : Avancement d’une cellule dans le cycle cellulaire 

La cellule passe respectivement par les phases G1, S, G2 et la mitose pour 

la générer deux cellules filles ; alors que la phase G0 est la phase de 

quiescence. D’après Yang, 2012. 
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V. Le cycle cellulaire  

Le cycle cellulaire est un processus associé à la prolifération cellulaire au cours duquel la 

cellule duplique son information génétique qui sera ensuite répartie équitablement lors de la 

division entre les deux cellules filles. Ces dernières seront obligatoirement identiques, pouvant 

être considérées comme des clones cellulaires. Au regard d’un organisme adulte entier, il n’y 

a que très peu de cellules qui entrent dans le cycle cellulaire, la majorité des cellules sont 

considérées comme « dormantes », c’est-à-dire non prolifératives. Les cellules dormantes 

sont généralement des cellules différenciées comme les neurones voire les hépatocytes. Mais 

l’aspect de « repos cellulaire » se trouve aussi pour des cellules souches telles que les cellules 

souches hématopoïétiques, musculaires, intestinales, … (Oki et al., 2015). Ces dernières 

seront sensibles à des signaux extérieurs, comme des facteurs de croissance, pour permettre 

leur retour dans le cycle cellulaire. Elles sont considérées comme des cellules de « réserve » 

(Williams and Stoeber, 2012). Ces cellules sont dans la phase dite G0 ou phase de quiescence 

hors du cycle cellulaire (figure 40). Cependant elles pourront réintégrer le cycle cellulaire pour 

permettre la régénération du tissu qui les contient si celui-ci subit des dommages.   

1. Les étapes du cycle cellulaire 

Le cycle cellulaire se scinde en deux étapes majeures : l’interphase correspondant à la 

réplication de l’ADN et au doublement des constituants cellulaires, et la mitose au cours de 

laquelle il y a une répartition identique des chromosomes entre les deux cellules filles, et 

équitable des autres constituants cellulaires. Chaque grande étape est constituée de sous 

étapes distinctes.  

a. Interphase 

L’interphase est l’étape la plus longue du cycle cellulaire. Elle est composée de 3 sous 

étapes (Harper and Brooks, 2004; Williams and Stoeber, 2012) (figure 40) :  
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Figure 41 :Représentation de l’organisation des chromosomes 

Les chromosomes (bleu), les centrosomes (rouge) et les microtubules (gris) sont présent durant 

chaque étape de la mitose. D’après Jackson et al., 2007. 
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 Phase de croissance cellulaire (G1) : Étape de synthèse des protéines nécessaires 

pour la suite du cycle cellulaire, elle s’accompagne d’un accroissement du volume 

cellulaire ; 

 Phase de synthèse (S) : Étape de réplication du matériel génétique de la cellule. Elle 

est cruciale et relativement longue car la réplication doit être fidèle et surtout doit éviter 

les mutations. Le centrosome (Centre Organisateur des Microtubules ; COMT) se 

duplique également au cours de cette phase ; 

 Phase de préparation à la division cellulaire (G2) : La cellule synthétise les protéines 

en vue de se préparer à la division cellulaire. En parallèle, un contrôle « qualité » est 

réalisé pour s’assurer de la bonne réplication de l’ADN. 

b. Mitose 

La mitose est la phase du cycle cellulaire la plus courte (1 à 2h). Elle se divise en 5 sous 

phases (figure 41) : 

 La prophase : Étape de condensation de la chromatine grâce à des protéines 

spécifiques, les condensines. En fin de prophase, l’enveloppe nucléaire est 

déstructurée et se retrouve sous la forme de vésicules. À ce stade chaque 

chromosome possède deux chromatides. Parallèlement, les centrosomes migrent à 

chaque pôle de la cellule et commencent à assurer leur fonction de COMT ;  

 La prométaphase : À partir du COMT, les microtubules kinétochoriens irradient dans 

la cellule pour capturer les chromosomes en s’attachant spécifiquement aux 

kinétochores présents au niveau des centromères des chromosomes. Cette phase est 

primordiale, la cellule contrôle l’attachement des chromosomes ;  

 La métaphase : Étape d’alignement des chromosomes au plan équatorial de la cellule ; 
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Figure 42 : Cycle cellulaire présentant les 4 phases (phase G1, phase S, phase G2 

et la mitose) ainsi que les 4 points de contrôles majeurs (transitions G2/M, 

métaphase/anaphase et passage de G0 et en phase S) et le point de restriction en 

phase G1. D’après Harper and Brooks, 2004 ; Bowel et al., 2017 
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 L’anaphase : Étape de séparation des chromatides sœurs. Les cohésines qui accolent 

les chromatides sœurs au niveau des régions centromériques sont dégradées. Les 

microtubules kinétochoriens se raccourcissent afin de ramener chaque lot de 

chromosomes à chaque pôle de la cellule. En parallèle, les microtubules polaires 

s’allongent, provoquant un allongement de la cellule avec une constriction de la 

membrane plasmique au niveau du plan équatorial de la cellule ; 

 La télophase : Étape de restructuration de l’enveloppe nucléaire et de décondensation 

de la chromatine, avec formation des noyaux ;  

Suite à la mitose, la cytodiérèse correspond à la séparation des deux cellules filles via l’anneau 

contractile, une répartition homogène des organites entre elles s’effectue en même temps 

(Harper and Brooks, 2004; Yang, 2012).  

2. La régulation du cycle cellulaire 

Le cycle cellulaire est soumis à de nombreux « points de contrôle » ou « checkpoints ». Ils 

concernent essentiellement la quantité et la qualité de l’ADN. Dans le cas d’une mauvaise 

réplication, d’un dommage à l’ADN (cassure), une mauvaise distribution des chromatides 

sœurs, etc. des effecteurs s’activent pour stopper la progression de ces cellules dans le cycle 

cellulaire jusqu’à réparation ou disparition de la cellule par apoptose (Williams and Stoeber, 

2012). Il existe de nombreux points de contrôle dont les principaux se trouvent (figure 42) :  

 Entre la phase G0 et phase G1, permettant à une cellule d’entrer dans le cycle 

cellulaire, lorsque les conditions sont requises ou obligatoires ; 

 En phase G1 (nommée point de restriction R) ou les conditions environnementales 

sont analysées assurant à la cellule les meilleures conditions pour la division cellulaire ;  

 En phase S ou la réplication de l’ADN est contrôlée et en cas d’erreurs, des systèmes 

de réparation de l’ADN sont mis en place ; 
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Figure 43 : Traitements applicables pour bloquer les cellules en divers points du 

cycle cellulaire. D’après Jackman and O’Connor, 1998.  
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 Entre les phases G2 et M pour s’assurer que la réplication est bien complète, sans 

erreur et que la cellule à les constituants requis pour assurer la division mitotique ;  

D’autres points de contrôle sont présents en mitose notamment pour la transition 

métaphase/anaphase permettant de s’assurer de la bonne ségrégation des chromatides dans 

les deux cellules filles. Cette capacité à avancer, ou pas, dans le cycle cellulaire est permise 

grâce à des protéines spécifiques : les cyclines, des kinases dépendantes des cyclines (CDK) 

et les inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines (CDKi) (Harper and Brooks, 2004).  

Certains points de contrôle peuvent être utilisés en culture cellulaire par addition d’un agent 

bloquant dans le milieu de culture pour synchroniser les cellules, c’est-à-dire avoir des cellules 

toutes ou une très forte majorité d’entre elles arrêtées dans une phase du cycle. Ce type de 

blocage est réversible. Ainsi l’élimination de l’agent bloquant permet aux cellules de repartir 

dans le cycle de façon synchrone. Les agents les plus couramment utilisés restent la thymidine 

(arrêt à la transition G1/S) et le nocodazole (blocage à début de mitose) (Jackman and 

O’Connor, 1998) (figure 43).  

3. Le cycle cellulaire et la microspectroscopie vibrationnelle 

Malgré son rôle crucial, le cycle cellulaire n’a été que très peu étudié avec des outils 

vibrationnels. L’avantage d’analyser le cycle cellulaire par des méthodes de 

microspectroscopies vibrationnelles repose sur la possibilité d’assigner des signaux Raman à 

différents composés cellulaires et de pouvoir suivre leurs mouvements dans la cellule. En effet, 

durant la mitose de nombreux mouvements intracellulaires son requis pour son bon 

déroulement ; l’alignement des chromosomes sur le plan équatorial, le changement de 

conformation du réticulum endoplasmique en sont de bons exemples (Jongsma et al., 2015).  
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Figure 44 : Étude des différentes sous phases de la mitose par   microspectroscopie 

Raman.  

Des cellules HeLa en prophase, métaphase, anaphase et télophase sont analysées par 

microspectroscopie Raman dans la zone d’empreinte biologique (500-1800 cm-1). Pour chaque 

condition :  une image en lumière blanche ainsi que les cartographies retracées pour visualiser 

l’ADN en orange (785 cm-1) et les protéines en vert (1655 cm-1). Une fois analysées par 

microspectroscopie Raman, les cellules sont marquées au DAPI (en bleu) pour visualiser le noyau 

par microscopie de fluorescence. D’après Matthäus et al., 2006. 
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L’équipe de Max Diem en 2006, s’est intéressée entre autres à la condensation de la 

chromatine durant le cycle cellulaire par microspectroscopie Raman et ce dans la zone 

biologique du spectre Raman. La différence d’intensité de deux signaux Raman 

spécifiques (785 cm-1 (acides nucléiques) et 1655 cm-1 (protéines)) permettent de positionner 

les cellules dans les différentes phases de la mitose (figure 44) et à fortiori une cellule en 

interphase d’une cellule en mitose (Matthäus et al., 2006). 

Une comparaison entre des cellules en interphase (figure 45B) et en mitose (figure 45A) 

effectuée par microspectroscopie CARS en s’intéressant aux protéines (2928 cm-1) et aux 

lipides (2840 cm-1) révèle que durant la mitose, le signal associé aux protéines est quasi 

homogène dans toute la cellule (figure 45A,a). Concernant les lipides, le signal est moins 

intense, plus diffus, seulement quelques gouttelettes lipidiques sont regroupées 

(figure 45A,b). Dans les cellules interphasiques de fort signaux protéiques apparaissent dans 

le noyau, ils correspondent aux nucléoles (figure 45A,e). En revanche, concernant les lipides, 

leur signature reste relativement proche des cellules mitotiques (figure 45A,f). Pour chaque 

condition, un diagramme d’intensité des pics associés aux protéines et à l’ADN le long d’une 

ligne traversant la cellule montre que les localisations des signatures protéique et ADN ne se 

superposent pas en mitose comme en interphase (figure 45C et D) (Pliss et al., 2010). 

De manière surprenante, un décalage Raman à 2956 cm-1 retrouvé uniquement lors d’analyse 

de l’ADN (figure 46A) est attribué au désoxyribose, ceci après comparaison entre le spectre 

de l’ADN et des molécules qui le composent (désoxyribose, adénine, thymine, guanine et 

cytosine) (figure 46B). Des cartographies SRS de cellules en prophase (figure 46C) et en 

interphase (figure 46D), permettent grâce à ce signal d’observer la condensation de la 

chromatine pour les cellules mitotiques, et les nucléoles pour les cellules en interphase (Lu et 

al., 2015). 
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Figure 45 : Modification de la localisation de différents composés biochimiques en fonction 

du cycle cellulaire observée par la microspectroscopie CARS.  

Cartographie CARS de cellules HeLa en (A) mitose, (B) interphase montrant (a et e) les protéines 

en rouge (2928 cm-1), (b et f) les lipides en vert (2840 cm-1). Une fois analysées par la 

microspectroscopie CARS, les cellules sont marquées à l’acridine orange pour visualiser (c et g) 

l’ADN en bleu et (d et h) les ARN en turquoise, par la microscopie biphotonique. Superposition des 

signaux protéiques (rouge), lipidiques (vert) et de l’ADN (bleu) pour les cellules (C) en mitose et (D) 

en interphase. Les profils d’intensité pour chaque signal sont représentés, ils sont évalués au niveau 

d’une ligne montrée en C. D’après Pliss et al., 2010a. 

Figure 46 : Identification d’un nouveau décalage Raman correspondant à l’ADN dans la zone 

CH.  

(A) Spectre Raman de solution pure d’ADN, de protéines et de lipides. (B) Comparaison du spectre 

Raman de l’ADN (tracé pointillé rose) avec le spectre (a) du désoxyribose, (b) de l’adénine, (c) de la 

thymine, (d) de la guanine et (e) de la cytosine. Les cellules HeLa sont synchronisées en (C) mitose 

et en (D) G1 par un double traitement à la thymidine puis analysées par la microspectroscopie 

Raman stimulée (SRS). Les cartographies cellulaires sont reconstruites pour visualiser (a) l’ADN en 

rose (2967 cm-1), (b) les protéines en bleu (2926 cm-1), (c) les lipides en vert (2850 cm-1) et (d) la 

superposition des trois signaux. D’après Lu et al., 2015. 



Tiffany GUERENNE-DEL BEN | Thèse de doctorat | Université de Limoges 117 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Plus récemment, une étude portant sur une optimisation du CARS multiplexe s’est intéressée 

au cycle cellulaire. La résolution spectrale et l’analyse hyper large bande permettent de réaliser 

des études précises et riches en informations vibrationnelles. À partir de cartographies à 

différents décalage Raman dans la zone biologique et la zone CH de cellules en interphase, 

la signature associée aux protéines et celle associée au ADN/ARN permettent de mettre en 

évidence les nucléoles et le cytoplasme (figure 47A). Comme les précédentes études, la 

signature des protéines tend à être présente dans toute la cellule et celle des lipides met en 

évidence les gouttelettes. La condensation de la chromatine est observée par l’intermédiaire 

de la signature associée aux ADN/ARN dans la zone biologique uniquement (1574 cm-1 et 

1098 cm-1) (Yoneyama et al., 2018) (figure 47B).  

Au vu de ces études peu nombreuses, nous constatons que les signaux vibrationnels varient 

en fonction du cycle cellulaire, majoritairement durant la mitose, phase cellulaire subissant le 

plus de modification. Cependant, les nombreux changements cellulaires durant le cycle, plus 

particulièrement la mitose, sont que très peu mis en évidence par les technologies 

vibrationnelles comme le réarrangement du réticulum endoplasmique et la condensation de 

l’ADN.  

Nous constatons une certaine incohérence lorsque nous analysons de manière précise les 

données récentes de la littérature. En effet, la signature associée aux protéines, semble 

identifier uniquement les protéines cytosoliques dans le cas de cellule en mitose. Cette 

constatation semble surprenante, car durant la mitose, il est démontré que de nombreuses 

protéines interviennent pour l’hyper-condensation de l’hétérochromatine pour aboutir au 

chromosome métaphasique (figure 48). Il a été démontré qu’un chromosome contenait plus 

de deux tiers de protéines contre un tiers d’ADN (Salzman et al., 1966 ,Ou et al., 2017) . 

Aucune des études citées précédemment ne semble pouvoir imager cette hétérochromatine 

par l’intermédiaire des protéines de condensation. De plus, aucun autre organite n’est mis en 

évidence, tel que le réticulum endoplasmique, organite qui subit la plus grande modification 

durant la mitose.   
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Figure 47 : Analyse du cycle cellulaire par la microspectroscopie CARS multiplexe.  

Les cellules HeLa sont analysées en (A) interphase et en (B) mitose sur la plage de 600-3200 cm-1. 

Pour chaque condition, les cartographies CARS sont reconstruites pour visualiser (a) les lipides en 

jaune (=C-H : 3010 cm-1), (b) les protéines/lipides en violet (CH3 : 2930 cm-1), (c) les lipides en rouge 

(CH2 : 2851 cm-1), (d) l’ADN et les ARN en orange (adénine et guanine : 1574 cm-1) et en (e) les 

liaisons phosphodiester en rouge (1098 cm-1). D’après Yoneyama et al., 2018. 

 

 

 

Figure 48 : Représentation du super enroulement de l’ADN jusqu’à la formation de 

chromosome métaphasique.  

Les différentes sous étapes du super-enroulement de l’ADN sont représentées. L’épaisseur de 

la chromatine est précisée pour chacune d’elles. D’après Ou et al., 2017. 
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Ainsi, au cours de ce travail, je me suis attachée à montrer qu’il est possible par la 

microspectroscopie CARS : (1) de mettre en évidence l’état de la chromatine grâce aux 

protéines de condensation ; (2) de faire le lien entre la quantité d’un récepteur membranaire à 

la surface d’une cellule, son activation et l’augmentation du métabolisme lipidique grâce aux 

gouttelettes lipidiques. 
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Chapitre II. Projet de thèse 

Mon projet de thèse s’inscrit dans la continuité des travaux de thèse d’Erwan Capitaine qui ont 

conduit à la mise en place de la microspectroscopie CARS au sein de l’institut Xlim, équipe 

biophotonique. Il s’est déroulé en trois grandes étapes majeures conduisant à l’utilisation de 

l’outil CARS sur des cellules transformées et des lignées cellulaires représentant différents 

stades du cancer colorectal, et à son développement comme outil précurseur de diagnostic 

cancéreux.  

La première partie de mon travail a consisté à la prise en main et à la détermination des 

paramètres optimaux d’analyse par microspectroscopie CARS en configuration spectroscopie 

CARS uniquement. Ceci m’a permis d’identifier une problématique majeure : l’observation 

d’une grande hétérogénéité des signaux CARS lors d’analyse de noyaux provenant de cellules 

de la même lignée cellulaire. Cette hétérogénéité ne concernait pas l’apparition d’un nouveau 

décalage Raman mais des variations d’intensité des signaux. La modification de la 

configuration de l’outil CARS, et l’utilisation de la microspectroscopie se sont avérées 

nécessaires pour observer une cellule uniquement grâce à la capacité vibrationnelle de ces 

composés biochimiques. En se focalisant uniquement sur les liaisons CH (CH2 et CH3 

associées aux lipides et aux protéines, respectivement). Cela nous a permis de comprendre 

la fluctuation des signaux en spectroscopie CARS, due aux légères variations d’emplacements 

dans la cellule des différents constituants cellulaires. Ainsi, ces variations peuvent être 

attribuées aux changements « d’état » des cellules selon leur position dans le cycle cellulaire. 

Afin de confirmer cette hypothèse, la deuxième partie de mon travail de thèse s’est orientée 

sur la cartographie CARS de cellules de même lignée, en utilisant les signatures protéique et 

lipidique. Pour s’affranchir des variations dues au cycle cellulaire, les cellules ont été bloquées 

dans deux grandes phases du cycle cellulaire : interphase (transition G1/S) et mitose 

(prophase, prométaphase, métaphase, anaphase et télophase). Ainsi, des cartographies ont 

été réalisées en connaissant la position des cellules dans l’une ou l’autre des phases.  



Tiffany GUERENNE-DEL BEN | Thèse de doctorat | Université de Limoges 122 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

  



Tiffany GUERENNE-DEL BEN | Thèse de doctorat | Université de Limoges 123 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Une analyse comparative a conduit à identifier la localisation de différents composants 

cellulaires en fonction du cycle. Il a été alors possible d’assigner la signature des liaisons CH2, 

correspondant majoritairement aux lipides, à la visualisation du réticulum endoplasmique. 

Concernant les vibrations des liaisons CH3, elles correspondent majoritairement aux protéines 

de condensation de l’ADN, permettant de visualiser l’hétérochromatine (durant la mitose), les 

nucléoles et l’hétérochromatine attachée à la lamina nucléaire (durant l’interphase). Ainsi, en 

opposition à la littérature étudiant le cycle cellulaire par les technologies vibrationnelles (Lu et 

al., 2015; Matthäus et al., 2006; Pliss et al., 2010), ce travail a permis de démontrer que la 

signature associée aux protéines met en évidence les protéines impliquées dans la 

condensation de la chromatine plutôt que les protéines cytosoliques. De plus, il est possible 

d’observer les réorganisations du réticulum endoplasmique et de la chromatine durant la 

mitose. Par cette dernière observation, il a été possible de préciser la phase mitotique dans 

laquelle se situaient les cellules. Cette étude à l’avantage supplémentaire, comparé aux 

autres, d’utiliser un algorithme de traitement de données simple d’utilisation et rapide, 

l’algorithme d’entropies maximum (MEM). Ce deuxième axe de recherche a permis de 

présenter mes résultats à deux congrès (national et international), et de les valoriser par une 

publication dans Scientific Reports.  

La troisième partie de ma thèse avait pour objectif de comparer les signaux CARS entre des 

cellules saines et cancéreuses. Pour ce faire, nous nous sommes focalisés sur l’activation d’un 

récepteur transmembranaire impliqué dans la carcinogenèse, le récepteur TrkB, régulièrement 

associé à la carcinogenèse colorectale et en lien avec un mauvais pronostic vital (Akil et al., 

2016 ; Zhang et al., 2017). Pour cela, il a fallu mener de front une étude biologique qui a 

consisté à la création de clones cellulaires exprimant le récepteur dans une lignée cellulaire 

ne l’exprimant pas naturellement afin de permettre l’étude spécifique des « effets » du 

récepteur TrkB.   
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Après avoir caractérisé les clones (niveau d’expression génique, protéique et localisation du 

récepteur), et vérifié la fonctionnalité de TrkB par activation avec le BDNF, son ligand 

préférentiel, les cellules ont été analysées par la microspectroscopie CARS dans la zone CH. 

Ces analyses ont permis de montrer que le récepteur TrkB, une fois activé par le BDNF, 

induisait une synthèse de novo d’acides gras et leur accumulation sous la forme de 

gouttelettes lipidiques dans la cellule. Afin de s’assurer que la modification du métabolisme 

lipidique résulte bien de l’activation du récepteur TrkB, un double traitement a été effectué par 

le BDNF et par le K252a, un inhibiteur compétitif spécifique du BDNF (Nye et al., 1992 ; Perez-

Pinera et al., 2007). Les cartographies CARS résultantes sont semblables à celles observées 

en absence de traitement. L’activation du récepteur TrkB serait donc nécessaire pour la 

formation de gouttelettes lipidiques dans la cellule.   

Il a déjà été montré dans la littérature que le métabolisme lipidique joue un rôle non négligeable 

dans le processus cancéreux tel que la prolifération, la résistance aux chimiothérapies, … et 

est souvent associé à un mauvais pronostic (Liu et al., 2017). Quelques récepteurs 

transmembranaires ont déjà été étudiés par les technologies vibrationnelles tels que le 

récepteur HER2 (Bi et al., 2014). Mais, il n’y a pas de lien dans la littérature entre le récepteur 

TrkB, son activation et un niveau métabolique lipidique accru. L’analyse de cellules 

cancéreuses colorectales présentant différents niveaux d’expression du récepteur TrkB, 

mimant les stades I (HCT116), II (HT29) et III (SW620) du cancer m’a permis de valider cette 

hypothèse. Leur fort métabolisme lipidique est en lien avec l’expression du récepteur TrkB. Ce 

troisième axe de recherche a conduit à une présentation orale à un congrès national et à la 

soumission d’une publication (PNAS).   
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Figure 49 : Analyse en 5 points différents du noyau d’une cellule HEK. 

À partir de l’observation d’une cellule HEK en microscopie en lumière blanche, 5 plages 

différentes pointées en jaune sont analysées dans le noyau : la plage 1 est au centre du 

noyau ; la 2 est en haut ; la 3 à gauche ; la 4 en bas ; et la 5 à droite. 
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Chapitre III. Résultats préliminaires 

Mes premiers travaux ont consisté à utiliser l’appareil en configuration spectroscopie afin 

d’identifier d’éventuelles différences spectrales correspondant à des organites intracellulaires. 

Pour ce faire, deux types de traitement algorithmique ont été testés (données brutes, 

traitement PCA et traitement MSC), et ont révélé des variations d’intensité. Pour associer ces 

variations à des constituants cellulaires des cartographies ont été réalisées.  

I. Analyse spectrale 

1. Différentes mesures pour un même organite 

Durant la première partie de ma thèse, je me suis intéressée à visualiser des spectres CARS 

correspondant à plusieurs mesures effectuées à divers endroits d’une même cellule. Pour 

cela, j’ai utilisé la lignée cellulaire HEK, et 5 points différents dans le noyau ont été analysés 

par la spectroscopie CARS (figure 49). Je me suis limitée à la zone CH (2500-3200 cm-1) car 

elle possède deux vibrations importantes et de grandes intensités : celles associées aux 

liaisons CH2 et CH3, à 2850 et 2930 cm-1 respectivement. Les spectres sont traités par 

l’algorithme de MSC, qui soustrait le bruit de fond (l’extérieur de la cellule). Pour finir, un lissage 

des spectres est réalisé suivant la technique Savitzky-Golay (polynôme d’ordre 3 et une 

fenêtre de 31 points). La comparaison des divers points de mesures par cellule sur 12 cellules 

HEK révèle que les spectres restent similaires entre eux (figure 50). Aucun point de mesure 

ne permet de visualiser un décalage Raman supplémentaire. Cependant, on observe une 

différence nette d’intensité entre les différents points de mesure par cellule, ceci 

majoritairement pour les cellules HEK 4, 5, 12, 13 et 15. 

Afin de visualiser ces différences d’intensités, les 5 points de mesure par cellule ont été 

moyennés (figure 51). Nous constatons une grande variabilité d’intensité pour les pics 

correspondant aux vibrations des liaisons CH2 (en rouge) et CH3 (en vert).  
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Figure 50 : Analyse par spectroscopie CARS en différents points du noyau d’une cellule 

HEK.  

Représentation des spectres CARS correspondant aux 5 points différents dans le noyau 

(Figure 47) dans la zone CH (2500-3200 cm-1). Les analyses ont été effectuées sur 12 cellules 

HEK ; les données ont été traitées par MSC. 
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Une variation d’intensité d’un facteur 2,67 est observée pour la liaison CH2, intensité la plus 

faible de 0,41 pour HEK15 et la plus forte 1,09 pour HEK14. La variation pour la liaison CH3 

est du même ordre de grandeur (2,61) avec pour l’intensité la plus faible 0,21 (HEK15) et 0,55 

(HEK14) pour la plus élevée.  

Ainsi, il semblerait y avoir des fluctuations d’intensités au sein d’un même compartiment 

cellulaire. Dans le but de rechercher l’origine des fluctuations (cellules et/ou compartiment 

cellulaire analysé), j’ai réalisé lors d’une deuxième étude pour une même cellule des mesures 

dans la zone CH du spectre Raman à divers points du noyau et du cytoplasme de cellules 

HEK. Les résultats ont été traités par ACP (Analyse en Composantes Principales qui permet 

d’identifier les différences majeures au sein d’un même compartiment cellulaire (noyau ou 

cytoplasme) ainsi qu’entre ces deux compartiments.  

2. Analyse comparative entre deux compartiments cellulaires 

Cette étude a été menée en étroite collaboration avec le Professeur Ludovic Duponchel, au 

sein du LASIR de l’Université de Lille UMR 8516 (Infrared and Raman spectroscopy 

Laboratory). Les spectres obtenus (figure 52A,a) sont moyennés (figure 52A,b) puis analysés 

par ACP. Seules les 3 premières composantes principales sont montrées, car elles ont le 

pourcentage de variance le plus important. Une comparaison sous forme de plot entre la 

CP1/CP2 ainsi que CP1/CP3 est réalisée (figure 52B), et les spectres des trois composantes 

sont obtenus. Les comparaisons CP1/CP2 ne permettent pas d’obtenir des regroupements de 

données. Concernant la comparaison CP1/CP3, une discrimination semble être plus 

prononcée. Elle indiquerait que les spectres du cytoplasme auraient une contribution plus 

importante pour le décalage Raman à 3000 cm-1 tandis que les spectres du noyau 

possèderaient une contribution plus importante à 2870 cm-1. Malgré cela, cette séparation 

n’est pas parfaite, elle n’autorise pas une discrimination fiable entre spectres du noyau et 

spectres du cytoplasme. De plus, on ne constate pas de séparation au sein d’un même 

compartiment cellulaire, comme le laissait supposer les premières analyses spectrales point 

par point du noyau de cellules HEK.  
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  Figure 51 : Comparaison des spectres CARS de noyaux de cellules HEK. 

Représentation des moyennes des 5 points par cellule des spectres CARS dans la zone 

CH (2500-3200 cm-1). En rouge la région vibrationnelle associée aux liaisons CH2 et en 

vert celle associée aux liaisons CH3. Les données ont été traitées par MSC. 
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A la vue de ces résultats, il semble relativement difficile de réaliser des comparaisons entre 

différents types de cellules, d’observer des différences spectrales entre les compartiments 

cellulaires, voire entre même compartiment. Ainsi, selon la zone de la cellule analysée, les 

spectres seront obligatoirement différents, ne permettant pas de conclure sur la nature des 

différences entre les diverses cellules analysées. Cette supposition s’appuie sur la constitution 

même d’une cellule avec ses nombreux organites présents dans le cytoplasme 

(mitochondries, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, vésicules cytoplasmiques comme 

les gouttelettes lipidiques, les autophagosomes, …). Ces organites, bien que présents 

exclusivement dans le cytoplasme, n’ont pas de localisation spécifique, et peuvent s’y 

retrouver dispersés. Le noyau est aussi un organite avec différentes structures telles que 

l’euchromatine (chromatine décondensée, pauvre en protéines), l’hétérochromatine 

(chromatine condensée, riche en protéines). Ainsi, la comparaison entre cellules par analyse 

spectrale en un point de la cellule ne permet pas de conclure sur des différences cellulaires, 

les spectres générés pouvant provenir d’organites différents entrainant de l’hétérogénéité dans 

les signatures.   

À partir de ce constat, il s’est avéré nécessaire d’utiliser la microspectroscopie CARS afin de 

s’affranchir de ces problèmes.  

II. Analyse par microspectroscopie CARS  

1. Première cartographie de cellules  

Un premier test de cartographie d’une cellule sans traitement de donnée préalable a été 

conduit sur des cellules HEK dans la zone CH du spectre Raman (figure 53).  

En raison du risque de dégradation de l’échantillon et de modifications cellulaires induites par 

la puissance du laser et du temps d’analyse, les cellules HEK ont été préalablement fixées en 

utilisant du paraformaldéhyde.  
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Figure 52 : Analyse en composantes principales des spectres associés au noyau et au 

cytoplasme des cellules HEK.  

Plusieurs points de mesure dans le noyau (vert) et dans le cytoplasme (rouge) de cellules HEK ont 

été acquis par spectroscopie CARS, dans la zone CH (2500-3200 cm-1). En A.a sont représentés 

tous les spectres bruts et en A.b la moyenne de ces spectres pour ceux du noyau et du cytoplasme. 

Ces données sont ensuite traitées par l’ACP et représentées en fonction de 2 composantes 

principales : B.a : CP1/CP2, B.b : CP1/CP3. Les spectres correspondant sont présentés en B.c. 
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Une première cartographie, peu résolue (pas de 1 µm), nous a permis, pour la première fois 

au laboratoire, d’observer une cellule de par sa capacité vibrationnelle, majoritairement 

associée aux protéines et aux lipides. Il apparait que la signature protéique est majoritairement 

présente dans le noyau et celle des lipides dans le cytoplasme.  

Suite à ces premiers résultats, j’ai modifié de nombreux paramètres CARS, tels que la 

puissance du laser, les temps d’acquisition, la résolution (la taille des pixels), …. afin de voir 

si par microspectroscopie CARS il s’avère possible de visualiser des organites au travers de 

l’étude des différences spectrales.  

2. Analyse par microspectroscopie CARS de cellules d’une même lignée 

cellulaire 

Différentes cellules HEK ont été analysées par microspectroscopie CARS. Les cartographies 

ont été traitées par MSC puis retracées pour visualiser la vibration des liaisons CH2 et les CH3 

(figure 54). On constate, dans un premier temps, une nette discrimination entre la cellule et 

l’extérieur, pour chaque condition. Concernant la signature associée aux liaisons CH2, elle 

semble être majoritairement présente dans le cytoplasme de la cellule mais avec des intensités 

et des localisations différentes selon les cellules. Concernant la liaison CH3, elle signe 

majoritairement dans le noyau, soit elle se limite à certaines régions du noyau ou à la totalité 

des chromosomes. Cela est en accord avec l’analyse spectrale précédente montrant que pour 

un même organite, les intensités spectrales peuvent varier.  

Dans le but de discriminer ces différences d’intensité et de les associer à des compartiments 

cellulaires, les cartographies ont été traitées par ACP.  

3. Analyse par ACP des cartographies cellulaires 

Les cartographies cellulaires ont été traitées par ACP, et seules les composantes 1, 2 et 3 

sont représentées avec leur spectre correspondant (figure 55). Pour les pixels présentant des 

nuances de couleurs chaudes (du jaune au rouge), la contribution spectrale est associée 

uniquement aux pics présents dans la partie positive de l’ACP.  
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Figure 53 : Analyse par 

microspectroscopie CARS de 

cellule HEK.  

La cellule HEK est scannée par 

microspectroscopie CARS dans la 

zone CH (2500-3200 cm-1). Les 

cartographies sont retracées pour 

visualiser les valeurs brutes 

correspondant à (a) la vibration 

des liaisons CH2, (b) la vibration 

des liaisons CH3 et (c) la 

superposition des deux. 

Figure 54 : Analyse par microspectroscopie CARS suivie de traitement MSC de cellules HEK.  

Les cellule HEK sont scannées par microspectroscopie CARS dans la zone CH (2500-3200 cm-1). 

Les données sont traitées par MSC et les cartographies sont retracées pour visualiser (a) la vibration 

des liaisons CH2, (b) la vibration des liaisons CH3. Plus l’intensité des pixels est rouge, plus l’intensité 

du signal correspondant est importante. 
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A l’inverse, les pixels présentant des nuances de couleurs froides (du vert au bleu foncé) ont 

une contribution spectrale associée uniquement aux pics présents dans la partie négative de 

l’ACP. En prenant en compte le résultat de la cartographie ainsi que le spectre correspondant 

afin d’assigner un décalage Raman spécifique à une localisation cellulaire, nous constatons 

une grande variabilité des résultats. On peut en conclure que pour des cellules provenant 

d’une même lignée cellulaire, les résultats par composantes varient (en adéquation avec les 

spectres correspondant). L’hypothèse concernant cette fluctuation du signal CARS 

proviendrait certainement du cycle cellulaire. En effet, ces cellules proviennent toutes de la 

même lignée cellulaire commerciale, et expriment les mêmes types de protéines 

(intracellulaires, transmembranaires, …) et de lipides. La seule variation pouvant exister au 

sein d’une population cellulaire est la position des cellules dans le cycle. De manière classique, 

il est retrouvé environ 10 % de cellules en mitose et 90 % en interphase (incluant les phases 

G1, S et G2). Ainsi, parmi les cellules HEK analysées, il est possible qu’elles ne soient pas 

toutes dans la même phase du cycle, ce qui serait à l’origine des différences de signaux CARS 

(en intensités et localisation). De plus, les traitements par ACP et MSC ne sont pas des plus 

adaptés pour ce type d’analyse. Comme décrit dans la section du chapitre I, III, 3, la 

technologie CARS est capable de générer deux signaux confondus : un signal vibrationnel et 

un électronique ; ce dernier est nommé bruit de fond non résonnant et noie l’information 

vibrationnelle. Ainsi, utiliser comme algorithme la méthode d’entropie maximum permet 

d’interpréter uniquement les cartographies correspondant à la signature vibrationnelle de 

l’échantillon.  
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Figure 55 : Représentation des cellules après analyse en composantes principales des 

cartographies CARS des cellules HEK. 

Les cellules HEK sont scannées par microspectroscopie CARS dans la zone CH 

(2500-3200 cm-1). Les données sont traitées par l’ACP pour les 4 cellules HEK. Pour chaque 

cellule, sont représentées les cartographies pour chacune des composantes (1, 2 et 3) ainsi 

que les spectres correspondant. 
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III. Matériel et méthode 

1. Culture cellulaire 

La lignée cellulaire de rein embryonnaire Humaine 293 (HEK293) est cultivée dans du milieu 

DMEM (4,5 g/L de glucose, Gibco) supplémenté de 10 % v/v de Sérum de Vœux Fœtal  

(BioWest), 100 unités/mL de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine (Gibco) à 37 °C, sous 

5 % de CO2, et en atmosphère humide. Pour les analyses CARS, les cellules HEK293 sont 

cultivées sur des lamelles de verre pour prévenir la génération de signaux CARS non 

souhaités. Pour cela, les lamelles de verres sont introduites dans une plaque 12 puits, chaque 

puits est ensemencé à une densité de 35 000 cellules/puits.  

Après 48 heures de culture, les cellules sont lavées trois fois au PBS puis fixées au 

paraformaldéhyde (PFA) 4 % (v/v) dans du PBS durant 10 minutes à température ambiante. 

Après trois lavages au PBS pour éliminer le PFA, les lamelles sont déposées sur des lames 

de microscope et sellées avec du vernis.  

1. MCARS microspectroscopy 

Le système M-CARS est une adaptation de la configuration d’épi-détection mis au point par 

Erwan Capitaine (Capitaine et al., 2018). Il est conçu comme suit : La source de la pompe est 

un laser à micropuce à commutation passive Q (laser Horus, 1064 nm, 1 ns, 20 kHz, 

polarisation linéaire, < 0,1 cm-1 largeur de trait). Le faisceau laser est divisé en deux parties à 

l'aide d'une lame demi-onde et d'un polariseur Glan-Taylor. Une partie est injectée dans une 

fibre cristalline photonique pour générer une onde Stokes supercontinuum (600-1650 nm). Ce 

faisceau Stokes est collimaté au moyen d'un miroir parabolique et dirigé vers un filtre long-

pass à 1050 nm (Thorlabs, FEL1050). L'autre partie est utilisée comme un faisceau pompe 

suite à un ajustement de sa puissance avec un filtre à densité neutre variable et son retard 

avec une ligne de retard.  
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Ensuite, les faisceaux pompe et Stokes sont combinés spatialement au moyen d’un miroir 

dichroïque notch (Semrock, NFD01-1064-25x36) et focalisés étroitement sur l'échantillon avec 

un objectif à ouverture numérique élevée (Olympus, UPlanSApo 60x, N.A. = 1.2, immersion 

en eau). Le signal CARS généré par l'échantillon est recueilli par un deuxième objectif (Nikon, 

S Plan Fluor ELWD 60x, N.A. = 0.7), nettoyé de tout signal pompe en utilisant un filtre coupe-

bande (Thorlabs, NF1064-44) et dirigé vers un spectromètre (Horiba, LabRam HR Evolution, 

réseau 600 gr/mm, caméra CCD Synapse).  

Les résolutions latérales, axiales et spectrales du microspectroscope CARS sont 

respectivement de ~ 300 nm, 2 µm et 0,8 cm-1. Pendant toutes les expériences, les puissances 

laser du faisceau de la pompe et du faisceau Stokes au niveau de l’échantillon ont été réglées 

à 55 mW et 9 mW, respectivement. A cette puissance laser (64 mW au total), la morphologique 

des cellules ne change pas. Ceci a été confirmé par la visualisation de l'échantillon par 

imagerie en champ clair. Les spectres ont été acquis de 2500 à 3200 cm-1 avec un temps 

d’acquisition par pixels de 50 millisecondes.  

2. Algorithmes pour les traitements 

Les spectres ainsi que les cartographies CARS sont traités par deux méthodes :  

 Algorithme MSC ou la méthode de correction multiplicative de signal. Elle permet 

d’éliminer la contribution spectrale provenant du solvant ou de l’extérieur de la cellule. 

Cet algorithme a été adapté et mis au point durant les travaux d’Erwan Capitaine ; 

 Algorithme d’ACP, ou d’analyse en composantes principales, adapté par le Pr. Ludovic 

Duponchel.  
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Chapitre IV. Publication 1 

Les résultats des expériences précédentes ont conduit à la conclusion suivante : les 

fluctuations proviennent de la position des cellules dans le cycle cellulaire, seul paramètre 

variant entre des cellules d’une même lignée. En effet, au cours du cycle, l’organisation et la 

quantité de nombreuses biomolécules telles que l’ADN, les ARN, les lipides, les protéines 

varient (Jongsma et al., 2015). 

Peu d’études utilisant les technologies vibrationnelles se sont focalisées sur les variations de 

signaux dues au cycle cellulaire. Une étude en 2006, réalisée par Matthäus et al., a utilisé la 

microspectroscopie Raman, dans la zone d’empreinte biologique, pour discriminer les 

différentes phases de la mitose (Matthäus et al., 2006). Ce n’est qu’en 2010 que le Raman 

cohérent a été utilisé pour discriminer des cellules en interphase et en mitose grâce aux 

signaux lipidiques (2840 cm-1) et protéiques (2928 cm-1) (Pliss et al., 2010), voire même un 

nouveau décalage Raman dans la zone CH du spectre (2967 cm-1), associé au désoxyribose 

(Lu et al., 2015). Ces études restent néanmoins très imprécises sur les mouvements cellulaires 

attribués au cycle, comme la réorganisation de certains organites ou bien la compaction de 

l’ADN, par l’intermédiaire de nombreuses protéines.  

Afin d’apporter des informations sur la capacité de la microspectroscopie CARS multiplexe 

(MCARS) à mettre en évidence et à suivre l’évolution des chromosomes durant la mitose, deux 

signaux Raman dans la zone CH ont été privilégiés de par leurs grandes intensités : ceux 

correspondant aux liaisons CH2 (2850 cm-1) et CH3 (2930 cm-1) respectivement. J’ai effectué 

une étude sur des cellules en interphase (bloquées au niveau de la transition G1/S), dans les 

différentes phases de la mitose (prophase, prométaphase, métaphase, anaphase et 

télophase), j’ai également comparé les signaux entre des cellules vivantes et fixées par la 

PFA.  
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J’ai mis en évidence la possibilité par la microspectroscopie CARS de visualiser 

l’hétérochromatine, état condensé de la chromatine, grâce aux vibrations des liaisons CH3, 

majoritairement dues aux protéines ; ce phénomène se traduit par une augmentation de 

l’intensité des signaux lorsqu’il y a une hypercondensation de la chromatine pour donner des 

chromosomes. Ce changement d’état de la chromatine permet d’observer sans coloration 

préalable les différentes phases de la mitose. Pour les cellules en interphase (phases G1, S 

et G2) le contour du noyau est parfaitement visible en raison de l’hétérochromatine accolée à 

l’enveloppe nucléaire ainsi que les nucléoles régions denses, riches en ribonucléoprotéines 

(Lam, 2005). Le contour nucléaire disparait lors d’analyse de cellule en mitose, dès la fin de la 

prophase en raison de la dissociation de l’enveloppe nucléaire. Grâce à la vibration des 

liaisons CH2, majoritairement associées aux lipides, la plasticité du réticulum endoplasmique 

peut être obervée durant le cycle cellulaire. Passant d’une forme homogène composée de 

tubules et de feuillets en interphase à une forme composée uniquement de tubules durant la 

mitose (Jongsma et al., 2015). Ainsi, grâce à seulement deux décalages Raman, il m’a été 

possible de discriminer des cellules en interphase des cellules en mitose, avec une bonne 

distinction des sous-phases de celle-ci. En travaillant avec une population cellulaire 

synchrone, des cartographiques CARS d’une grande reproductibilité ont été obtenues, chose 

habituellement impossible avec une population cellulaire asynchrone.  

L’incidence de l’état de conservation des échantillons biologiques a également été évaluée en 

comparant les signaux CARS obtenus à partir de cellules fixées ou vivantes en interphase ou 

en mitose. Les cellules en interphase fixées perdent le signal associé à l’hétérochromatine 

attachée à la lamina nucléaire, et le noyau est alors moins bien délimité. Quelques études se 

sont intéressées à identifier les différences de signaux vibrationnels (Raman et CARS) en 

fonction des solutions de fixation utilisées soit des solvants organiques (méthanol, acétone, 

…) ou des aldéhydes (PFA, …).  
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Seule des intensités plus faibles sont constatées, comme celles associées à l’ADN et aux 

protéines après fixation des cellules avec des solvants organiques (Chan et al., 2009 ; Hobro 

and Smith, 2017 ; Levchenko et al., 2019 ; Read and Whiteley, 2015). De manière surprenante, 

mon étude a mis en évidence que la fixation des cellules par l’intermédiaire du PFA induisait 

un décrochage de l’hétérochromatine périphérique associée à la lamina nucléaire. Elle se 

retrouve ainsi diluée dans le nucléoplasme, elle n’est plus observable par la 

microspectroscopie CARS.  Ainsi, nous démontrons une perte d’informations vibrationnelles 

et de résolution en cartographie liée à la fixation par la PFA.  
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Chapitre V. Publication 2 

A la suite de la compréhension, de l’identification et de l’attribution des signaux CARS de 

cellules en fonction de leur position dans le cycle cellulaire, il m’a été possible de réaliser des 

comparaisons entre cellules activées ou non, et entre cellules de lignées différentes ; l’objectif 

étant de pouvoir identifier une cellule cancéreuse d’une cellule saine. Je me suis alors orientée 

vers l’analyse par les techniques vibrationnelles des conséquences de la présence d’un 

récepteur transmembranaire impliqué dans le processus cancéreux. À partir d’études 

approfondies décrites dans la littérature et en tenant compte de nos premiers résultats, il 

semble difficile d’identifier de manière spécifique un récepteur au moyen de la technologie 

CARS. En effet, un récepteur étant une protéine, comme tant d’autres dans la cellule, elle ne 

peut pas avoir de signature vibrationnelle propre. En revanche, il est possible d’évaluer les 

modifications cellulaires provoquées par l’activation d’un récepteur, comme par exemple des 

variations métaboliques. Ainsi, de nombreuses études ont montré qu’au cours du processus 

tumoral, les cellules cancéreuses ont un métabolisme qui évolue, favorisant une prolifération 

accrue, un échappement aux contrôles cellulaires, et une capacité d’invasion. Parmi ces 

modifications, le métabolisme lipidique est clairement corrélé à un processus cancéreux, et 

principalement métastatique avec un mauvais pronostic (Abramczyk et al., 2015; Chaturvedi 

et al., 2016; Le et al., 2009; Mitra et al., 2012; Paoletti and Hayes, 2016; Scalfi-Happ et al., 

2011). 

Parmi les nombreux récepteurs impliqués dans la carcinogenèse, le récepteur TrkB est 

fortement associé au cancer colorectal et n’a jamais été étudié par la microspectroscopie 

CARS. TrkB est un récepteur à tyrosine kinase, membre de la famille des récepteurs aux 

neurotrophines dont le ligand majoritaire est le BDNF (Akil et al., 2016). La deuxième partie 

de mon travail de thèse a consisté à visualiser par la microspectroscopie CARS les 

conséquences sur le métabolisme lipidique dues à l’activation de ce récepteur. Une première 

étude a été réalisée sur des cellules cancéreuses colorectales dont des niveaux d’expression 

de TrkB diffèrent en fonction du stade du cancer.  
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J’ai mis en évidence une forte signature de la liaison CH2 associée à un marquage ponctiforme 

dans le cytoplasme de cellules cancéreuses présentant une forte expression du récepteur 

TrkB (HT29-grade II). De plus, l’intensité de signature correspond au niveau d’expression du 

récepteur dans les cellules HCT116 (stade I) et SW620 (stade III). Par un marquage spécifique 

des lipides neutres avec le BODIPY, j’ai pu établir un lien entre l’intensité de signature et la 

présence de gouttelettes lipidiques dans les cellules. Il apparait clairement que l’augmentation 

des gouttelettes résulte d’une plus forte présence de récepteur TrkB activé à la surface des 

cellules.  

Afin d’étudier uniquement l’implication du récepteur TrkB, j’ai mené une étude pour relier sa 

présence à une modification du métabolisme lipidique. Pour cela, des cellules n’exprimant pas 

le récepteur TrkB (cellules HEK) sont transfectées en stable pour leur faire exprimer celui-ci. 

L’activation du récepteur par traitement des cellules aux BDNF m’a permis d’observer une 

augmentation du métabolisme lipidique ; forte intensité des liaisons CH2 localisées au niveau 

du pourtour nucléaire lors d’un traitement de courte durée (48 heures), puis la formation de 

gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme, lors d’un traitement plus long (72 heures). Un 

marquage des lipides neutres au BODIPY, réalisé en parallèle, m’a permis de mettre en 

évidence que la signature des liaisons CH2 révèle une accumulation spécifique de lipides 

neutres dans le réticulum endoplasmique jusqu’à la formation de gouttelettes lipidiques dans 

le cytoplasme. Il semble donc que l’activation du récepteur TrkB jouerait un rôle dans le 

métabolisme lipidique des cellules. Pour s’en assurer, un traitement avec un inhibiteur 

spécifique du récepteur TrkB, le K252a (Nye et al., 1992; Perez-Pinera et al., 2007), a été 

réalisé. Les cartographies CARS résultantes présentent une quantité de lipides identique à 

celle des conditions non traitées ou des cellules HEK « sauvages ».  

Ainsi, la présence et l’activation du récepteur TrkB est à l’origine d’une accumulation de lipides 

neutres, majoritairement dans le RE. Grâce à une cinétique de traitement, nous avons pu 

observer les différentes étapes de la biogenèse des gouttelettes lipidiques : accumulation de 

lipides neutres au niveau du RE suivie de la formation de gouttelettes lipidiques. 
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Grâce à cette technique sans marquage, j’ai pu établir une corrélation entre la présence du 

récepteur TrkB activé et l’augmentation du métabolisme lipidique, elle semble être en lien avec 

le niveau d’expression du récepteur.  
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Abstract 

For many years now, researchers are focused on the identification of specific biomarkers 

associated to cancer cells to establish diagnosis and prognosis. These biomarkers are 

mainly proteins (i.e. TrkB receptor) located at the cell surface. They can be activated, and so 

associated to specific metabolic modifications, i.e. the formation of lipids droplets due to lipid 

metabolism increase. The following of metabolism changes requires specific dyes for 

staining of fixed cells. In this work, we propose to use MCARS microspectroscopy to follow 

the formation of lipid droplets in living cells without preliminary labelling. We observed that 

MCARS images of cells generated from signal integration of CH2 stretching modes allow the 

discrimination between lipid accumulation in the endoplasmic reticulum and the lipid droplet 

formation. For this purpose, we have created a HEK cell line, which over-expressed the TrkB 

receptor. We demonstrate that TrkB activation by its ligand BDNF induces the appearance of 

lipid droplets in cells, which may be abolished using an inhibitor of TrkB: K252a. Moreover, 

using three colorectal cancer cell lines we also show that the amount of lipid droplets 

depends on the level of TrKB expression in cells. So, MCARS microspectroscopy allows to 

follow without staining a drastic metabolism change due to a receptor over-expression, which 

appears in a majority of cancer cells.   

Introduction 

Cancer is characterized by an uncontrolled cell growth, and cells spreading in different parts 

of the body to generate metastases (1). For a number of years, studies are focussed on the 

identification of specific biomarkers associated to cancer processes. Biomarkers are 

biomolecules associated with a biological process of physiological or pathological origin. 

Biomarkers can take different forms such as DNA, mRNA, proteins and metabolites. 

However, in most cases, cancer biomarkers are proteins such as receptors at the cell 

surface (1,2). The first receptor family discovered and involved in human cancers, is the 

ErbB family. In this family, the most common receptors are EGFR (Epithelial Growth Factor 

Receptor) and HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) (3). Other biomarkers 

have also been discovered depending on the cancer type. For example, breast cancer can 

be detected by the presence of biomarkers such as HER2, BRCA1 while KRAS, EGFR1 

biomarkers are linked to colorectal cancer (4). Aside from discriminating cancer cells versus 

healthy ones, these biomarkers also allow to determine the cancer stage.   

Among these many biomarkers, TrkB receptor belonging to the neurotrophin family is 

particularly interesting.  Surprisingly, the neurotrophin family has been discovered in the 

central and peripheral nervous systems, thereby regulating the growth and differentiation of 

neurons (5). The neurotrophin family is composed of three major receptors associated to 

specific ligands: NGF binding TrkA, BDNF and NT-4 binding TrkB and NT-3 bind TrkC (6).  
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Expressed in other cells of human, they are associated with tumorigenesis and metastases 

such as in ovarian, breast, colorectal cancers (6). The BDNF/TrkB complex is mainly 

correlated with colorectal cancer (CRC) and it is of poor prognosis. The BDNF binding to 

TrkB induces an autophosphorylation on serine residues of its intracellular domain and an 

activation of three signalling pathways: Ras/MAPK, PI3Kinase (PI3K)/Akt and PLC-Ɣ/PKC, 

all leading to a proliferation activation and to changes in cell metabolism (7).  

In this study, we interested to identify cancer cells according to their metabolic state through 

Multiplex Coherent Anti-Stokes Raman Scattering (MCARS) microspectroscopy. MCARS 

microspectroscopy is a label-free and non-destructive imaging technique. It is based on a 

four-waves mixing process exploiting two lasers i.e. a pump beam at frequency ωp and a 

Stokes beam at frequency ωs. When these two beams are tightly focused, an anti-Stokes 

beam is generated at a frequency of 2ωp - ωS corresponding to vibrational modes of the 

probed molecule. Vibrational spectroscopy and more specifically Raman spectroscopy has 

already demonstrated its ability to highlight changes in lipid metabolism for cells 

overexpressing HER2 receptor (8), and increases of lipid droplets in cells expressing EGFR 

(9). Moreover, MCARS microspectroscopy is also a highly sensitive technology to visualize 

proteins, lipids and heterochromatin in cells in the mid-infrared spectral domain 

(10,11,12,13). 

The aim of our study is to visualize and evaluate modifications of lipid metabolism induced by 

the activation of the TrkB receptor by BDNF in HEK transfected cells by MCARS 

microspsectroscopy. We correlated the lipid droplet content to TrkB expression level using 

three colorectal cancer cell lines that  represent three grades of the CRC.  

 

Results 

Expression of TrkB receptor and lipid droplet content in colorectal cancer cells   

The presence of TrkB receptor was analysed in three colorectal cancer cells representing 

different stages of the pathology: HCT116 (stage I), HT29 (stage II) and SW620 (stage III). 

We observed that the three cell lines expressed TrkB at different levels (Fig. 1A). HT29 cell 

line presented a higher expression (Delta CT: 11.2 ± 0.03). Its expression was 1.45 and 1.1 

lower in HCT116 and SW620 respectively. This observation agreed well with protein 

expression (Fig. 1B). The truncated form of the receptor was always more abundant 

whatever the colorectal cell line. This majority form has already been observed for the 

SW620 cell line (14). The total amount of full length TrkB was 5.79- and 2.07-fold higher in 

HT29 than in HCT116 and SW620 respectively (Fig. 1B).  

These three cell lines have also been analysed by MCARS microspectroscopy by mapping 

with a high spectral resolution (< 1 cm-1) in the 2500-3200 cm-1 spectral range. The CH2 

(2850 cm-1, represented in red in SI Appendix, Fig. S2) and CH3 (2930 cm-1, represented in 

green in SI Appendix, Fig. S2) vibrational signatures, mainly associated to lipid and protein 

contents respectively, are more intense for HT29 than for the two other cell lines.  MCARS 

cell images shown the presence of intense signals in cytoplasm for both vibrational 

signatures (Fig. 2). These two signatures overlapped and revealed an enrichment in lipids 

and proteins in these cytoplasm regions leading to a punctiform appearance.   
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We observed the same type of punctiform structures when cells were stained with BODIPY, 

a specific marker of neutral lipids constituting the main part of lipid droplets (SI Appendix, 

Fig. S3). The staining was more important for HT29 as observed with MCARS 

microspactroscopy. We conclude that HT29 cells have an increase lipid metabolism 

compared to the two other cell lines.  

Analysis of stable HEK293 cell line overexpressing TrkB receptor  

To ascertain that a link could exist between the TrkB receptor level, its activation and the 

amount of lipid droplets in cells, we created a cell line, which expresses TrkB from the parent 

HEK293 cell line not expressing it. We obtained from a pool several clones on which, the 

expression level of TrkB has been estimated by qRT-PCR. Two clones tested (clones 1 and 

2) have a high expression of TrkB (Fig. 3A) whereas its expression in HEK parent cells was 

not significant (Ct value >30). A slightly weaker expression was observed for HEK-Clone 1 

(Delta CT: 3.01 ± 1.14) compared to HEK-Clone2 (Delta CT: 2.07 ± 0.30). Western blot 

analysis confirmed this result, and the total amount of TrkB was 1.1-fold higher for HEK-

Clone2 than for HEK-Clone1. In both clones, the two forms of TrkB receptors were present 

(Fig. 3B). As a consequence, HEK-Clone2 has been chosen for the following experiments. 

Analysis of the TrkB activation by its ligand followed by MCARS microspectroscopy 

Thanks to immunolabelling, we have shown that the TrkB receptor was well located in the 

plasma membrane of cells (Fig. 3C). To ensure that the TrkB receptor was functional, and 

may bind its ligand, the Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), cells have been 

stimulated by BDNF in order to activate the PI3K/Akt signalling pathway. The addition of 

BDNF induced the phosphorylation of Akt (P-Akt) due to the activation of its signalling 

pathway. This form is only present in BDNF treated cells (Fig. 3D).  

For HEK-Clone2 analysis, CH2 and CH3 vibrational signatures were mainly present in 

cytoplasm whatever the conditions (Fig. 4). As for colorectal cancer cell lines, these two 

spectral contributions slightly overlap. The CH2 signatures were mainly located near the 

nucleus, and correspond to ER (13), and were of higher intensity when cells were treated 

with BDNF (SI Appendix, Fig. S4). The signal intensity increased for longer treatment times 

at 72 hours few lipid droplets appeared (Fig. 4). By contrast, the CH3 peak at 2930 cm-1 

seems independent of cell treatment. This may be explained by its less specificity. It includes 

the CARS signal of lipids, and of proteins and 5-methylcytosines of heterochromatin (13). 

With BODPIPY an accumulation of neutral lipid after 48 hours of treatment was observed, 

and few lipid droplets appeared at 72 hours (SI Appendix, Fig. S5). 

For HEK cells in culture with or without BDNF during 72 hours, no differences were observed 

by MCARS microspectroscopic analysis as for staining with BODIPY (SI Appendix, Fig. S6 

and Fig. S7). In both cases, only the endoplasmic reticulum could be depicted.  

In order to demonstrate that lipid accumulation in ER and lipid droplet formation depend on 

TrkB activation, we have treated cells with K252a, an inhibitor of the neurotrophin receptor 

family (15,16). When HEK-Clone2 cells were treated simultaneously with BDNF and K252a, 

no phosphorylated forms of Akt were depicted (Fig. 5A). MCARS microspectroscopy analysis 

revealed that a simultaneous treatment with BDNF and K252a abolished the formation of 

lipid droplets. Indeed, any punctiform staining was observed after this treatment, and same 

result was obtained with BODIPY (SI Appendix, Fig. S8).  
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K252a inactivated also TrkB on HT29 treated cells. We observed by MCARS 

microspectroscopy a change in lipid organization. Whereas lipid remained present in 

cytoplasm in a large amount, they did not constitute lipid droplets of which the amount greatly 

decreased after 72 hours of treatment (Fig. 6). This observation agreed with BODPIY 

staining (SI Appendix, Fig. S9). Both analyses shown that activated TrkB receptor is involved 

in the accumulation of neutral lipid, and so in the generation of lipid droplets, associated to 

cancer process. 

Discussion  

A large amount of cancer cells present a higher lipid metabolism (17) often associated with a 

chemotherapy resistance. The change in lipid metabolism leads to neutral lipid accumulation 

in ER and to lipid droplet formation (18). The following of lipid amount in cells can be 

performed by CARS analysis using the strong CH2 signature mainly associated to lipid 

droplets (19). Using three CRC cell lines (HCT116, HT29, SW620) we observed by CARS 

microspectroscopy that the lipid droplet content increased in cells if a high expression level of 

the neurophin receptor TrkB increased was also observed. Since the lipid droplet amount 

seems correlated to the expression of the TrkB receptor, we could establish a link between 

the presence of activated TrkB receptor in cells and the increase of lipid metabolism. Even if 

the lipid droplet quantities were related to TrkB expression, this cell line present other 

receptors that can influence the lipid metabolism, like EGF and HER2 receptor (20). So, we 

generated from the HEK cell line, which does not express TrkB, clones that expressed TrkB 

in order to only evaluate its influence on lipid metabolism. The generated clones expressed 

mainly the TrkB full-length form, which was present at the cell surface. The binding of its 

ligand, the BDNF induces an activation of one of the three majority signalling pathways: 

PI3Kinase/Akt pathway (8). It has been showed that an activation of Pi3Kinase/Akt induces 

an accumulation of cholesteryl-ester, contributing to formation of the lipid droplets in prostatic 

cancer cells using Raman spectroscopy analysis (21).   

By MCARS microspectroscopy, we observed a higher intensity of CH2 signature, when 

HEK-Clone2 cells were treated with BDNF. This CH2 signature become more intense and 

structured in cytoplasm at 48 hours, and after 72 hours of treatment, some lipid droplets 

appeared in cytoplasm. This observation was confirmed by BODIPY staining, a specific dye 

of neutral lipids (22). The ligand binding induced the activation of PI3Kinase/Akt pathway 

since we observed the presence phospho-Akt in clone cells after stimulation by BDNF.    

To ensure that lipid droplets resulted well from the TrkB activation, we used an inhibitor of 

tyrosine kinase receptor and mainly for neurotrophin, K252a (15,16). When we analyzed 

HEK-Clone cells treated with BDNF and K252a simultaneously, we observed an absence of 

an absence of P-Akt form and no accumulation of neutral lipids. Same results were obtained 

when HT29 cells, which produce endogenous BDNF (23) were treated with K252a. 
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Earlier work has shown using specific lipid dyes or by immunolabelling of lipid droplets that 

biogenesis of lipid droplets occurs in two major steps: the accumulation of neutral lipids in ER 

bilayer then a generation of lipid droplets (24,25).  By MCARS microspectroscopy we were 

able without preliminary staining to discriminate these both steps: the accumulation of neutral 

lipids in ER gives a diffuse signal near the nuclear envelop easily seen by MCARS in leaving 

cells (13), and the generation of lipid droplets leads to a punctiform signal in cytoplasm.  

Accumulation of lipids, mainly in droplets form, can be consider as an additional hallmark of 

cancer (23). In our work, we shown by MCARS microspectroscopy that CRC cells expressing 

TrkB, which contribute to the lipid droplet formation, and to their chemotherapy resistance. 

So, MCARS microspectroscopy could be a useful and pertinent tool to analyse cancer cells 

and to predict via the content and the organization of lipids in cytoplasm their ability of 

chemoresistance.     

Materials and Methods 

We transfected HEK cell line with pCDNA3.1+/TrkB vector containing the coding sequence of 

the TrkB, a neurotrophin receptor, in order to generate HEK-Clone, which expressed this 

receptor. The expression was controlled by qRT-PCR, and the relative amount of the protein 

by Western-Blot and immunocytochemistry.  

HEK-Clone cells were treated with BDNF, a TrkB ligand for its activation, in order to activate 

the lipid metabolism to generate lipid droplets in cytoplasm. The lipid increase in cells and 

droplet formation were followed by MCARS microspectroscopy in CH region (from 2500 to 

3200 cm-1) without specific cell staining. At the same time, three CRC cell lines, with different 

levels of TrkB expression were also analysed. To validate the MCARS observations, 

BODIPY labelling was also performed.  

See SI Appendix for more details. 
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Fig. 1. TrkB expression in three CRC cells line. A: The TrkB expression was estimated by 

qRT-PCR from 2 ng of cDNA. Histograms correspond to delta CT values for each condition 

calculated using GAPDH expression as reference. B:  Western-blot analysis of TrkB 

expression. After proteins extraction, Western-blot of TrkB was performed with 50 µg of 

proteins extracted. For each condition, relative expressions of TrkB-T were determined using 

GAPDH as reference. MW: molecular weight, *** p value < 0.001. 
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Fig. 2. Analysis of CRC cell line by MCARS. MCARS spectral images of living HCT116, 

HT29 and SW620 cells including bright-field, and fluorescence (Hoechst 33342) images. 

MCARS images were reconstructed from signal integration at 2850 cm-1 (CH2 symmetric 

stretching) and 2930 cm-1 (CH3 symmetric stretching). Scale bar, 5 µm. 
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Fig. 3. TrkB expression in transfected HEK cells. A: The TrkB expression was estimated by 

qRT-PCR from 2 ng of cDNA. Histograms correspond to delta CT values for each condition 

calculated using GAPDH expression as reference. B:  Western-blot analysis of TrkB 

expression in HEK clones. After proteins extraction, Western-blot of TrkB was performed with 

50 µg of proteins extracted. For each condition, relative expressions of TrkB-FL and TrkB-T 

were determined using GAPDH as reference. C: Analysis of TrkB activation by 

immunofluorescence analysis of parent HEK and HEK-Clone2 cells. The binding of the anti-

hTrkB to the receptor was observed using a secondary antibody conjugated to Alexa Fluor 

488 (green fluorescence). Nuclei were stained using DAPI (blue fluorescence). D: HEK-

Clone2 cells were treated with BDNF at 75 ng/ml during 1 hour. After protein extraction, 

Western-blot for Akt and P-Akt (phospho-akt) were realized with 50 µg of proteins. ND: not 

Determined. MW: molecular weight, *** p value < 0.001. 
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Fig. 4. Analysis of HEK-Clone2 by MCARS spectroscopy after TrkB activation by BDNF. 

Living HEK-Clone2 were treated with, or without BDNF at 75 ng/ml, during 48 and 72 hours, 

including bright-field, fluorescence (Hoechst 33342). MCARS images were reconstructed 

from signal integration at 2850 cm-1 (CH2 symmetric stretching) and 2930 cm-1 

(CH3 symmetric stretching). Scale bar, 5 µm. 
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Fig. 5. Analysis of inhibition of TrkB activation by K252a. A: Western-blot analysis of HEK-

Clone2 treated with BDNF at 75 ng/ml, and with or without K252a at 100 nM during 1 hour. 

After protein extraction, Western-blot for Akt and P-Akt (phospho-Akt) were realized with 50 

µg of proteins. B: Analysis of HEK-Clone2 by MCARS spectroscopy after a dual treatment 

with BDNF and K252a. Living HEK-Clone2 were treated with BDNF at 75 ng/ml and with or 

without K252a at 100 nM, during 48 and 72 hours, including bright-field, and fluorescence 

(Hoechst 33342) images. MCARS images were reconstructed from signal integration at 2850 

cm-1 (CH2 symmetric stretching) and 2930 cm-1 (CH3 symmetric stretching). Scale bar, 5 µm. 
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Fig. 6. Analysis of CRC cell lines (HCT116; HT29 and SW620) by MCARS spectroscopy 

after a treatment with K252a. Living CRC cell lines were treated with K252a at 100 nM, 

during 48 and 72 hours, including bright-field, and fluorescence (Hoechst 33342) images. 

MCARS images were reconstructed from signal integration at 2850 cm-1 (CH2 symmetric 

stretching) and 2930 cm-1 (CH3 symmetric stretching) Scale bar, 5 µm.  
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Supplementary information 

Methods and materials 

Cell culture 

HEK293 cell line was provided by Pr. Lalloue; Captur, (Limoges). These well-known cells 

derived from Human Embryonic Kidney tissues. They were cultured in Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Life Technologies) supplemented with 10 % fetal calf serum 

(Eurobio), 100 units/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin at 37 °C under a humidified 

atmosphere with 5 % CO2. 

Three colorectal cancer cell lines were used: HCT116 (stage I), HT29 (stage II) and SW620 

(stage III). HCT116 and SW620 cell lines were cultured in RMPI 1640 (Gibco, Life 

Technologies) and HT29 cell line in DMEM media. Both media were supplemented with 10 % 

fetal calf serum (Eurobio), 100 units/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin at 37 °C under 

humidified atmosphere and 5 % CO2. 

Generation of the expression vector allowing the overexpression of the TrkB receptor 

A DNA fragment encoding the coding sequence of TrkB was amplified by PCR using pCMV-

XL4-TrkB as template. The following oligonucleotide primers were used: Forward primer 

TrkB: 5’ GGATCCAAGAGAGCCGCAAGCGC 3’ and Reverse primer 

TrkB: 5’ TCTAGAGCAGCTTGGTGGCCTCC 3’ (nucleotides in bold in the sense strand 

indicate the location of a BamHI site, while those in the antisense strand indicate the location 

of a XbaI site). PCR conditions were as followed: Denaturation (98 °C-30 sec), 35 cycles of 

denaturation (98 °C-10 sec), hybridization (63 °C-20 sec) and extension (72 °C-45 sec). The 

PCR was achieved with a final extension (72 °C-5 min) using Phusion High Fidelity DNA 

Polymerase (ThermoScientifique). PCR product was introduced into clone vector pGEM-

Teasy (Promega). A selection was then performed to find a clone with pGEM-Teasy 

containing the TrkB sequence (pGEM-Teasy-TrkB).  

The vector pCDNA3.1+ was treated with calf intestinal alkaline phosphatase after being 

digested with BamH1 and XbaI, and ligated with a TrkB DNA fragment. This fragment has 

been obtained from clone vector pGEM-Teasy-TrkB digested with BamH1 and XbaI. This 

selection was performed to obtain a clone with vector containing the TrkB sequence called 

pCDNA3.1+/TrkB. The TrkB sequence in the pCDNA3.1+ was confirmed by DNA 

sequencing. 

Generation of TrkB overexpression in HEK cell line 

HEK cells were transfected with pCDNA3.1+/TrkB using JetPei (PolyPlus transfection). 

Briefly, Solution A with 2 µg of pCDNA3.1(+)/TrkB in 50 µL of NaCl (150 mM) and solution B 

with 4 µL of JetPei with 50 µL of NaCl (150 mM) were prepared. After 5 minutes at room 

temperature, both solutions were mixed and incubated 20 minutes at room temperature. The 

mix was then put on cells. After 24 h at 37 °C and 5 % CO2, the transfection media was 

replaced by complete media with 750 µg/mL Geneticin (G418-Roth) as selection marker. 

Several clones were selected and characterized by qRT-PCR giving us their TrkB expression 

level. 
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Quantitative real-time PCR  

Total RNA was extracted using the RNeasy minikit (Qiagen). Then it has been quantified by 

measuring the absorbance at 260 nm using the Nanodrop spectrophotometer ND-1000 

(NanoDrop Technologies). A high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied 

Biosystems) was used for the conversion of 10 µg of total RNA to single-stranded cDNA 

suitable for quantitative PCR applications. Quantitative PCR was performed from 2 ng total 

cDNA in an ABI Prism 7900 Sequence Detector System (Thermo Fisher Scientific) using 40 

cycles at 95 °C for 15 sec followed by 60 °C for 1 min. Taqman® primers and probe sets 

used in this study were as follows: TrkB (NTRK2) (Hs00178811_m1), GAPDH 

(Hs02786624_g1). Gene expression data were collected using the SDS software, version 

2.2.2, (Applied Biosystems). The gene expression comparison has been carried out using 

delta-CT, corresponding to the CT (cycle threshold) of the gene of interest normalized by 

GAPDH.  

Western blot analysis 

Proteins were extracted from cells with RIPA lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM 

NaCl, 0.5 % sodium deoxycholate (w/v), 1 % NP-40, 0.1 % SDS (v/v) and protease inhibitor 

cocktail (complete; Roche Diagnostics)). Protein extract was centrifuged at 12.000 g for 30 

min at 4 °C. Supernatants containing the proteins were recovered and the protein 

concentration was estimated using a Bicinchoninic acid (BCA) protein assay (Sigma-Aldrich) 

with Bovine Serum Albumin as a standard.  

Fifty micrograms of extracted proteins were separated under denaturing and reducing 

conditions with SDS polyacrylamide gel (8 %-10 % (w/v)) and then transferred to Hybond C-

extra nitrocellulose membrane (GE Healthcare). Membranes were then blocked in 5 % 

non-fat dried milk (w/v) in TBST (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween-20, pH 7.4) 

during 1 hour at room temperature. In a next step, we had an incubation overnight at 4 °C 

with specific primary antibodies diluted in 5 % non-fat dried milk (w/v) in TBST at : 1:150 

dilution of anti-hTrkB (R&D systems, mab3971), 1:250 dilution of anti-Akt and anti-phospho 

Akt (R&D systems, MAB2055 and AF887 respectively), and 1:2000 dilution of anti-GAPDH 

(R&D systems, AF5718). After three washings in TBST, membranes were incubated for 1 

hour at room temperature with 1:1000 dilution of secondary HRP conjugate antibodies 

(Dako) in 1% non-fat dried milk (w/v) in TBST. After last three washings, immunoblots were 

developed using BM Chemiluminescence Western-blotting substrate (peroxidase, POD; 

Applied Science). Analysis of spectral band intensities and chemical image generation were 

carried out using ImageJ software (NIH, v6) for relative quantification purposes. 

Immunofluorescence analysis  

HEK and HEK-Clone2 were seeded at 70.000 cells per well (Lab-Tek™,Fisher Scientific). 

After two days, cells were washed three times with PBS and fixed with 4 % of 

paraformaldehyde in PBS (v/v) for 10 min. To minimize nonspecific reactions, cells were 

saturated for 1 hour at room temperature using PBS-BSA 5 %. Cells were then incubated 

with primary antibodies: anti-hTrkB in PBS-BSA 1 % during overnight at 4 °C. After three 

washes in 0.1 % Tween20-PBS, cells were incubated for 1 hour at room temperature with 

polyclonal Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies (Alexa Fluo™ 488, Life 

Technologies).  



Tiffany GUERENNE-DEL BEN | Thèse de doctorat | Université de Limoges 210 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

  



Tiffany GUERENNE-DEL BEN | Thèse de doctorat | Université de Limoges 211 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

After three washes with 0.1 % Tween20-PBS, nuclei were stained using 1 µg/mL 4’,6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich).  Cells were washed three times before 

being mounted on slides with Mowiol 4-88 mounting medium and sealed with nail polish.  

Stained cells were observed with an epifluorescence microscope (Leica DMI4000B). Data 

were processed using MetaMorph software (Molecular Devices). 

BDNF and K252a treatments 

Different conditions were used according to the analyses performed. 

For proteins extraction 

HEK293 and HEK-Clone2 cells were seeded at a density of 10.000 cells per cm2 and 

cultured in DMEM medium supplemented with 10 % FBS, 100 units/ml penicillin, 100 µg/ml 

streptomycin and 700 µg/ml of G418 for HEK-Clone2 during two days at 37 °C and 5 % CO2. 

Then cells were treated with 75 ng/ml recombinant human BDNF (Peprotech) in medium 

containing 1 % of FBS (v/v) (1). Cells were harvested after 1 hour of treatment and proteins 

were extracted.   

A dual treatment was performed with BDNF and K252a in order to block the TrkB activation. 

Cells were treated with 75 ng/ml recombinant human BDNF (Peprotech) and 100 nM of 

K252a (Alomone) in medium containing 1 % of FBS (v/v) (2). Cells were harvested after 1 

hour of treatment and proteins were extracted. 

For CARS analysis  

HEK293 and HEK-Clone2 cells were grown on uncoated glass slides. We used 12-well 

plates in which we introduced 18 mm diameter round glass coverslips. Cells were seeded at 

a density of 35.000 cells per well in DMEM medium containing 10 % of FBS, 100 units/ml 

penicillin, 100 µg/ml streptomycin and 700 µg/ml of G418 for HEK-Clone2. After two days at 

37 °C and 5 % CO2, cells were treated with 75 ng/mL recombinant human BDNF in medium 

containing 1 % of FBS (v/v). At the same time, a dual treatment was performed with BDNF 

and K252a (100 nM). After 48 hours and 72 hours of treatment, cells were washed three 

times with PBS and nuclei were labelled  with 10 µg/mL Hoechst 33342 (Thermo Fisher 

Scientific) during 15 min. Cells were then washed, and the coverslip sealed with nail polish 

on a microscopy glass slide. 

Lipid droplet staining with BODIPY 

To validate BODIPY ability to label lipid droplets, a treatment with fatty acids, which 

stimulates the neutral lipid synthesis and thus forms lipid droplets, has been carried out. For 

this reason, HEK cells were seeded at a density of 10.000 cells per cm2 in 12-well plate and 

cultured in DMEM medium supplemented with 10 % FBS, 100 units/ml penicillin and 100 

µg/ml streptomycin at 37 °C and 5 % CO2. After two days, cells were treated with oleic acid 

at 0.7 mM (Sigma-Aldrich) during 24 h. Then, cells were washed three times with PBS and 

fixed with PFA (4 % (v/v) in PBS) for 10 min. After three washings with PBS, cells were 

stained with 5 µg/mL BODIPY (Thermofisher) for 1 hour (3). After three washes, nuclei were 

stained using 1 µg/mL with DAPI. Cells were rinsed three times before being mounted on 

slides with Mowiol 4-88 mounting medium and sealed with nail polish (SI Appendix, Fig. S1). 
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Concerning HEK and HEK-Clone2 cells treated with BDNF and K252a, or without K252a or 

without BDNF during 48 h and 72 h, the same protocol was used.  

M-CARS microspectroscopy 

The spectroscopic setup used in this work is presented in (4). For the M-CARS, the pump 

source is a passively Q-switched microchip laser (Horus Laser, 1064 nm, 1 ns, 20 kHz, 

linearly polarized, < 0.1 cm-1 linewidth). The laser beam is divided into two parts by using a 

half-wave plate and a Glan-Taylor polarizer (GTP). One part is injected into a photonic 

crystal fiber (PCF) to generate a supercontinuum Stokes wave (600-1650 nm). This Stokes 

beam is collimated by means of a parabolic mirror (PM) and directed to a long-pass filter 

(LPF) at 1050 nm (Thorlabs, FEL1050). The other part is used as the pump radiation of the 

CARS process after adjusting its power with a variable neutral density filter (VNDF) and its 

delay with a delay line (DL). Then pump and Stokes beams are spatially combined through a 

notch dichroic beamsplitter (NDBS) (Semrock, NFD01-1064-25x36) and tightly focused onto 

the sample with a high numerical aperture microscope objective (Olympus, UPlanSApo 60x, 

N.A. = 1.2, water immersion). The position of the sample is controlled by means of a 

translation stage. The CARS signal generated by the sample is collected by a second 

microscope objective (Nikon, S Plan Fluor ELWD 60x, N.A. = 0.7), cleaned from any 

remaining pump signal by using a notch filter (NF) (Thorlabs, NF1064-44) and guided into a 

spectrometer (Horiba, LabRam HR Evolution, 600 gr/mm grating, Synapse CCD camera). In 

order to observe stained cells via the fluorescence of Hoechst’s staining, the M-CARS 

system was complemented with a halogen light source, appropriate excitation and emission 

filters, and a dedicated CCD camera (Thorlabs, 1500M-GE). 

The lateral, axial and spectral resolutions of the CARS microspectroscope were ~ 300 nm, 

2 µm, and 0.8 cm-1 respectively. During all experiments, the laser power of pump and Stokes 

radiations at the sample position was set at 55 mW and 9 mW, respectively. At this laser 

power (64 mW in total), no morphological change of cells was observed. This was confirmed 

by visualizing the sample with bright field and/or fluorescence imaging. 

Spectra were acquired from 2500 to 3200 cm-1 with 50 ms pixel dwell time and processed by 

using the maximum entropy method (MEM) so as to extract the pure vibrationally resonant 

signal, which corresponds to the imaginary part of the third order nonlinear susceptibility 

(Im{χ(3)}) (5). CARS chemical images were reconstructed for two Raman modes: CH2 

symmetric stretching, associated to lipids, at 2850 cm-1 and CH3 symmetric stretching, 

associated to proteins, at 2930 cm-1. 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2576358/#bib3
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Supplementary figures 

 

 

Fig. S1. Analysis of lipid content following addition of fatty acids in cell culture 

medium. HEK cells were treated with, or without oleic acid at 0.7 mM, during 24 hours. Then 

cells were fixed using PFA, and stained with BODIPY 493/503 (green fluorescence) for lipid 

and DAPI (blue fluorescence) for nuclei. Scale bar, 10 µm. 
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Fig. S2. Mean of standard deviation of the vibrationally resonant CARS signal between 

2500 and 3200 cm-1, computed over the whole region of interest for 8 cells for HCT116, 11 

cells for HT29 and 6 cells for SW620. CH2 and CH3 spectral contributions are highlighted in 

red and green, respectively. 
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Fig. S3. Analysis of lipid content in colorectal cancer cell lines, HCT116, HT29 and 

SW620. Cells were fixed using PFA, and stained with BODIPY 493/503 (green fluorescence) 

for lipid and DAPI (blue fluorescence) for nuclei. Scale bar, 10 µm. 

 

  



Tiffany GUERENNE-DEL BEN | Thèse de doctorat | Université de Limoges 220 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

  



Tiffany GUERENNE-DEL BEN | Thèse de doctorat | Université de Limoges 221 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

 

Fig. S4. Mean of standard deviation of the vibrational resonant CARS signal between 

2500 and 3200 cm-1, computed over the whole region of interest for 3 cells for HEK-Clone2 

48h, 3 cells for HEK-Clone2 BDNF 48h, 3 cells for HEK-Clone2 72h and 6 cells for HEK-

Clone2 BDNF 72h. CH2 and CH3 spectral contributions are highlighted in red and green, 

respectively. 
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Fig. S5. Analysis of lipid content in HEK-Clone2 cells after activation of TrkB receptor. 

HEK-Clone2 were treated with, or without BDNF at 75 ng/ml, during 48 and 72 hours. Then 

cells were fixed using PFA, and stained with BODIPY 493/503 (green fluorescence) for lipid 

and DAPI (blue fluorescence) for nuclei. Scale bar, 10 µm. 
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Fig. S6. Analysis of lipid content in HEK cells after activation of TrkB receptor. HEK 

were treated with, or without BDNF at 75 ng/ml, during 72 hours. Then cells were fixed using 

PFA, and stained with BODIPY 493/503 (green fluorescence) for lipid and DAPI (blue 

fluorescence) for nuclei. Scale bar, 10 µm. 

 

  



Tiffany GUERENNE-DEL BEN | Thèse de doctorat | Université de Limoges 226 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

  



Tiffany GUERENNE-DEL BEN | Thèse de doctorat | Université de Limoges 227 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

Fig. S7. Analysis of HEK cells by MCARS. Living HEK cells were treated with, or without 

BDNF at 75 ng/ml, during 72 hours, including bright-field, and fluorescence (Hoechst 33342) 

images. MCARS images were reconstructed from signal integration at 2850 cm-1 (CH2 

symmetric stretching) and 2930 cm-1 (CH3 symmetric stretching) Scale bar, 5 µm. 
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Fig. S8. Analysis of inhibition of TrkB activation by K252a. HEK-Clone2 were treated 

with or without BDNF at 75 ng/ml, and with or without K252a at 100 nM, during 48 and 72 

hours. Then cells were fixed using PFA, and stained with BODIPY 493/503 (green 

fluorescence) for lipid and DAPI (blue fluorescence) for nuclei. Scale bar, 10 µm. 
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Fig. S9. Analysis of inhibition of TrkB activation by K252a in HT29 cell line. HT29 cells 

were treated with or without K252a at 100 nM, during 48 and 72 hours. Then cells were fixed 

using PFA, and stained with BODIPY 493/503 (green fluorescence) for lipid and DAPI (blue 

fluorescence) for nuclei. Scale bar, 10 µm. 
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Chapitre VI. Discussion générale 

Mon travail, portant sur l’analyse de cellules saines et cancéreuses, par la microspectroscopie 

CARS, a été effectué dans une seule zone du spectre Raman : la zone CH (2500 3200 cm-1). 

En comparaison avec la zone d’empreinte biologique (800-1800 cm-1), elle correspond 

uniquement aux élongations de la liaison entre les atomes de carbone et d’hydrogène (CH, 

CH2, CH3, …). Cette spécificité évite de noyer les informations vibrationnelles. Les deux 

décalages Raman les plus étudiés dans cette zone correspondent à la vibration d’élongation 

de la liaison entre le carbone et l’hydrogène des groupements CH2 et CH3. Ils sont référencés 

comme composants majoritaires des lipides et des protéines, respectivement. Ce sont deux 

biomolécules importantes, et elles représentent environ 16 % de la masse totale d’une cellule. 

Le second avantage de concentrer les analyses dans cette zone spectrale est d’obtenir des 

intensités de décalages Raman plus importantes, générant un rapport signal-sur-bruit bien 

meilleur que dans la zone biologique. Ainsi, se recentrer sur une petite zone spectrale, riche 

en informations et fortement contrastée a permis des acquisitions CARS de courtes durées, 

en comparaison avec une acquisition d’un spectre total (de 800 cm-1 à 3200 cm-1 ; Huang et 

al., 2015).  

 Comparaison des analyses entre les modes spectroscopies et 

microspectroscopie CARS sur la lignée cellulaire HEK 

En utilisant la technologie CARS dans sa configuration spectroscopie, les nombreux spectres 

obtenus dans différentes zones du noyau de cellules HEK avaient une grande variation 

d’intensité, en fonction des zones ciblées. Le traitement des données par l’ACP, ne nous a 

pas permis d’identifier des similitudes entre ces spectres. Ainsi, c’était primordial d’utiliser la 

configuration de microspectroscopie CARS. Le couplage de la spectroscopie et de la 

microscopie vibrationnelle permet de localiser différents composés biochimiques précis 

(correspondant aux décalages Raman), au sein de la cellule étudiée. L’analyse concerne alors 

la globalité de la cellule.  
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Les premiers résultats obtenus par microspectroscopie CARS ont validé cette hypothèse, 

montrant que pour un décalage Raman donné, il y avait des différences d’intensité au sein 

d’un même organite, par exemple des intensités plus importantes dans des zones du noyau. 

De plus, les cartographies, issues de plusieurs cellules venant d’une même lignée, ne donnent 

pas les mêmes informations. Par exemple, une cellule peut avoir une forte signature CH3 dans 

des zones restreintes du noyau alors que d’autres présentent un noyau uniformément marqué. 

En tenant compte de ces résultats discordants pour un même type cellulaire analysé, il m’a 

fallu en comprendre les raisons avant de pouvoir réaliser des analyses comparatives.  

Toutes les cellules provenant d’une même lignée cellulaire sont considérées comme des 

clones. Elles proviennent d’une cellule d’un tissu humain, qui est immortalisée (transfection 

par le virus SV40 ou le gène E6E7 du papilloma virus 16) pour permettre leurs cultures in vitro 

à l’infini (Ulrich and Pour, 2001). Si ces cellules sont cultivées dans les mêmes conditions 

(milieu de culture, pourcentage en SVF, apport nutritionnel, …) les quantités de chaque 

constituant devraient être très similaires, voire identiques. Il est donc très surprenant 

d’observer, dans notre cas, autant de différences spectrales et de localisation des protéines 

et lipides.  

L’hypothèse d’implication de processus cellulaires pouvant générer ces variations de signaux 

au sein d’une même population cellulaire m’a orientée vers le cycle cellulaire qui se scinde en 

deux phases : l’interphase et la mitose, comportant chacune différentes sous phases. 

L’interphase est composée des sous phases G1, S et G2, qui ont pour but majoritaire la 

duplication de l’ADN (phase S) et de préparer la cellule à la mitose (phase G2). Bien que peu 

discriminante du point de vue des modifications de morphologie cellulaire et de conformation 

des organites, l’interphase est essentielle au bon devenir des cellules filles. Il s’en suit la 

mitose, composé de 5 sous phases (prophase, prométaphase, métaphase, anaphase et 

télophase).  
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Elle permet la condensation de l’ADN sous forme de chromosomes, puis ensuite la séparation 

et la migration des chromatides sœurs dans les deux cellules filles résultantes. Ainsi, les deux 

cellules filles auront la même quantité d’ADN (Harper and Brooks, 2004). Durant la mitose les 

modifications de morphologie de certains organites apparaissent durant les sous phases 

(Jongsma et al., 2015), on peut en suivre l’évolution grâce à la variation de l’état de 

condensation des chromosomes. 

 Analyse par la microspectroscopie CARS de cellules bloquées en transition G1/S 

et de cellules dans les sous-phases de la mitose 

J’ai ainsi pu analyser les signaux CARS dans la zone CH du spectre Raman pour des cellules 

en interphase et en mitose en me focalisant sur deux décalage Raman spécifiques : les 

liaisons CH2 et CH3, associées majoritairement aux lipides et aux protéines. Les résultats sont 

comparables entre cellules dans une même phase du cycle cellulaire. Dans la littérature, peu 

de résultats, ou des résultats contradictoires font état de l’analyse de constituants cellulaires 

dans la zone CH, principalement pour les décalages Raman associés aux liaisons CH2 et CH3. 

Par exemple, l’analyse de cellules en fonction de leur position dans le cycle cellulaire révèle 

que la signature associée aux protéines met en évidence les protéines cytosoliques (Lu et al., 

2015; Pliss et al., 2010) mais nullement les protéines participant à la condensation de l’ADN.  

J’ai pu observer aussi bien les nucléoles pour les cellules interphasiques que les 

chromosomes condensés pour les cellules mitotiques. Ainsi, les différences spectrales 

associées aux liaisons CH3 au sein du noyau lors des premières études résulteraient de la 

zone analysée : hétérochromatine ou nucléoles possédant plus de protéines, ou euchromatine 

moins riche en protéines.  

De nombreuses études se sont intéressés à visualiser les protéines dans une cellule, que ce 

soit par la microspectroscopie Raman ou CARS. Dans ce cas, la zone d’empreinte biologique 

est toujours privilégiée. Un marquage dans le cytoplasme et le noyau de la cellule est décrit 

sans réelle distinction entre ces deux compartiments cellulaires (Dessai et al., 2018; Ichimura 

et al., 2014, 2015).   
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En revanche, une étude s’est concentrée sur le cycle cellulaire et a permis de mieux 

appréhender la localisation des protéines dans la cellule en mitose (principalement en 

métaphase) (Matthäus et al., 2006) : étape de condensation de l’ADN. Cependant, cette étude 

a été effectuée via des mesures dans la zone d’empreinte biologique. Ce n’est qu’en 2010 que 

le cycle cellulaire est analysé dans la zone CH grâce à la microspectroscopie cohérente, en 

utilisant le décalage Raman associé aux protéines à 2930 cm-1. La signature protéique, dans 

les cellules mitotiques, couvre la cellule dans son intégralité, avec une intensité légèrement 

plus importante pour les régions d’hétérochromatine, lieu de condensation de la chromatine ; 

pour les cellules en interphase, la signature protéique met en évidence uniquement les 

nucléoles (Pliss et al., 2010). En 2015, une équipe a réussi, grâce à des algorithmes puissants 

et complexes, à identifier un décalage Raman associé à un constituant de l’ADN dans la zone 

CH, le désoxyribose, qui permet de visualiser l’ADN. La signature à 2930 cm-1 a aussi été 

évaluée et, à l’inverse de l’étude de 2010, aucun lien n’a été établi entre la compaction de 

l’ADN et les protéines (Lu et al., 2015). Ainsi, les études évaluant le cycle cellulaire dans la 

zone CH restent que peu approfondies et contradictoires.  

Pourtant, il est démontré que durant le cycle cellulaire la compaction de l’ADN engendre une 

zone très riche en protéines (Torrente et al., 2011). Il est donc surprenant de ne pas pouvoir 

distinguer le noyau en utilisant le décalage Raman approprié. Mon étude a mis en évidence, 

de manière précise et reproductible que la signature associée aux protéines met en évidence 

majoritairement l’état de compaction de l’ADN durant la mitose. En effet, durant ce 

phénomène, l’hétérochromatine possède en masse deux fois plus de protéines que d’ADN et 

se retrouve concentrée dans de petites zones avec de ce fait une forte signature vibrationnelle. 

En parallèle, pour les cellules en interphase, il s’avère possible de distinguer dans le noyau 

les nucléoles qui présentent une grande intensité de signal. Le nucléole, bien que n’étant pas 

une zone spécifique de condensation de l’ADN contient de nombreuses protéines impliquées 

dans la synthèse des sous-unités des ribosomes. 
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En ce qui concerne l’observation de la signature associée aux lipides, elle met en évidence la 

présence, plus ou moins importante, de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme sans qu’un 

organite soit mis en avant. Durant mon étude, en utilisant le même décalage Raman, j’ai 

visualisé la réorganisation du plus grand organite cellulaire : le réticulum endoplasmique (RE), 

une structure réticulée accolée au noyau. Le RE est le lieu de synthèse des lipides, il présente 

donc une forte densité en liaisons CH2. Il s’avère possible d’observer la modification de 

structuration de cet organite durant la mitose, passant de forme de feuillets et de tubules à 

uniquement des tubules (Jongsma et al., 2015). Jusqu’à présent, cette observation n’a jamais 

été mise en évidence par les technologies vibrationnelles.  

Ainsi, il est particulièrement intéressant de pouvoir visualiser les contenus protéiques et 

lipidiques dans la zone CH car elle permet d’obtenir rapidement grâce à une petite zone 

spectrale analysée des résultats avec un très fort contraste, et sans traitement algorithmique 

complexe. De plus, la répétabilité des résultats constitue une bonne base pour réaliser des 

analyses comparatives.  

Cependant, il s’avère que ces signaux fluctuent selon l’état des cellules : vivantes ou fixées. 

Ceci n’avait jamais été décrit jusqu’à maintenant dans la littérature par microspectroscopie 

vibrationnelle (Raman et CARS). Seule l’influence de différentes méthodes de fixation sur les 

signaux vibrationnels (Raman et CARS) comme les solvants organiques (méthanol, acétone, 

…) ou les aldéhydes (PFA, …). Les aldéhydes, de manière générale, induisent moins de 

dommage cellulaire. Il a tout de même été observé une légère lésion membranaire impliquant 

une légère perte des composants cytoplasmiques. En parallèle, une diminution de l’intensité 

du pic associé aux Amide III (protéines) est constatée. Quant aux solvants organiques, ils 

induisent une diminution drastique de l’intensité des signaux dus aux protéines, lipides et 

acides nucléiques, et une déstructuration de la membrane plasmique  
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Ces études ont été effectuées autant sur des organismes procaryotes qu’eucaryotes. Il en 

résulte que la meilleure méthode pour fixer des cellules sans induire de grands 

bouleversements structuraux et vibrationnels est le PFA (Chan et al., 2009; Hobro and Smith, 

2017; Levchenko et al., 2019; Read and Whiteley, 2015).  

Il s’avère que les cellules vivantes contrairement aux cellules fixées avec du PFA présentent 

un marquage supplémentaire qui permet d’identifier le pourtour nucléaire. Ce marquage 

correspond, en réalité, à la partie de l’hétérochromatine fixée à la lamina nucléaire, par 

l’intermédiaire de protéines spécifiques (Lochs et al., 2019). Lorsque les cellules sont fixées, 

ce marquage disparait, laissant supposer que la fixation provoque des dommages au niveau 

de l’enveloppe nucléaire. Ainsi, l’hétérochromatine fixée à la lamina nucléaire est libérée dans 

le nucléoplasme et n’est donc plus visualisable par la microspectroscopie CARS. De ce fait, 

nous montrons que suite à la fixation au PFA, il y a une désorganisation des composants 

cellulaires et principalement l’hétérochromatine fixée à la lamina nucléaire. Cette constatation, 

jamais référencée dans la littérature, est une avancée importante dans le monde de la 

microspectroscopie vibrationnelle.  

Ainsi, l’étude dans la zone CH par un traitement algorithmique simple (la méthode d’entropie 

maximum) fournit des informations vibrationnelles quel que soit l’état de la cellule, vivante ou 

fixée, sur l’état de la chromatine, le réticulum endoplasmique et les gouttelettes lipidiques 

associées. L’identification de certains organites de cellules saines ouvre le champ à des 

études comparatives (cellules cancéreuses versus cellules saines). Cette première étude 

permet d’identifier des caractéristiques vibrationnelles associées aux processus cancéreux, 

comme des modifications d’intensité, de localisation voire même de compositions 

biochimiques de ces organites. Par exemple, une étude récente révèle que l’hétérochromatine 

périphérique attachée à la lamina nucléaire constituerait un marqueur supplémentaire pour la 

détection de cellules cancéreuses. L’hétérochromatine périphérique permet de réprimer des 

gènes qui seront non transcrits.  
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Durant le processus de cancérisation, il y a des changements d’organisation et de localisation 

de la chromatine avec le plus souvent une décondensation de l’hétérochromatine, permettant 

le démasquage et l’expression de différents gènes. Cette diminution d’hétérochromatine 

périphérique est utilisée comme biomarqueur de certains sous type de cancer car elle est 

associée à la formation de métastases et à un mauvais pronostic. A l’heure actuelle, la 

détection de cette hétérochromatine est relativement difficile et requiert des techniques 

compliquées avec des marquages préalables (Carone and Lawrence, 2013). Grâce aux 

niveaux d’intensité, aux contrastes observés et à la bonne résolution de la microspectroscopie 

CARS utilisée, il semble intéressant d’utiliser cette technologie pour mettre au point une 

technique quantitative permettant de classer les cellules saines versus les cellules 

cancéreuses en fonction de leur état et de la localisation de la chromatine.  

 Analyse par la microspectroscopie CARS des changements du métabolisme 

lipidique du à l’activation du récepteur TrkB 

Bien entendu, les cellules cancéreuses ne se distinguent pas uniquement par le 

réarrangement de leur hétérochromatine, elles ont de nombreuses caractéristiques qui leur 

permettent une croissance accrue, une capacité d’invasion, de résistance à l’hypoxie, … L’une 

d’elles a souvent été mise en avant par la microspectroscopie vibrationnelle (Raman et CARS), 

c’est une modification du métabolisme lipidique. Depuis presque 20 ans, il a été observé que 

les cellules cancéreuses avaient une augmentation de leur métabolisme lipidique, favorisant 

une prolifération accrue, associée à la stimulation de voies de signalisations impliquées dans 

la survie cellulaire, l’angiogenèse et des processus métastatiques. Cette augmentation du 

métabolisme lipidique conduit à la formation de gouttelettes lipidiques intracellulaires qui 

deviennent « un biomarqueur cancéreux » (Liu et al., 2017; Tirinato et al., 2017).  
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Cette augmentation du métabolisme lipidique est souvent associée à la présence de récepteur 

transmembranaire. Il a été démontré par spectroscopie Raman que le récepteur HER2 induit 

une augmentation du métabolisme lipidique dans les cellules cancéreuses de tumeurs 

mammaires (Bi et al., 2014).  

Plus récemment, des travaux montrent que l’activation du récepteur à l’EGF (EGFR), par son 

ligand, stimule la synthèse de novo d’acides gras qui contribuent à l’accumulation de 

gouttelettes lipidiques dans les cellules cancéreuses colorectales ; cette augmentation est en 

lien étroit avec l’activation de la voie de signalisation PI3K/mTOR (Penrose et al., 2016). De 

nombreux autres types de cancer favorisent l’augmentation du métabolisme lipidique tels que 

le cancer de la prostate, des poumons, le glioblastome (Guo et al., 2013; Petan et al., 2018; 

Yue et al., 2014) 

Au cours de ce travail, je me suis intéressée à un récepteur fortement impliqué dans la 

carcinogenèse colorectale : le récepteur TrkB (Akil et al., 2016). L’influence de ce récepteur 

sur le métabolisme lipidique n’a jamais été évaluée. Avec trois lignées cancéreuses 

colorectales représentant les trois premiers stades du cancer, un lien étroit entre l’expression 

du récepteur TrkB et la quantité de gouttelettes lipidiques est établi grâce à la 

microspectroscopie CARS. Dans le but d’étudier spécifiquement l’implication du récepteur 

TrkB, j’ai créé à partir d’une lignée cellulaire ne l’exprimant pas, des clones l’exprimant 

fortement. 

Malgré la forte présence du récepteur TrkB à la surface des cellules, il n’apparait pas de 

décalage Raman spécifique. Le récepteur étant une protéine transmembranaire, elle aura de 

ce fait les mêmes caractéristiques vibrationnelles que d’autres protéines membranaires. Afin 

d’évaluer le rôle de ce récepteur, il est primordial de l’activer par contact avec son ligand, le 

BDNF. Ceci active les trois voies de signalisation : Ras/MAPK, PI3Kinase (PI3K)/Akt et PLC-

γ/PKC, voies de signalisation participant à la prolifération, la survie cellulaire, et la 

dissémination de cellules permettant la formation de métastases (Akil et al., 2016).  
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Suite à son activation, l’analyse par la microspectroscopie CARS révèle une nette 

augmentation de la signature des liaisons CH2 associée majoritairement aux lipides et à la 

présence de gouttelettes lipides dans le cytoplasme. J’ai ainsi pu corréler l’activation du 

récepteur TrkB à une augmentation drastique du métabolisme lipidique.  

Par la microspectroscopie CARS j’ai pu mettre en évidence les différentes étapes de la 

biogenèse lipidique médiée par l’activation du récepteur TrkB : accumulation de lipides neutres 

entre les deux feuillets du RE puis génération de gouttelettes lipidiques (Shyu et al., 2018). 

L’implication de TrkB activé a été validée suite à un traitement simultané des cellules avec du 

BDNF et du K252a, un inhibiteur compétitif de TrkB. Les cartographies des cellules présentent 

un niveau basal d’intensité et de localisation des signaux CH2 comparable à celui observé pour 

des cellules sans activation de TrkB. Ceci révèle l’implication de l’activation du récepteur TrkB 

dans le métabolisme lipidique.  

Il a été démontré que de nombreuses cellules cancéreuses (cellules de tumeurs de la prostate, 

du sein, des ovaires, du colon, …  présentent une forte quantité de lipides due à une 

augmentation du métabolisme lipidique entrainant la formation de gouttelettes lipidiques dans 

le cytoplasme (Koizume and Miyagi, 2016). Celles-ci jouent un rôle non négligeable dans le 

processus cancéreux comme la prolifération en favorisant le renouvellement rapide des 

membranes cellulaires (Shyu et al., 2018). Mais, elles ont également un rôle plus 

dommageable pour l’organisme :  la possibilité de conférer aux cellules tumorales une 

résistance aux chimiothérapies. Ce phénomène a déjà été observé lors de traitements au 

paclitaxel sur des cellules de tumeurs du sein, de la prostate et de l’ovaire, également avec 

l’erlotinib dans le cas du cancer colorectal (Koizume and Miyagi, 2016). Une résistance au 5-

fluorouracile et à la doxorubicine corrélée à une augmentation de la quantité de gouttelettes 

lipidiques a également été décrite dans le cas de carcinomes hépatocellulaires et de CCR 

(Mehdizadeh et al., 2017). Cette capacité de résistance aux chimiothérapies proviendrait de 

la composition même des gouttelettes : un cœur hydrophobe capable d’attirer et de séquestrer 

les drogues lipophiles (Zhang et al., 2016).  
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Les cellules cancéreuses à fort métabolisme lipidique sont associées à un faible pronostic 

(Shyu et al., 2018). Aussi, pouvoir identifier, sans marquage préalable, et de manière 

spécifique les différentes étapes de la biogenèse des gouttelettes lipidiques constitueraient 

une grande avancé dans le pronostic de cancers.  
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Chapitre VII. Perspectives 

Bien entendu, le but, in fine, serait de pouvoir réaliser des études sur des biopsies. En effet, 

les études in vitro sont une première preuve de concept et permettent seulement de valider 

des hypothèses mais ne correspondent pas à une situation réelle, in vivo ou ex vivo.  

Il faudrait pouvoir réaliser des cartographies CARS sur des tissus sains et cancéreux, en 

utilisant les deux mêmes décalage Raman. Ces derniers permettront d’obtenir des 

informations cruciales sur l’état du tissu. La signature associée aux liaisons CH3, nous 

permettra d’identifier le pourcentage de cellule présent en mitose. Dans le cas de tissus 

cancéreux, les cellules auront une capacité de prolifération accrue, visible par un nombre de 

cellule en mitose plus important que dans un tissu sain. A l’heure actuelle, cette estimation est 

réalisée par les histopathologistes grâce à l’index d’activité mitotique (IAM) sur des coupes de 

tissus colorés (hématoxyline et éosine, Giemsa, …) par dénombrement des cellules en mitose 

(Al-Janabi et al., 2013). L’avantage de pouvoir utiliser la microspectroscopie CARS est 

l’absence de marquage préalable, sa spécificité évitant les confusions avec des corps 

apoptotiques et des marquages non spécifiques dus aux colorants. La signature associée aux 

liaisons CH2, identifiera, de manière globale, le niveau du métabolisme lipidique, permettant 

d’identifier un « gonflement » du RE, jusqu’à la formation, non contrôlée, de gouttelettes 

lipidiques. Cette hypothèse de diagnostic cancéreux par la technologie CARS en utilisant 

uniquement deux décalages Raman devra être expérimentée et validée par l’utilisation de 

coupe de tissus mais aussi grâce à une collaboration avec des équipes d’Xlim pour la mise en 

place d’algorithme de traitement, de calcul et d’indexage visant à une utilisation de la 

microspectroscopie CARS par des non-physiciens-mathématiciens.  

Il est possible d’envisager à plus long terme, la création d’endoscope/fibroscope CARS, 

permettant de limiter les biopsies et donc moins contraignante pour le patient et contribuant à 

son bien-être.  
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Résumé 

Parmi les technologies d’analyses d’échantillons biologiques sans marquage préalable, la 
microspectroscopie vibrationnelle est en plein essor. Grâce à la vibration des liaisons entre 
atomes, elle permet de localiser dans la cellule des biomolécules (protéines, acides 
nucléiques, lipides) associées à des organites. Mon étude a consisté à utiliser la 
microspectroscopie CARS (Coherent Anti-Stockes Raman Spectroscopy) pour l’analyse de 
cellules dans la zone CH du spectre Raman, zone fortement résolue (< 1 cm-1) et restreinte 
(2500-3000 cm-1). Les vibrations correspondant aux liaisons CH2 et CH3 sont majoritairement 
associées respectivement aux lipides et aux protéines. À partir de cultures synchrones, j’ai pu 
mettre en évidence des différences permettant de distinguer des cellules en interphase de 
cellules en mitose, et pour cette dernière phase ses cinq sous-phases grâce à l’évolution de 
l’hétérochromatine voire celle du réticulum endoplasmique. J’ai également suivi dans des 
cellules en interphase les changements du métabolisme lipidique dûs à l’activation du 
récepteur TrkB, souvent présent dans les cellules tumorales. Après avoir créé des clones de 
cellules HEK exprimant TrkB, j’ai observé l’apparition de gouttelettes lipidiques dans les 
cellules suite à son activation. Ce même type de gouttelettes est présent dans trois lignées 
cellulaires de trois stades du cancer colorectal, et j’ai établi un lien direct entre l’activation de 
TrkB et la présence de gouttelettes lipidiques. Ainsi, la microspectroscopie CARS permet par 
analyse dans la zone CH de suivre la biogenèse des gouttelettes lipidiques. Cette méthode 
d’analyse pourrait être exploitée pour la recherche sans marquage préalable de cellules 
cancéreuses dans un tissu, faisant de la microspectroscopie CARS un outil de diagnostic.  

Mots clés : Microspectroscopie CARS, interphase, mitose hétérochromatine, récepteur 
TrkB, gouttelettes lipidiques, cancer 

 

Abstract 

Vibrational microspectroscopy is a rapidly emerging label-free technique that allows the 
probing of live cell. Thanks to the vibration of the chemical bonds, it makes it possible to locate 
in the cell biomolecules (proteins, nucleic acids, lipids) associated with organelles. My study 
consisted in using Coherent Anti-Storage Raman Spectroscopy (CARS) microspectroscopy in 
the CH zone of the Raman spectrum, a highly resolved (<1 cm-1) and restricted interval (2500-
3000 cm-1). Vibrations corresponding to the CH2 and CH3 chemical groups are mainly 
associated with lipids and proteins, respectively. Using synchronous cultures, I have been able 
to highlight differences between cells in interphase and cells in mitosis and, more interestingly, 
the five sub-phases of mitosis, thanks to the evolutions of heterochromatin and endoplasmic 
reticulum as wel. I also tracked, in cells in interphase, the changes in lipid metabolism following 
activation of the TrkB receptor, often expressed in tumor cells. Specific lipid droplets showed 
up in HEK cell expressing TrkB activated. This same type of droplets has been observed in 
three cell lines derived from three stages of colorectal cancer. I have established a direct link 
between TrkB activation and the presence of these lipid droplets. Thus, CARS 
microspectroscopy makes it possible to follow the biogenesis of lipid droplets by analysis in 
the CH zone. This method could be exploited to find out, without prior labeling, cancer cells in 
a tissue, making CARS microspectroscopy a useful diagnostic tool. . 

Keyword : CARS microspectroscopy, interphase, mitosis, heterochromatin, TrkB 
receptor, lipid droplets, cancer 
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