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Introduction générale

Un peu a la maniére des atomes pour la matiére, notre corps et tous ceux des autres étres
vivants, animaux ou végétaux, sont constitués de cellules, briques élémentaires de la vie. Au
sein d’une cellule, on trouve I’ADN, code de I'information génétique, orchestrant le déroulement
programmé de la vie cellulaire. Ainsi, chaque espéce présente une espérance de vie qui lui est
propre, et les individus qui la constituent meurent en moyenne au méme age. Cependant, il
existe des fluctuations dues aux interactions des cellules avec leur environnement. Si les échanges
chimiques (alimentation, respiration) constituent une source majeure de communication avec
I'extérieur, elle n’est pas la seule. En effet, les étres animés, en effectuant des mouvements, se
déforment, déformant ainsi une partie de leurs sous-structures. De ’épigénétique (méthylation
de PADN) 4 la mécanotransduction, il y a un nombre croissant de preuves que les propriétés
mécaniques jouent un roéle essentiel dans le développement et la survie des organismes. D’otl
la nécessité de décrire les propriétés mécaniques de ces objets (cellule, ADN), c’est a dire la
rhéologie de ces matériaux.

Ethymologiquement, la rhéologie est la science des écoulements. Faire de la rhéologie signifie
donc que ’on g’'intéresse & la maniére dont un matériau se déforme, autrement dit on cherche & dé-
terminer la relation contrainte-déformation. Pour caractériser expérimentalement cette relation,
trois méthodes sont rhéologiquement pertinentes.

1. Le fluage : On fixe la contrainte et on mesure la déformation.
2. La relaxation : On fixe la déformation et on mesure la force.
3. La rhéologie dynamique : On impose une contrainte oscillante et on étudie la déformation.

Notre objet d’étude est une cellule vivante animale. Pour étudier ses propriétés mécaniques,
nous avons décidé de mener des expériences de fluages sur différents types cellulaires dans
des conditions physiologiques. Afin de solliciter la cellule dans sa globalité de maniére contro-
lée, nous nous sommes inspirés du dispositif d’étirement uniaxial d’O. Thoumine et d’A. Ott
|[Thoumine, 1997] permettant d’étirer une cellule vivante entre deux lamelles de verre : I'une
étant rigide, I’autre souple. Ce dispositif ne permettant pas de caractériser la relation contrainte-
déformation de maniére rhéologiquement pertinente, nous 'avons modifié de maniére & pouvoir
imposer une contrainte constante. Ce manuscrit vise & décrire la maniére dont nous avons mis
au point ce dispositif et les résultats obtenus. Il se décompose en quatre parties.

Dans la premiére partie, & travers plusieurs exemples, nous nous intéresserons a l'influence
de signaux mécaniques sur le fonctionnement cellulaire et, plus précisément, & la maniére dont
une cellule pergoit un signal biomécanique a travers ses complexes d’adhésion (cellule-substrat
et cellule-cellule). Puis nous nous interésserons aux forces qu’elles sont capables d’exercer pour,
par exemple, produire un mouvement. Ensuite, nous nous pencherons sur la structure cellulaire
déformée par I'application d’une contrainte globale : le cytosquelette (squelette cellulaire). Nous
décrirons les trois types de filament le constituant ainsi que les protéines qui leurs sont asso-
ciées. Enfin, nous aborderons le théme central de ce manuscrit, i.e. la rhéologie cellulaire, en
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commencant par introduire les mesures de rhéologie dynamique effectuées sur des cytosquelettes
synthétiques d’actine. Puis nous décrirons, & travers les différents dispositifs expérimentaux exis-
tant, les deux classes de comportement reportés dans la littérature :

— D’un c6té, les cellules sont représentées par des modéles mécaniques équivalents, & nombre
fini de temps de relaxation (ressorts + amortisseurs). Les modeéles sont dans ce cas différents
et méme parfois contradictoires d’une expérience & 'autre.

— De l'autre, quelques mesures locales de rhéologie dynamique révélent un continuum de
temps de relaxation montrant, au contraire, un comportement unifié a travers les différentes
expériences et les divers types cellulaires.

Pour déterminer le comportement rhéologique de ’ensemble de la cellule, nous avons décidé
de mettre au point un rhéomeétre permettant d’appliquer des contraintes constantes (fluage).
L’objectif de la deuxiéme partie est d’exposer les modifications que nous avons apportées au
dispositif d’étirement uniaxial pour en faire un véritable rhéométre & cellule unique. Nous verrons
notamment, comment nous avouns revu l’érgonomie des microplaques et leur calibration. Puis,
grace a ces nouvelles microplaques optiquement détectables, nous verrons comment nous avons
pu concevoir un systéme d’asservissement.

Muni de ce nouveau dispositif expérimental, nous avons pu mesurer, pour la premiére fois &
I’échelle de la cellule entiére, la fonction de fluage de cellules vivantes. Dans la troisiéme partie,
nous verrons que la fonction de fluage mesurée suit une loi de puissance fonction du temps
reflétant un continuum de temps de relaxation. Puis, une étude du régime linéaire nous a permis
de comparer qualitativement et quantitativement nos résultats aux mesures locales de rhéologie
dynamique. De plus, une comparaison détaillée avec ’expérience d’étirement uniaxial a permis de
montrer qu’en tenant compte de la relation entre contrainte et déformation dans cette géométrie,
il était possible de reproduire, sur une plage temporelle réduite, un comportement reflétant en
apparence un nombre fini de temps de relaxation.

Puis pour aller plus loin, nous exposons dans la quatriéme partie deux voies d’investigation :
I’étude du régime a grande déformation et I'influences de paramétres biochimiques sur la fonc-
tion de fluage. Nous verrons, d’abord, que les analyses & grande déformation d’une expérience a
force constante permettent de déterminer la forme de la fonction de fluage sur une plage tempo-
relle élargie du co6té des grandes valeurs. Nous présentons ensuite des mesures pour lesquelles on
a : modifié le traitement des lamelles (glutaraldéhyde, cadhérine, fibronectine) ; testé ’influence
de drogues agissant sur le cytosquelette d’actine (cytokalasine D, jasplakinolide) ; regardé l'in-
fluence des filaments intermédiaires (vimentine). Nous refermerons cette derniére partie sur des
expériences consistant & mesurer la force développée par une cellule lorsqu’elle s’étale entre les la-
melles. Les résultats semblent indiquer que les cellules sont capables d’adapter la force développée
a la raideur des lamelles.

Ajoutées, & ces quatres parties, cinq annexes viennent cloturer le manuscrit. L’Annexe A
et B concernent les détails des protocoles de culture des cellules et du traitement de surface
des lamelles. L’Annexe C contient les détails de fonctionnnement du capteur de position. On
trouvera, dans I’Annexe D, les résultats obtenus lors d’expériences de relaxations. Enfin, 'annexe
E présente la rhéologie des matériaux vitreux mous.

Bonne lecture.



Premiére partie

Mécanique cellulaire






Chapitre 1

Cellules et mécanique

Les cellules vivantes sont capables de s’adapter au milieu mécanique qui les entoure. Comme
I’homme adapte sa course sur du sable ou résiste si on lui tire le bras, les cellules sont capables de
sonder mécaniquement leur milieu et de s’y adapter en modifiant soit localement, soit globalement
Porganisation de leur squelette, donc d’« intégrer » un signal mécanique. Cette réorganisation
s’effectue grace a des voies de signalisation qui induisent des cascades de réactions protéiques
[Tamada, 2004], comme on déclencherait une série d’action consécutives en appuyant sur un
bouton. Si les cellules perdent leur aptitude & « sentir » mécaniquement leur environnement, les
tissus qu’elles constituent montrent des signes de disfonctionnement.

Inversement, les cellules sont capables d’engendrer des forces leur permettant de se mouvoir
ou de mieux s’ancrer a leur substrat. Par exemple, les globules blancs (leucocytes) migrent
a travers les tissus afin de traiter une infection (ici c’est un signal chimique qui déclenche le
mouvement). Ou bien, lors de ’embryogenése, les cellules entament une série de mouvements
morphogénétiques en se différenciant afin de devenir fonctionnelles. La production de forces
est aussi un aspect essentiel pour le cycle cellulaire. En effet, lors de la cytokinése (séparation
des deux cellules filles a la fin de la division), les deux cellules filles pour se séparer doivent
obligatoirement exercer des forces. I’application de ces forces requiert I’adhésion au substrat sur
lequel les cellules migrent ou tirent. Il apparait ainsi que les propriétés mécaniques des cellules
vivantes, ¢.e. leurs réponses aux contraintes imposées par leur environnement, sont intimement
lites & leurs fonctions biologiques.

1.1 Réponse a un signal mécanique

La cellule a besoin tout au long de sa vie de communiquer avec ’extérieur. Cette communi-
cation lui permet de s’adapter a toutes sortes de changements chimiques (chemotaxie) ou méca-
niques (mécano-transduction). Au méme titre que les molécules qui en se liant & un récepteur
transmembranaire spécifique déclenchent une cascade de signalisation, les signaux mécaniques
déclenchent eux aussi des séries de processus biologiques d’activation et de production de pro-
téines changeant ainsi le comportement cellulaire. Les cellules lient d’étroites relations avec leur
substrat par 'intermédiaire des complexes d’adhésion. Ces complexes relaient 'information mé-
canique [Chen, 2004] résultant de la déformation d’un tissu ou du cisaillement provoqué par
un écoulement. Le toucher et 'ouie sont deux sens faisant intervenir des voies de signalisation
mécaniques. Les modes de réponses a des signaux mécaniques sont trés variés. Cela va de l'ou-
verture mécanique de pores, & la détection du signal mécanique par des complexes protéiques
spécialisés (« complexes mécanosenseurs »). Le premier induit un changement de concentration
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de certaines molécules, le second induit la réorganisation, le recrutement et la production de
protéines. Dans les deux cas la cellule répond a la modification des conditions extérieures en
modifiant sa structure interne.

Les canaux ioniques (pores) sont des complexes protéiques transmembranaires qui forment de
véritables tunnels permettant des échanges de molécules entre la cellule et son milieu extérieur. 11
est possible, sous 'effet d’une force, d’ouvrir un canal ionique en déformant sur les protéines qui
le constituent [Zhu, 2000] [Glogauer, 1997|. De maniére générale, les canaux ioniques sont liés au
cytosquelette. Dans ce contexte, le cytosquelette sert & réguler le trafic dions (Ca®*, Nat, KT,
C17) de l'intérieur vers 'extérieur [Janmey, 1998].

Les signaux mécaniques recus a la surface de la cellule peuvent aussi étre convertis en un signal
biochimique (cascade de signalisation finement controlée par la cellule). Cela va de la régulation
des complexes d’adhésion a la transcription de geénes [Yang, 2000] |Farge, 2003]. Par exemple,
la vibration des cellules ciliées de la chochlée engendrent un potentiel électrique permettant
d’envoyer les informations au cerveau |[Kennedy, 2003]. Cette transmission du signal mécanique
en « action biologique » est appelé mécano-transduction.

Les capteurs mécaniques ne sont pas tous localisés sous la membrane plasmique. Il en existe
aussi a la périphérie du noyau. Afin de les activer, il faut que les forces appliquées au niveau
de la membrane leurs soient transmises. Le cytosquelette est le support naturel pour cette
transmission. Dans ce cadre, tout modeéle d’organisation du cytosquelette doit rendre compte
de la transmission des efforts au sein de la cellule. A titre d’exemple, le modéle de tenségrité
[Ingber, 2003¢| [Ingber, 2003d] décrit le cytosquelette comme une structure sous tension compo-
sée de poutres liées entre elles par des élastiques et dont l'intégrité dépend de la tension interne.
Si l'on déforme la structure & un endroit, les forces sont transmises partout & travers la structure
[Maniotis, 1997]. Cet argument est valable car la structure est sous tension, i.e. précontrainte. La
cellule gérerait alors sa forme en accordant adhésion et tension [Pourati, 1998| [Stamenovic, 1999|
[Coughlin, 2003]. Pour tester la validité des modéles proposés, ou permettre I’émergence de nou-
veaux modeles, il est nécessaire de caractériser la réponse mécanique des cellules vivantes a des
contraintes mécaniques controlées. C’est 'objet de la rhéologie cellulaire.

La premiére étape du travail, présenté ici, a consisté en la mise au point d’un véritable
rhéomeétre a cellule unique (Partie IT). Les résultats obtenus, observés pour la premiére fois a
I’échelle d'une cellule entiére, sont présentés dans la troisiéme Partie.

1.2 Adhésion

L’adhésion cellulaire intervient dans de nombreux processus physiologiques, comme 1’apop-
tose, la différenciation [Giancotti, 1999], la migration, la polarisation cellulaire [Chen, 2003]. D’un
point de vue adhésif, on pourrait diviser I’ensemble des cellules en trois grandes classes : les cel-
lules circulantes ou migrantes, les cellules des tissus épithéliales ou endothéliales, les cellules du
tissu conjonctif.

1. Les cellules migrantes ou circulantes, en réponse a un signal biochimique, s’attachent tran-
sitoirement aux autres cellules (liaisons hétérophiles : ICAMs).

2. Les cellules éphitéliales ou endothéliales s’accrochent & la fois & la lame basale! (liaisons
hétérophiles : intégrines) et entre elles (liaisons homophiles : cadhérine, occludine, claudine,
connectine).

!La lame (surface) basale est 'opposé de la surface apicale définie comme la surface libre de croitre. Par
exemple, pour un épithelium, la surface basale est celle qui est en contact avec la matrice extracellulaire (« gel »)
et la surface apicale est celle qui est libre (en contact du fluide).
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3. Les cellules des tissus conjonctifs s’accrochent tridimensionnellement & la matrice extracel-
lulaire qui les entoure.

De maniére générale ’adhésion assure la cohésion des tissus. Par ailleurs, les complexes membra-
naires d’adhésion, quels qu’ils soient, sont raccordés aux filaments du cytosquelette, principale-
ment a 'actine. En effet, pratiquement toutes les cellules possédent un réseau d’actine formant
une couche a la périphérie des cellules. Ce réseau quasi bidimensionnel est appelé le cortex. En
se liant & la membrane via des protéines d’ancrage, il assure & la membrane une tenue méca-
nique I'empéchant de fluctuer de maniére trop importante et permet de réguler les échanges avec
I'extérieur. Au sein de ce cortex, les filaments d’actine sont réticulés principalement par deux pro-
téines, la filamine et 'a-actinine. La gelsoline permet, au contraire, une réorganisation rapide du
cortex en le dissociant. Les filaments d’actines s’attachent a la membrane par l'intermédiaire de
complexes protéiques. L’adhésion a des substrats biologiques (fibronectine, collagéne, laminine)
est médiée par une famille de protéines transmembranaires, les intégrines. Il existe différentes
organisations de complexes d’adhésion? : les complexes focaux, les contacts focaux (forme mature
d’un complexe focal), les contacts fibrillaires.

Rho-GTP
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Fi1G. 1.1 — Le contact focal est formé d’un complexe de protéines. [Riveline, 2001]

— Un complexe focal est le résultat d’une agrégation de protéines transmembranaires, les
intégrines. La partie cytosolique des intégrines est ensuite liée aux filaments d’actine par
Iintérmédiaire d’un échaffaudage de protéines principalement constitué de paxiline, de
taline et de vinculine et de FAK [Machesky, 1996].

— Les contacts focaux sont des complexes focaux maturés sur lesquels viennent s’attacher des
cables d’actine (fibres de stress), i.e. des filaments d’actines paralléles et étroitement liés. La
formation de cette assemblée est controlée par la famille de protéines Rho [Kaibuchi, 1999]
et la tension engendrée par les complexes acto-myosines permet aux fibres de stress de
se développer. Les contacts focaux forment des structures allongées. Ces contacts consti-
tuent non seulement un ancrage mécanique entre le substrat et la cellule, mais servent
également de capteur de force |[Bershadsky, 2003] [Nicolas, 2004| [Ingber, 2003b|. Des ex-
périences ont montré que 'on pouvait faire croitre ces contacts en leur appliquant une force
|Riveline, 2001| [Galbraith, 2002].

2Les complexes d’adhésions présentés ici concernent ’adhésion de cellules déposées sur une surface. On connait
peu de choses de l'adhésion d’une cellule dans une matrice tridimensionnnelle car il est difficile de visualiser les
complexes d’adhésions.
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— Les contacts fibrillaires, a I'instar des complexes focaux, ont une partie transmembranaire
consitituée d’intégrines. Leur partie cytosolique ne fait intervenir, par contre, que de la
tensine. Ces complexes sont dynamiques, i.e. mobiles. Ils sont plus petits et moins allongés
que les contacts focaux. lls s’organisent autour des contacts focaux et s’orientent dans le
sens de la tension engendrée par les fibres de stress. Ces contacts migrent ensuite, le long
des fibres de stress, vers le centre de la cellule [Zamir, 2000]. Si la matrice extracellulaire
est trop rigide la formation de ces contacts est réduite [Katz, 2000].

De fait, ’adhésion dépend de la rigidité des substrats®. Des expériences avec des billes recou-
vertes de fragments de fibronectine (famille de protéines de la matrice extracellulaire qui se lie
aux intégrines) et manipulées avec des pinces optiques permet de simuler la rigidité des substrats
|Choquet, 1997]. Les auteurs ont observé un renforcement des liens entre intégrines et actine
lorsqu’ils augmentaient la force appliquée sur les intégrines via les billes.

Dans ce contexte, nous avons voulu comparer le comportement mécanique de cellules vivantes
lorsque des contraintes leur étaient appliquées via différentes protéines de maniére spécifique
(intégrines, cadhérines) ou de maniére non spécifique. Nous rendons compte des résultats obtenus
dans la quatriéme partie.

1.3 Un exemple de production de force : la migration

L’exemple de production de forces, le plus connu, est la contraction musculaire. Si nos muscles
sont capables de se contracter pour exercer des forces, cela signifie que les sous-structures consti-
tutives de nos muscles, ¢.e. nos cellules, possédent elles aussi cette capacité. La machinerie respon-
sable de la production de forces & I'intérieur de fibres musculaires est le complexe acto-myosine.
Le couplage entre le « moteur moléculaire » myosine et les filaments d’actines permet de faire
glisser les filaments les uns par rapport aux autres. Ainsi cette machinerie est-elle capable de
produire des contractions.

Un deuxiéme exemple de force développée est la force motrice produite lors de la migra-
tion. Par exemple, les fibroblastes de la peau migrent vers les lésions pour ensuite exercer des
forces contractiles permettant de rapprocher les deux extrémités de la lésion afin de la cicatri-
ser |[Freyman, 2001]|. Pour qu’il y ait effectivement mouvement, la cellule doit étre capable de
controler la polymérisation des filaments de maniére coordonnée, de s’ancrer sur son substrat
puis de relacher ses contacts afin d’avancer. Ses attaches sont alors contrélées par des complexes
protéiques transmembranaires d’adhésion.

Les cellules rampantes (fibroblastes, leucocytes, cellules épithéliales), accomplissent un mou-
vement diririgé en s’allogeant a ’avant et en se rétractant & l’arriére. La protrusion avant, riche en
actine, est différente selon les types cellulaires. Par exemple, les kératocytes envoient vers I’avant
des lamellipodes (structures planes) et les neutrophiles des pseudopodes (doigts). Etant donné
que la cellule adhére au substrat, pour quil y ait effectivement mouvement, il faut & un moment
que la cellule puisse décrocher une partie de ces attaches. Toute la machinerie de locomotion
est contrblée par des protéines qui assurent un déroulement synchronisé par étapes succéssives
[Rafelski, 2004]. Le moteur de la machinerie est la polymérisation a I’avant et la dépolymérisation
a larriére. L’avancé se fait en quatre étapes.

1. Tout d’abord les protrusions s’étendent vers l'avant. Cela se fait par polymérisation de
I’actine qui vient alors pousser la membrane. Pour optimiser ’extension, 4.e. optimiser la

311 est aussi bien connu que les cellules déposées sur un substrat présentant un gradient de rigidité, migrent
vers les zones de rigidité élevée [Lo, 2000]. C’est ce qu’on 'on appelle la durotaxie.
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polymérisation de 'actine & 'avant, des monomeéres d’actine supplémentaires dépolymé-
risés ailleurs [Weiner, 1999] sont apportés entre la membrane et le réseau déja formé. Un
complexe protéique Arp2/3 [Welch, 1998] permet de ramifier le réseau d’actine et stoppe la
dépolymérisation & 'extrémité moins®. En plus, ce complexe est capable de nucléer de nou-
veaux filaments. C’est la croissance de ces nouveaux filaments qui poussent la membrane.
Les myosines servent a rendre la poussée plus efficace [Jay, 1995].

2. Ladeuxiéme étape consiste a attacher 'extension au substrat [Felsenfeld, 1996] [Smilenov, 1999|
dans le but de créer un nouveau point de fixation & partir duquel pourra repousser une
nouvelle extension. A I’avant des lamellipodes, on peut observer que la membrane fait des
sortes de vagues, comme si la cellule par cela était capable de sonder son environnement
comme un aveugle avec sa canne |Giannone, 2004].

3. Ensuite le noyau est déplacé vers avant de la protrusion [Svitkina, 1997]. On pense que
c’est le cortex qui en se contractant pousse le noyau.

4. La derniére étape consiste & détacher la partie arriére afin d’achever la contraction. Ainsi
la cellule se déplace en coordonnant ces quatres étapes.

Nous avons employé notre rhéométre & cellule unique comme un appareil de mesure de la force
exercée par la cellule lors de son étalement. Les résultats préliminaires, montrant notamment une

4L’extrémité moins d’un filament d’actine est Pextrémité qui polymeérise la moins vite.
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adaptation de la force développée par la cellule & la raideur des lamelles de verre, sont exposés
dans la quatriéme partie.
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Chapitre 2

L’acteur : le cytosquelette

Plus une cellule est volumineuse et plus ses structures internes (ses organelles) sont spé-
cialisées et doivent étre organisées puis coordonnées en son sein. Il faut pour cela une tierce
structure capable de controler les mouvements des organelles et capable de les maintenir & leur
place quand cela est nécessaire. C’est probablement la raison qui a conduit les cellules eucaryotes
(possédant un noyaux et un cytoplasme distincts) & développer, au cours de I’évolution, un sque-
lette interne : le cytosquelette. Les bactéries, par exemple, ne possédent pas de telles structures.
Le cytosquelette est un réseau complexe composé de filaments protéiques s’étendant & travers
toute la cellule. Ces filaments constituent en quelques sortes une charpente faite de poutres,
d’étrésillons, de croisillons et d’entretoises. Cette charpente assure donc le maintien mécanique
de la cellule. C’est sur elle, en effet, que repose la forme des cellules eucaryotes. Contrairement
au squelette humain, le cytosquelette est une structure trés dynamique, qui en se réorganisant
permet & la cellule de changer rapidement de forme afin de s’adapter a son environnement. Il a
aussi été clairement établi que le cytosquelette était la machinerie responsable des mouvements
cellulaires [Albrecht-Buelher, 1980] [Bray, 2001]. Le cytosquelette a donc trois fonctions au sein
de la cellule : gestion de l'organisation interne, support mécanique et moteur de mouvements.
D’un point de vue mécanique, le maintien est assuré par 1’élasticité des filaments. D’un point de
vue biochimique, ce sont les mécanismes de polymérisation-dépolymeérisation qui confére a I’édi-
fice sa nature dynamique. Les différents filaments constituant la structure du cytosquelette sont
reliés entre eux par des protéines en charge a la fois de 'organisation interne et de la production
de mouvements.

Le cytosquelette ne participe pas seulement a la vie de la cellule en lui offrant une base
mécanique lui permettant d’organiser son espace intérieur et de se mouvoir. Il participe également
aux prises de décisions en ouvrant des voies de signalisation, soit par des mécanismes d’ouverture
de canaux ioniques, soit en faisant le relais d’un signal mécanique entre la membrane et le noyau
[Janmey, 1998] [Zhu, 2000]. Dans ce dernier cas, il est donc médiateur d’une expression biologique
(génétique) venant répondre & un signal mécanique : la mécanotransduction.

Le cytosquelette est constitué de filaments protéiques (polymeéres). Il y existe trois types de
filaments : les filaments d’actine, les filaments intermeédiaires et les microtubules. A chaque type
de filament est associé un monomére. Les réseaux constitués par ces polyméres ne s’organisent pas
de la méme maniére et n’ont donc pas les mémes fonctions au sein de la cellule. Il est cependant
extrémement difficile de dicerner le réle individuel de chacun.
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2.1 F-actine

Les filaments d’actine (F-actine, F pour filament) résultent de la polymérisation de mono-
méres d’actine (G-actine, G pour globulaire). I’actine est une protéine trés abondante présente
dans les cellules eucaryotes. Elle représente 5 — 10% du nombre de protéines présentent dans
la cellule. La proportion atteint méme 20% dans les muscles. I’actine est une protéine globu-
laire composée d’une chaine unique de 375 acides aminés et dont le poids moléculaire est de
42kDa’. Le géne exprimant cette protéine présente la particularité d’avoir peu muté au cours de
I’évolution.

2.1.1 Filaments dynamiques

La concentration critique de G-actine se situe autour de 0,2uM [Bray, 2001]. Au dessus, de
cette concentration les monomeéres polymérisent spontanément. La concentration de monomeéres
d’actine dans la cellule est bien supérieure a cette valeur. La cellule a donc mis au point des
stratégies empéchant la majeure partie de son actine monomérique de polymériser. La polymeé-
risation des monoméres d’actine conduit a la formation de filaments présentant un arrangement
hélicoidal (Fig 2.1) dont le pas est de 37nm [Bamburg, 1999b|, dont le diamétre est de Tnm
[Milligan, 1990] et dont la longueur varie entre quelques micromeétres et une cinquantaine de mi-
crométres [Isambert, 1996|. La longueur de persistance des filaments d’actine, i.e. la distance sur
laquelle est corrélée l'orientation des monomeéres, est d’environ 15um [Gittes, 1993] [Ott, 1993].
A Téchelle de la cellule ce sont donc des polyméres semi-flexibles.

Les filaments d’actine sont polarisés. Cette polarisation provient de I'asymétrie du monomeére
d’actine [Kabsch, 1990]. Une des deux extrémités du monomeére, dite moins, présente un site de
fixation pour une molécule d’ATP (adénosine triphosphate). L’autre extrémité sera dite plus.
Une fois lié & ’ATP les monomeéres d’actine s’assemblent. Cet assemblage a pour effet d’hydro-
lyser la molécule d’ATP en ADP (adénosine diphosphate). Puis 'hydrolyse réduit laffinité des
monoméres entre eux, ce qui favorise la dépolymérisation. Ces phénomeénes expliquent donc la
nature dynamique de tels filaments. En effet, les extrémités du filaments polymérisent et dépoly-
mérisent constamment et c’est parce que les vitesses® de polymérisation et de dépolymérisation
sont différentes que le filament peut croitre. Reconsidérant maintenant ’asymeétrie de la molécule
d’actine [Rafelski, 2004], il en résulte que les vitesses de polymeérisations et de dépolymérisation
des deux extrémités sont elles aussi différentes [Pollard, 1986]. Quand il a atteint sa taille d’équi-
libre, la polymérisation du coté (4) est compensée par la dépolymérisation du coté (—). Si on
suit un monomeére d’actine venant d’étre incorporé a 'extrémité (+), on constate que le filament
garde une longueur constante et que le monomeére marqué se déplace vers l'extrémité (—). Ce
phénomene est connu sous le nom de treadmilling ("tapis roulant”). Par ailleurs, une des straté-
gies mise en place par la cellule afin de controler sa concentration en F-actine est la modulation
du temps de phosphorylation d’une molécule ’ADP en ATP (de l'ordre de plusieurs minutes).

La fonction principale des filaments d’actine est de servir de base aux mouvements. Par
exemple, ce sont eux qui étayent l'avancée des lamellipodes, feuillet guidant la migration de
certaines cellules. Ce sont encore eux que l’on retrouve comme constituant principal de 'appareil
contractile des cellules musclaires. Afin d’étre capable de générer de tels mouvements les filaments
d’actine ne sont pas seuls. Il existe toute une batterie de protéines associées servant i faire glisser
les filaments les uns par rapport aux autres, & nucléer de nouveaux filaments, & les stabiliser et
a4 les joindre entre eux afin de former des réseaux ou des fibres.

"Dalton (Da) = Unité de poids moléculaire correspondant a la masse d’un atome d’hydrogéne
5de lordre de 0, 5monomre.s ™
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FiG. 2.1 - A gauche, on peut voir une image en microscopie électronique d’un filament d’actine.
Les schéma illustrent : 1) la maniére dont le filament polymérise avec les molécules d’ATP lié aux
monomeéres d’actine; 2) 'hydrolyse, qui réduit l'affinité entre monomeéres au sein du filament,
favorise ainsi la dépolymeérisation de celui-ci. [Pollard, 1982]

2.1.2 Protéines associées

Les monoméres d’actine polymérisent sur les filaments d’actine assez rapidement. Cependant
si l'on prépare une solution d’actine avec les bons réactifs et dans les bonnes conditions (tempé-
rature, pH) pour que la polymérisation ait lieu, on observe une phase de latence correspondant
a la nucléation de nouveaux filaments. Cette nucléation n’est donc pas spontannée. Par consé-
quent, la cellule posséde des protéines ayant pour fonction la nucléation des nouveaux filaments.
Il semblerait que VASP et les protéines du complexe Arp2/3 soient responsables de la nucléation,
tout du moins en ce qui concerne les filaments proches de la membrane plasmique [Welch, 1998].

Outre le temps d’échange ADP-ATP, il existe une protéine permettant de bloquer 'ADP sur le
monomeére d’actine : la thymosine [Safer, 1994]. Le monomeére d’actine ainsi lié a la thymosine ne
peut se lier au filament déja préexistant. Ceci permet a la cellule de maintenir une concentration
d’actine monomeérique voisine de 100uM . La faible affinité du complexe thymosine-actine permet
a la cellule, quand elle a besoin d’actine, de dissocier ce complexe pour libérer les monomeéres
d’actine.

La longueur des filaments est controlée par des protéines comme la cofiline [Lappalainen, 1997]
[Bamburg, 1999a] ou la profiline [Tilney, 1982]. Ces protéines se lient aux monomeéres d’actine. La
profoline a pour but d’accélérer la polymérisation & 'extrémité plus des filaments en catalysant
I’échange ATP-ADP en réponse a un stimulus externe. Cette protéine est préférentiellement
associée & la membrane plasmique et jouerait un role dans la migration. La cofiline accélére
quant a elle la dépolymérisation a ’extrémité moins du filament. Ces deux protéines jouent donc
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un role complémentaire dans le controle de la croissance des filaments (Fig 2.2).

Une autre classe importante de protéines liées aux filaments d’actine servent & ponter les
filaments entre eux afin de former soit des faisceaux ou des gels tridimensionnels. Par exemple,
Ia-actinine ponte latéralement les filaments entre eux afin de former un faisceau de filaments
[Blanchard, 1989]. La fimbrine associe les filaments en faisceaux plus serrés que ne le fait 'a-
actinine [Furukawa, 1997]. A T’intérieur de la cellule, les faisceaux sont situés soit entre les points
focaux d’adhésion (fibre de tension), soit dans les filopodes (faisceaux serrés) qui sont des sortes
de doigts permettant & la cellule de sonder son environnement. On peut aussi former des gels
tridimensionnels grace a la fimbrine [Matsudaira, 1991]. Ce gel peut étre réorganisé grace a la
gelsoline dont un des roles est de couper les liens entre filaments appariés [Way, 1993]. Les gels
d’actine sont localisés sous la membrane plasmique, dans ce que I’on appelle le cortex. La plupart
de ces protéines sont calcium-dépendantes et sont activées & la suite de cascades signalétiques
pouvant étre trés complexes faisant intervenir des phosphoinositides tel PIPo en ce qui concerne
le cortex et les molécules d’adhésion en ce qui concerne les fibres de tension.

Extracellular stimuli 5, Grawing filaments push membrane forward
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Fic. 2.2 — Illustration de la maniére dont certaines protéines associées a l’actine permettent
d’organiser le réseau des filaments d’actine. [Pollard, 2000]

La derniére famille de protéines associées & ’actine et non la moindre - car permettant de
générer les contractions musculaires ainsi que les mouvements cellulaires - est celle des myosines.
Les myosines sont des moteurs moléculaires capables de se mouvoir le long des filaments d’actine.
Il existe 7 classes de myosines [Bray, 2001]. Toutes présentent une téte qui se lie au filament et qui
en hydrolysant ’ATP trouve I’énergie nécessaire pour pouvoir se déplacer le long de ce filament.
La myosine la plus connue est la myosine II. C’est elle qui est a lorigine de la contraction
musculaire [Cooke, 1986]. Pour ce faire, les myosines s’associent entre elles et font glisser les
filaments d’actine les uns par rapport aux autres dans une structure appelée sarcomeére (Fig 2.3).
La myosine I est quant a elle impliquée dans le transport de vésicules [Adams, 1989]. La myosine
V sert au transport et & l'arrimage des organelles dans la cellule [Titus, 1997].

Il existe nombre d’autre protéines liées & ['actine, nous n’avons cité ici que celles qui ont un
role "important" pour 'organisation et le fonctionnement du réseau d’actine.
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Fia. 2.3 — Le sarcomére est I'unité fondamentale de ’appareil contractile musculaire. Les myosines
regroupées en filaments rapprochent deux faisceaux de filaments d’actine. [Alberts, 1994|

2.2 Microtubules

Les microtubules résultent de la polymérisation d’une protéine : la tubuline. La tubuline
compte dans sa séquence environ 450 acides aminés pour un poids moléculaire de 50k Da. Contrai-
rement & ’actine, la tubuline présente plusieurs isoformes classées en deux variétés : 'a-tubuline
et la B-tubuline. In vivo, on ne trouve jamais la tubuline sous forme monomérique. La forme
stable est en fait un hétérodimére constitué d’'un monomére d’a-tubuline et d’'un monomére de
G-tubuline. Une autre différence remarquable entre les filaments d’actine et les microtubules est
que la proportion de ces derniers dans les cellules eucaryotes est beaucoup moins importante que
celle des filaments d’actine. De plus, alors que les filaments d’actine s’organisent soit en faisceaux
soit en réseaux complexes, les microtubules sont eux solitaires. Les microtubules sont représentés
en grand nombre dans les cellules nerveuses. Ils représentent environ 15% des protéines solubles
dans le cerveau des vertébrés.

2.2.1 Instabilité dynamique

Le processus de polymérisation des microtubules requiert de 1’énergie comme pour la poly-
mérisation des filaments d’actine. Cependant la polymérisation des hétérodimeéres de tubuline
requiert non pas de ’ATP mais du GTP, guanine triphosphate. Les hétérodiméres de tubuline
forment en premier lieu des protofilaments, qui sont des arrangements linéaires et polarisés. la
polarisation de ces derniers résulte de 'asymétrie du dimeére d’a-tubuline et de S-tubuline. En-
suite ces protofilaments s’organisent parallélement par 13 pour former un cylindre creux, lui
meéme ayant une structure polaire (Fig 2.4). Le diamétre externe de ces cylindres est d’environ
25nm et le diamétre interne d’environ 14nm [Wade, 1998]. Leur longeur moyenne se situe entre
1pm et 10pm [Bray, 2001| mais ils peuvent aussi bien souvent atteindre plusieurs dizaines voire
quelques centaines de microns dans les cils ou les axones.

Comme pour les filaments d’actine, la croissance des deux extrémités ne s’effectue pas a la
méme vitesse [Rodionov, 1997]. L’extremité & croissance rapide est appelée extrémité (+), 'autre
a croissance moins rapide est appelée extrémité (-). Les dimeéres de tubuline portent deux molé-
cules de GTP. L’une est attachée & I’a-tubuline et est enfermée a I'intérieur du dimére, I’autre est
liée & la B-tubuline. L’hydrolyse du GTP lié & la S-tubuline en GDP provoque la déstabilisation
du polymeére et conduit rapidement & son désassemblage. Ce phénoméne est connu sous le nom
d’instabilité dynamique |Walker, 1988]. Cette instabilité est d’une importance fondamentale. Elle
permet par exemple de réorganiser rapidement le réseau de microtubules lors de la mitose afin
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FiG. 2.4 — Structure en tonneau des microtubules résultant de ’assemblage d’hétérodimeére d’o-
tubuline et de f-tubuline. (http ://micro.magnet.fsu.edu/cells/microtubules/microtubules.html)

de former le fuseau mitotique ou bien encore de polariser la cellule en ne faisant croitre les mi-
crotubules que dans une région particuliére du cytoplasme & l'aide de protéines qui leur sont
associées.

Les microtubules poussent & partir d’'un centre nucléateur : le centrosome. Le centrosome en
interphase se situe & co6té du noyau. Il est composé de deux centrioles et du matériel péricen-
triolaire entourant les deux centrioles. C’est sur cette partie périphérique’ que sont nucléés les
nouveaux filaments [Zheng, 1995]. A partir de ce centre nucléateur, les microtubules s’organisent
en étoile (ou aster) [Mitchison, 1984]. Les extrémités moins sont situées au niveau du centrosome,
i.e. proche du noyau donc du centre de la cellule. Les extrémités plus se trouvent au voisinage
de la membrane plasmique.

Du fait de leur structure cylindrique, les microtubules sont résistants aux compressions
[Mitchison, 1992|. En effet, cette structure en tonneau confére aux microtubules un module élas-
tique de courbure environ 300 fois plus grand que celui des filaments d’actine. Cela implique que
les microtubules flambent beaucoup moins facilement. C’est ce qui pourrait expliquer que les
microtubules s’associent rarement entre eux, la structure d’un filament étant assez rigide pour
qu’il puisse supporter seul les contraintes.

2.2.2 Stabilisation et transport des organelles

Comme un microtubule est intrinséquement instable, 7.e. qu’il peut de maniére compléte-
ment stochastique dépolymeériser entiérement, il existe des protéines qui en s’y associant & eux
permettent de le stabiliser. On les appelle les MAP pour Microtubule-associated proteins. Par
exemple la protéine tau aide a ’assemblage des microtubules mais aussi les stabilise en se liant le
long des microtubules [Drechsel, 1992]. Une autre protéine la stathmine/Opl8 peut soit bloquer
la polymeérisation des microtubules [Lawler, 1998], soit au contraire les stabiliser quand ses quatre
domaines se liant a la sérine sont phosphorylés [Belmont, 1996]. CLIP-170 se lie par un méca-
nisme de phosphorylation & U'extrémité plus des microtubule évitant ainsi qu’il ne dépolymeérise
[Bray, 2001].

De la méme maniére que les filaments d’actine possédent leurs moteurs moléculaires, les mi-
crotubules ont deux moteurs qui leurs sont associés : les kinésines et les dynéines. Tous deux
utilisent ’énergie provenant de I’hydrolyse de ’ATP afin de se déplacer le long des microtubules.

"a partir de la y-tubuline
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2.8. Filaments intermédiaires

Les kinésines regroupent une famille de protéines se déplagant vers ’extrémité plus des microtu-
bules [Vale, 1985] [Block, 1995]. Les dynéines regroupent quant a elles une famille de protéines se
déplacant vers I'extrémité moins des microtubules [Hirokawa, 1998|. Ces moteurs ne servent pas
a produire de mouvements contractiles comme les myosines conventionnelles. Leur utilité se situe
au niveau du transport des organelles et des vésicules. Les dynéines® sont donc utilisées dans le
but de ramener les organelles prés du noyau, alors que les kinésines sont utilisées au contraire
pour les en éloigner. Ces deux familles de protéines sont donc en charge du trafic intracellulaire.

La liste des protéines associées aux microtubules n’est pas exhaustive. Il en existe un grand
nombre, notamment celles utilisées pour former les faisceaux que 'on trouve dans les cils et les
axones.

2.3 Filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires tirent leur nom de leur diamétre qui est intermédiaire entre celui
des filaments d’actine et celui des filaments de myosines. En effet, ils ont pour la premiére fois été
observés dans les muscles striés. Par voie de fait, il se trouve que leur diamétre d’environ 10nm
est aussi intermédiaire entre celui des filaments d’actine et celui des microtubules. Les filaments
intermédiaires sont constitués de protéines fibreuses dont la séquence et la structure sont bien
plus variées que celles de leurs homologues, actine et tubuline. La principale fonction qui leur est
attribuée est le maintien de I'intégrité mécanique cellulaire.

2.3.1 Famille trés diversifiée

Chez I’humain, il existe plus de 50 types de filaments intermédiaires. Malgré cette diversité,
I’assemblage des protéines les constituant, conduit & la formation de fibres resistantes et inso-
lubles dans la plupart des tampons biologiques. Ces fibres présentent toutes une partie centrale
constituée d’environ 310 acides aminés formant un dimeére superenroulé de deux chaines poly-
peptidiques qui sont la répétition d’heptades, motif de sept acides aminés. La partie centrale
est flanquée a ses extrémités d’une téte N-terminale et d’'une queue C-terminale [Fuchs, 1994].
Ces parties terminales en se liant latéralement & un autre dimeére avec les extrémités téte-béches
conduisent & la formation d’un tétrameére stable. Ensuite les tétraméres s’empaquettent en un ar-
rangement hélicoidal afin de former le filament intermédiaire [Stewart, 1993| (Fig 2.5). L’associa~
tion antiparalléle des diméres pour former des tétrameéres a pour conséquence que ces tétrameéres
et donc les filaments intermédiaires ne sont pas polarisés.

Vraisemblablement, il semblerait que la famille des lamines ait été le premier type de filaments
intermédiaires apparu dans I’évolution [Alberts, 1994|. Les lamines (type V) s’organisent en un
réseau bidimensionnel sous la membrane interne du noyau la lamina nucléaire. Ce réseau est
ponctué de pores permettant aux macromolécules d’atteindre le noyau. La lamina nucléaire se
dissocie rapidement en début de mitose pour se reformer en fin de mitose. Cette enveloppe est
un support mécanique nécessaire pour la réplication de I’ADN [Moir, 2000].

La famille des filaments intermédiaires la plus variée est celle des kératines (type I et II).
On les trouve abondamment dans les cellules épithéliales, notamment celles de la peau et celles
des poils. Les membres de cette famille sont capables de s’agssembler entre eux pour former des
filaments. Les interactions entre ces protéines sont connues pour étre les plus résistantes de
la nature [Bray, 2001]. Les filaments de kératines s’étendent du noyau auquel ils sont attachés
jusqu’a proximité de la membrane sur les desmosomes, plaque dense de protéines spécialisées

8L attachement des dynéines aux vésicules se fait via un complexe protéique appelé dynactine [Holleran, 1998]
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dans la jonction cellule-cellule, ot ils s’ancrent. De la méme maniére, ils relient noyau et matrice
extracellulaire via les hémidesmosomes, analogue aux desmosomes mais situés sur la surface
basale [Mogensen, 1998].

Les filaments intermédiaires de type III, contrairement aux filaments intermédiaires de type
I et I1, ne forment que des homopolyméres. Le type III comprend entre autres : les filaments de
vimentine (filaments auxquels nous nous intéresserons par la suite) et les filaments de desmine.
Le réseau de vimentine s’étend & travers toute la cellule et ses associations avec les microtubules
et les microfilaments permettent de le stabiliser. Si I’on dissocie, par exemple, le réseau de mi-
crotubule, alors le réseau de filaments de vimentine s’éfondre [Prahlad, 1998]. La desmine est
la protéine des filaments intermédiaires spécifique des cellules musculaires. Dans les cellules du
muscle squelettique, les filaments de desmine servent & coordonner la contraction des myofibrilles
individuelles en liant les sarcomeéres adjascents & la fois entre eux et aussi & la membrane plas-
mique [Danowski, 1992]. Dans les cellules du muscle lisse, les filaments de desmines offrent une
résistance mécanique a l’élongation des cellules [Bray, 2001].

Encore une fois la liste des filaments intermédiaires présentée ici n’est pas exhaustive. J’ai pré-
senté les principaux types qui nous intéressent pour la compréhension des propriétés mécaniques
des cellules avec lesquelles nous avons travaillé. J’ai donc passé sous silence les neurofilaments
qui sont exprimés dans les cellules nerveuses.

2.3.2 Reésistance mécanique et structure du cytoplasme

Les tétrameéres constitués de protéines fibreuses s’associent pour former la structure hélicoi-
dale du filament intermédiaire lui garantissant ainsi une résistance mécanique aux forces d’étire-
ment [Janmey, 1991b|. De plus les filaments intermédiaires se trouvent étre connectés au réseau
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2.4. Conclusion

de microtubules et & celui d’actine via une famille de protéines : les plakines. Cette famille de
protéines trés versatiles permet de lier les différents éléments du cytosquelette en une structure
unique. Ainsi, en plus de la résistance meécanique que confére les filaments intermédiaires, ils
servent a structurer le cytoplasme. Le membre principal de la famille des plakines est la plectine
[Wiche, 1998] [Yang, 1996]. La plectine est une grosse protéines de 500kDa (10 fois supérieure
a la tubuline ou lactine). Elle a de nombreuses isoformes ayant des domaines de liaisons pour
ses homologues (liaisons homophiles), pour la vimentine, pour les lamines ainsi que pour les
MAPs. Une autre protéine importante de la famille des plakines est la BPAG1 qui existe aussi
sous plusieurs isoformes avec des domaines ayant des affinités avec les microtubules et avec les
protéines associées a ’actine et aux filaments intermédiaires.

2.4 Conclusion

Le cytosquelette est constitué de filaments protéiques soutenant ’architecture cellulaire. Son
role est primordiale. Il permet d’éviter que la structure cellulaire s’effondre sur elle méme. De
plus, en maintenant la membrane loin du noyau, sa présence aide au positionnement des orga-
nelles et facilite le trafic intracellulaire. Mais sa plus grande utilité est strement de préserver les
cellules des contraintes extérieures. En effet, la plupart des cellules subisssent continuellement
des contraintes (keratynocytes de I'épiderme, cellules sanguines, cellules pulmonaires, cellules
musculaires, etc...). Il faut donc que le cytosquelette aient des propriétés mécaniques adéquates
permettant a la cellule de se déformer sous 1’effet de ces contraintes sans en altérer son bon fonc-
tionnement. La compréhension des liens qui existent entre propriétés mécaniques cellulaires et
fonctions biologiques passe tout d’abord par la mesure rhéologique des propriétés mécaniques. Je
décrirai dans le chapitre suivant les différentes méthodes permettant de mesurer ces propriétés.
Puis dans la deuxiéme partie, je montrerai comment, pour la premiére fois, nous avons pu mettre
au point un rhéomeétre & cellule unique grace auquel on sollicite I’ensemble du cytosquelette.
Enfin, j’exposerai les résultats de nos mesures dans la troisiéme partie. Aprés avoir éffectué cette
étape d’ordre zéro et malgré 'interconnection étroite des trois sous réseaux, il serait intéressant
de déterminer la contribution de chacun aux propriétés mécaniques de la cellule.
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Chapitre 3

Etape 0 : comprendre les propriétés
mécaniques passives

Comme nous 'avons vu précédemment, les propriétés mécaniques conditionnent en grande
partie le fonctionnement des cellules. Une altération de ces propriétés peut conduire & un dis-
fonctionnement des cellules [Ingber, 2003a] et du tissu qu’elles constituent, induisant ainsi des
maladies comme ’épidermolyse bulleuse [Fuchs, 1992], la drépanocytose [Canalli, 2004], ’asthme
[Fabry, 2003a] ou encore certaines myopathies [Olive-Plana, 2003|. La plupart ces maladies ré-
sultent d’une erreur d’expression d’un géne codant pour une protéine du cytosquelette perturbant
ainsi son intégrité mécanique. On comprend alors que pour percer les mécanismes de ces maladies
mais aussi des problémes plus fondamentaux comme la migration cellulaire ou les cascades signa-
létiques mécaniquement activées, il faille investir ce vaste champ de recherche qu’est la mécanique
cellulaire dans l'espoir de remonter & Iorganisation de la structure afin de mieux comprendre ses
altérations et ses disfonctionnements.

Avant de s’intéresser aux cellules, faute de moyens techniques, les recherches en biomécanique
s’étaient penchées au début des années® 70 sur la mécanique des tissus comme les muscles, la
peau, les cartilages, les os [Fung, 1984] et les poumons [Hildebrandt, 1970|. Les premiéres inves-
tigations en mécanique cellulaire, au milieu des années 70 et au début des années 80, se sont
tournées vers le globule rouge en sondant le module surfacique de courbure élastique par aspi-
ration avec une micropipette [Evans, 1976b|. Aujourd’hui les recherches se portent sur un trés
grand nombre d’espéces cellulaires avec des méthodes expérimentales trés variées. Cependant
bien qu’il semble y avoir un consensus sur la nature viscoélastique de ces objets, deux écoles
s’affrontent encore & I’heure actuelle. La plus ancienne et la plus représentée, décrit le compor-
tement mécanique de la cellule par des modéles mécaniques équivalents formés d’un nombre fini
de ressorts et d’amortisseurs. Les modéles mécaniques proposées, bien que trés différents d’une
expérience a l'autre, ont alors en commun d’attribuer & la cellule un nombre fini de temps de
relaxation. Au début des années 2000, apparait une seconde école qui & partir de mesures rhéo-
logiques dynamiques, montre au contraire que la cellule est caractérisée par un continuum de
temps de relaxation. Avant de s’intéresser aux résultats obtenus par les différentes techniques
sur cellule vivante, on commencera par exposer les mesures efféctuées in vitro sur des "cytosque-
lettes synthétiques" d’actine. Puis nous nous pencherons, dans un premier temps, sur les mesures
sur cellules faisant apparaitre un nombre fini de temps de relaxation et sur les modéles méca-

°Ces recherches ont de fait débuté des siécles auparavant avec notamment Borelli (1680) et Hooke (1664)
[Singer, 1959]. Mais ces recherches aussi importantes furent elles ne déclenchérent pas une vague d’investigation
a D’échelle de la communauté entiére.

21



Chapitre 3. FEtape 0 : comprendre les propriétés mécaniques passives

niques utilisés permettant d’en rendre compte. Enfin, nous exposerons les résultats de rhéologie
dynamique faisant apparaitre un continuum de temps de relaxation.

3.1 Cytosquelettes synthétiques

Afin de mimer et d’identifier la contribution au comportement mécanique du cytosquelette
de chacun des trois sous-réseaux de polymeéres formant le cytosquelette, des mesures rhéologiques
sur des gels élaborés & partir de chacun de ces filaments ont été réalisées. Les trois sous réseaux
n’ont cependant pas bénéficié du méme traitement. La grande majorié des mesures réalisées
concerne les gels d’actine. Ceci tient probablement au fait que ’actine joue un role central dans
de nombreux processus biologiques tels que la migration [Rafelski, 2004], le renforcement des
contacts focaux lors de I’adhésion [Delanoé-Ayari, 2004] ou bien encore le modelage des vésicules
d’endocytoses ou d’exocytoses [Shafer, 2003], mais surtout parce que les solutions de F-actine
constituent le paradigme pour les polymeéres semi-flexibles.

3.1.1 "Solutions" de F-actine

L’actine in vitro, sous certaines conditions, forme des "solutions™? de filaments dont la
longueur est comprise entre bum et 20um avec une longueur de persistance d’environ 15um
[Gittes, 1993] [Ott, 1993]. Du fait de leur semi-flexibilité, les polymeres d’actine en solution s’en-
chevétrent méme & basse concentration pour former des gels non réticulés dont la maille £ varie
en fonction de la concentration en monomeére c4 comme & = % [Schmidt, 1989]. A cause de
I’encombrement stérique résultant de la présence des autres, un filament voit ses possibilités de
mouvement réduites. Les temps du systéme sont le temps de réptation 7, = 10%s et le temps
d’enchevétrement 7. = 0.1s [Gardel, 2003], ce qui correspond a des fréquences allant de 1074571
10s~1. On s’attend donc & ce qu’en dessous de 1051, le module élastique G’(w) reste constant!!.
Or, il est observé que ce module croit avec w pour des fréquences inférieures a 10s~! et qu'il
n’atteint un plateau qu’a des fréquences bien plus basses que 0,1s~!. La valeur du plateau a
longtemps été un sujet de dispute entre mesures macroscopiques (échantillon de taille millimé-
trique sondés avec un rhéometre classique) et mesures microscopiques (bille de quelques microns
de diameétre incorporées a la "solution") et entre mesures microscopiques elles mémes. Mais des
arguments théoriques sont venus démontrer que pour calculer un module élastique correspon-
dant au module élastique macroscopique G’(w), il fallait prendre en compte la longueur des
filaments, la taille de la sonde et la géométrie de la contrainte [Maggs, 1998]. Ces arguments ont
été validés par des mesures macroscopiques effectuées & partir d’un rhéométre rotatif cylindrique
et des mesures microscopiques effectuées sur les mémes échantilllons a l'aide de billes magné-
tiques enchassées dans le réseau d’actine et manipulées avec un champ magnétique pour des
fréquences comprises entre 1073571 et 2.1072s~! [Schmidt, 2000]. En ce qui concerne la gamme
de fréquence sur laquelle le module élastique est croissant, on observe & partir des fluctuations
thermiques de billes enchassées dans le réseau d’actine [Amblard, 1996][Gittes, 1997| que le dé-
placement quadratique moyen se comportait comme t3/4 sur un domaine de fréquence allant de
0,5.107 1571 4 102571, Ces observations ont été appuyées par des mesures de pinces magnétiques
[Schmidt, 2000] donnant G'(w) o w®*. Ce comportement anormal a ces fréquences du module
élastique a pu étre expliqué par les relaxations longitudinales de la conformation des chaines

197 actine polymérise dans un F-tampon [Tempel, 1996]. On appelle "solution" une telle préparation a laquelle
on n’ajoute pas de protéine se liant a lactine (Actin Binding Protein.

"Car pour une sollicitation avec un temps caractéristique supérieur au temps d’enchevétrement, les filaments
peuvent "glisser". Par contre pour des temps inférieurs, le matériau n’a pas le temps de se réorganiser.
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dans le solvant |Gittes, 1998|[Morse, 1998a][Morse, 1998b|. Par ailleurs des mesures de rhéolo-
gie & deux points [Crocker, 2000], i.e. des mesures de la correlation du déplacement quadratique
moyen de deux particules diffusant dans le réseau d’actine, ont aussi permis de réconcilier mesures
microscopiques et mesures macroscopiques effectuées & partir d’'un rhéomeétre plan a translation
[Gardel, 2003|. Mais ces mesures de microrhéologie & deux points ont remis en cause les résultats
obtenus par la microrhéologie classique en faisant apparaitre une dépendance en w2 pour G'(w)
et G”(w) pour des fréquences comprises entre 1073571 et 10s~1 [Crocker, 2000][Gardel, 2003].

Nous retiendrons qu’en dépit de la controverse sur I’exposant, sur un domaine de fréquence
allant de 10725~ 4 1051, ces mesures s’accordent & dire que ces "solutions", i.e. sans protéines
se liant a l'actine, ont un comportement en loi de puissance avec un exposant 1/2 ou 3/4. On
peut se demander alors ce que I'on obtient pour des "cytosquelettes synthétiques" plus proches
de la réalité.

12

3.1.2 "Gels" d’actine

Les mesures décrites précedemment ont été effectuées sur des "solutions" d’actine sans lien
chimique entre les filaments. Pour se rapprocher des conditions in vivo, des expériences in vitro
ont été réalisées a partir de "gels" d’actine pour lesquels les filaments sont reliés chimiquement
entre eux par des protéines se liant & I'actine.

Des mesures ont été réalisées avec des "gels" d’actine pontés avec de 'a-actinine. Pour rap-
pel I'a-actinine rassemble les filaments d’actine en faisceaux espacés que ’on retrouve au niveau
des contacts focaux et des fibres de stress. Des échantillons macroscopiques ont été testés au
moyen d’un rhéomeétre cone-plan |Tseng, 2001|. Les resultats obtenus ont montré que pour des
fréquences comprises entre 1073571 et 10571, le module élastique G’(w) suivait une loi de puis-
sance avec un exposant o compris entre 0.1 et 0.35. Cette variabilité est fonction du rapport
entre la concentration d’actine et la concentration d’a-actinine. Plus ce rapport devient grand,
plus 'exposant a augmente indiquant que le réseau est moins réticulé et donc plus "fluide". 11
en ressort que I'a-actinine permettrait de moduler les propriétés mécaniques du réseau d’actine
in vivo [Xue, 1998]. De plus, cette protéine permet de mieux mimer les réseaux d’actine in vivo
qui sont plus rigide que les réseaux in vitro [Yamada, 2000].

L’a-actinine est un cross-linker passif. Des mesures sur des solutions d’actine réticulées &
partir de myosines, cross-linker actif, ont aussi pu étre réalisées. Par des expériences de diffusion
de la lumiére sur de tels échantillons, il a été mis en évidence qu’en saturant l’activité de la
moysine S1 part une forte concentration d’ATP, on observe une dépendance en w”/® pour G'(w)
[LeGoft, 2002]. Quand la réserve d’ATP de la solution est consommée, on retrouve une dépen-
dance en w3/ pour G’(w). Ces observations ont été confirmées par des mesures de 'amplitude
du déplacement de billes magnétiques soumises & un champ oscillant dans une solution d’actine
contenant des fragments HMM de myosine 11 [Uhde, |.

Remarque : Lorsqu’on synthétise un solution d’actine, la solution obtenue est hétérogéne
[Janmey, 1991al, i.e. des ilots denses de filaments formant des faisceaux cotoyent des régions
moins denses en filaments sans de telles structures en cable. Cette hétérogénéité explique que
ces gels soient thyxotropes [Kerts, 1990]. Elle se manifeste d’autant plus si 'on ajoute des cross-
linker comme ’a-actinine. Sil’on suit des billes fluorescentes enchassées dans le gel d’actine et que
I'on trace la distribution des déplacements quadratiques moyens, on observe que la distribution
devient asymétrique lorsqu’on augmente la concentration d’a-actinine [Tseng, 2001].

2Domaine de fréquence correspondant a la plage de temps sur laquelle nous faisons notre mesure.
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3.2 Cellules vivantes

3.2.1 Modéles mécaniques composés de ressorts et d’amortisseurs : nombre
fini de temps de relaxation

Bien souvent, en ’absence d’un controle de la contrainte appliquée (ou de la déformation),
le seul moyen d’analyser le comportement mécanique d’une cellule est de présupposer un modéle
permettant d’ajuster les données expérimentales.

e(t) = o(0)J (1) + /0 It — )t (3.1)

a(t) = €e(0)G(t) + /Ot G(t —t)e(t)at (3.2)

En effet, d’aprés les équations constitutives ci-dessus , on remarque que si I'on ne fixe pas la
contrainte (Eq 3.1) ou la déformation (Eq 3.2), le terme intégral nous empéche d’accéder aux
grandeurs rhéologiques : fonction de fluage (J(¢)) ou fonction de relaxation (G(t)).Donc, si le dis-
positif n’est pas pourvu d’une boucle de rétroaction permettant de maintenir soit une contrainte
soit une déformation, on est obligé de présupposer un modeéle pour analyser une réponse ot dé-
formation et contrainte évoluent simultanément. Un modéle mécanique est composé de ressorts
et d’amortisseurs associés en série et/ou en paralléle. Les ressorts servent a rendre compte d’un
comportement de solide élastique parfait. Un solide élastique parfait répond instantanément &
I’application d’une contrainte en se déformant de maniére proportionnelle & la contrainte appli-
quée. Quant aux amortisseurs, ils modélisent des liquides visqueux parfaits. Un liquide visqueux
parfait présente la propriété de se déformer indéfiniment et proportionnellement au temps sous
Veffet d'une contrainte [Couarraze, 2000] (Fig 3.1). Les modéles générés & partir de ces "circuits
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Fi1G. 3.1 — a) Solide élastique parfait : soumis & une contrainte constante o, le solide élastique
parfait se déforme instantanément et proportionnellement & la contrainte. On appelle elasticité,
le facteur de proportionnalité entre la contrainte et la déformation. b) Liquide visqueux parfait :
soumis & une contrainte constante, le liquide visqueux parfait se déforme indéfiniment et propor-
tionnellemnt au temps. On appelle viscosité le facteur de proportionnalité entre la déformation
et le temps.

mécaniques" obeéissent & des équations linéaires. L’équation constitutive (reliant contrainte et
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déformation) la plus générale dans le cadre d'une description avec un nombre fini de temps de

relaxation est :
n

> aiDWo(t)] = Zp:bjD(j)[e(t)] (3.3)
7=0

1=0

Mesures locales

Aspiration par micropipette Les premiéres techniques de micromanipulation a I’échelle cel-
lulaire 2 sont apparues au milieu des années 70. E.A Evans, un des pionniers, a mis au point
un dispositif permettant de mesurer les propriétés viscoélastiques des cortex membranaires. Le
principe de son dispositif consiste & aspirer une portion de cellule, typiquement un globule rouge,
a l'aide d’une micropipette de quelques microns de diamétre [Evans, 1976a| (Fig 3.2). La défor-

F1a. 3.2 — Une dépression AP permet d’aspirer la membrane du globule rouge a l'intérieur de la
pipette. [Evans, 1984]

mation (< 10%) a temps court (< 1s) d’un leucocyte aspiré par une micropipette a été modélisée
par un solide standard élastique [Schmid-Schonbein, 1981] (Fig 3.3). Une étude au temps long
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FiGc. 3.3 — Solide standard elastique : L’élasticité instantannée résulte de la présence des deux
ressorts en paralléle. A temps long, le ressort seul limite la déformation et le matériau se comporte
comme un solide. L’amortisseur a pour effet de retarder ’élasticité finale.

[Evans, 1989] a permis d’observer que le leucocyte (granulocyte) s’écoulait dans la pipette. Ainsi
la structure du granulocyte a été modélisée par une coque élastique renfermant un liquide pu-
rement visqueux, newtonian liquid drop model (Fig 3.4). La tension corticale mesurée sur ces
granulocytes est de 2.7.1072nN.um~!. La viscosité du cytoplasme varie inversement a la pres-
sion d’aspiration (comprise entre 100Pa et 900Pa) entre 50Pa.s~! et 500Pa.s~* [Evans, 1989)].

"3Dans les années 30, on compressait des oeufs d’oursins avec des faisceaux de particules d’or [Coles, 1932] (la
référence est tirée de [Petersen, 1982]
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FiGg. 3.4 — Newtonian liquid drop model : La membrane supposée étre élastique est modélisée
par un ressort. Le cytoplasme supposé visqueux est modélisé par un amortisseur. Un matériau
modélisé ainsi posséde une élasticité instantannée et s’écoule ensuite comme un liquide newtonien.

Ce modéle avait été remis en question deux ans plus tard, quand il avait été observé qu’apres
avoir été aspirés les neutrophiles récupéraient leur forme en deux étapes |Tay, 1991]. Une pre-
miére quasi instantannée suivie d’une deuxiéme lente, suggérerait que les neutrophiles se com-
portent comme un liquide de Maxwell avec une tension corticale, plutét qu’un liquide newtonien
avec une tension corticale comme le prévoit le newtonian liguid drop model. Quant a la varia-
tion de la viscosité apparente, elle refléterait un comprtement non-newtonien. Des simulations
numériques ont permis d’estimer le taux de cisaillement moyen 4 permettant ainsi d’établir
que la viscosité 7 variait en fonction de 4 avec une loi de puissance [Tsai, 1993], n o< 4° avec
b = 0.5. Ce comportement est caractéristique des liquides en loi de puissance!® pour lesquels
o = KA", ou o est la contrainte et K la consistance. Cette fois ci, le liquide Newtonien du
newtonian liquid drop model est remplacé par un fluide en loi de puissance. D’autres approches
ont été faites a partir de ce modeéle en modifiant soit la nature de la coque (coque élastique
précontrainte [Dong, 1988][Needham, 1992|[Dong, 2003], coque élastique précontrainte avec une
viscosité [Yeung, 1989], coque élastique avec un module de courbure [Zhelev, 1994|), soit la na-
ture du corps (fluide de Maxwell avec des coefficient dépendant de la déformation [Dong, 1991],
structure multicouches pour prendre en compte le noyau [Kan, 1999]).

Ces expériences présentent toutefois une difficulté qui est de savoir dans quelle mesure la
membrane interagit avec les bords de la micropipette. Néanmoins, elles ont eu le mérite de
mettre en évidence des tendances biologiques comme la rigidification des cellules soumises a
un écoulement|Sato, 1987]. Il a aussi été montré que la tension corticale ainsi que la viscosité
apparente augmentaient quand la cellule g’étalait indiquant que les fibroblastes avaient tendance
a se rigidifier lors de I’étalement [Thoumine, 1999]. Des expériences utilisant un tel dispositif ont
aussi été réalisées sur la lamina nucléaire montrant que ’enveloppe du noyau était 100 fois plus
rigide que la membrane plasmique des granulocytes et que l'on ne pouvait pas la compresser
indéfiniment suggérant que la lamina sert d’absorbeur de chocs protégeant ainsi les molécules
qu’elle renferme[Evans, 2004].

'4On prendra bien soin de distinguer : le rhéogramme ¢ = K.4™ (non linéaire) ou o et 4 sont définie en régime
permanent et la fonction de fluage J(t) = A.t* définie dans le régime linéaire et rendant compte du régime
transitoire.
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Pression exercée par une tige de raideur calibrée Une approche un peu similaire, parce
qu’a la méme échelle, a été d’appuyer sur la cellule plutdt que de aspirer. Cette technique est
connue sous le nom de cell poking. Le principe consiste & appuyer une pointe d’environ 2um
de large et de raideur calibrée sur une cellule, et & mesurer la force appliquée en fonction de
I'indentation résultant de cette force. Des courbes de forces en fonction de I'indentation tirées de
ces mesures, il est possible de déduire une raideur effective proportionnelle au coefficient directeur
de la droite qui interpole les points. Les raideurs trouvées [Petersen, 1982] [Zahalak, 1990] sont de
I'ordre de 10nN.um ™! pour des fibroblastes, donc 1000 fois supérieures a ce qui est observé par
les micropipettes. Ceci peut s’expliquer par le fait que les contraintes sont de I'ordre de 10%Pa,
donc légérement supérieure a celle appliquées par les micropipettes. Malgré cette différence, ces
expériences ont permis de montrer que, suivant la région indentée, la raideur apparente variait
et que si I'on traitait les fibroblastes avec de la cytochalasine B qui inhibe la polymeérisation
de Pactine, cela avait pour effet de diminuer la raideur des régions autour du noyau. Le noyau
conserve quant & lui ses propriétés mécaniques, indiquant que l’actine n’est pas responsable de la
raideur du noyau. De plus, les courbes force-identation présentent une hystérésis si 'on approche
et ’on retire la pointe de la cellule. Ceci indique donc un caractére viscoélastique.

Cette outil a aussi été utilisé pour ’étude du role que joue la tension corticale dans la forme
cellulaire [Albrecht-Buehler, 1987] et pour mesurer les forces exercées par les lamellipodes lors de
la migration en plagant perpendiculairement au plan d’avancé d’un fibroblaste une fibre optique
de diameétre O.5um dont la raideur est de 400nN.um =1 [Felder, 1990].
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FiG. 3.5 — Schéma de principe de 'AFM. Le cantilever est déplacé verticalement. La déflexion
du faisceau permet de savoir de combien s’est déplacée la pointe.

Un peu a la maniére du cell poking, on peut grace a une pointe d’AFM (microscope a force
atomique) indenter la surface des cellules [Radmacher, 1992]. Le principe est de déplacer la base
du cantilever en direction de la face basale’® de la cellule. Le cantilever se comporte comme

Bgurface en contact avec le substrat
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une poutre en flexion qui commence & se défléchir au contact de la cellule. Sa raideur étant
calibrée, il est possible en détectant la position de sa pointe de connaitre & la fois la déflexion et
Iindentation. A partir des courbes de force-indentation, il est possible de déterminer une raideur
effective de la surface de cellules épithéliales (MDCK, Madin-Darby Dog Kidney) de 2nN.um ™"
pour des forces appliquées de 'ordre de 4nN et des indentations inférieures a 1um [Hoh, 1994].
Pour des indentations supérieures, la raideur n’est plus constante et varie méme notablement.
Le méme dispositif a permis de mesurer que le module d’Young des MDCK était compris entre
0.013M Pa et 0.15M Pa [Weissenhorn, 1993]. D’autres auteurs ont pu mesurer la variation de
raideur effective des myocytes atriales (cardiomyocyte) lors de leur contraction [Shroff, 1995].

Pour éviter de supposer un modéle a priori, le dispositif a été doté quelques années plus
tard d’une boucle de rétroaction permettant d’exercer des forces constantes & la surface de
fibroblastes (L929) [Wu, 1998] (Fig 3.5). Les auteurs ont montré que les courbes de compression
en fonction du temps étaient relativement bien approximées par modéle mécanique de solide
standard élastique (Fig 3.3). Ils trouvent des raideurs de I'ordre de 6.10%Pa.s et des modules
d’Young pour les deux ressorts dont la somme vaut 2.103Pa. Il est 4 noter que dans cette
expérience, contrainte et déformation évoluent indépendemment, mais que les auteurs sont obligés
de faire des hypothéses'® sur la nature du matériau pour calculer I'indentation.

Par ailleurs, des mesures en fréquence avaient pu étre réalisées mais seulement sur moins
d’une demi décade, entre 50H z et 300H z|Mahaffy, 2004b|. Les auteurs voyaient dans leurs me-
sures qu’au deld de 100H z, le module élastique semblait tendre vers un plateau, alors que G”
continuait & augmenter [Mahaffy, 2004a]. Les auteurs imputaient le comportement observé au
réseau d’actine.

Billes magnétiques attachées a la cellule Une autre alternative, consiste & déposer des
billes magnétiques recouvertes de fibronectine a la surface de cellules étalées et a leur appliquer
un champ magnétique. En placant un aimant & proximité des billes, il est possible de provoquer
un déplacement tangentiel des billes & la surface des cellules. Un tel dispositif a été employé pour
mesurer les propriétés viscoélastiques locales de fibroblastes [Bausch, 1998|. Suite a ’application
d’une force quasi constante F', les auteurs observent que la bille se déplace (x(t)) avec trois
régimes, ce qu'ils modélisent par un solide linéaire standard mis en série avec un amortisseur (Eq
2.2, Fig 3.6).

SE(t) 1 0 t t
D T — —= — 4
= - e+ (3.4)
_ mlko + k1)
T= hols (3.5)

Ils trouvent que k = ko + k1 = 10nN.um™', 7 = 0.1s et 79 = 0.031Pa.s.m. On remarquera

qu’a temps long cette structure est dominée par le comportement de 'amortisseur. Cela signifie
que sous effet de forces, la bille accrochée & la membrane devrait se rapprocher'” continuellement
de la pointe polaire entourée de la bobine créant le champ magnétique jusqu’a rupture de la
membrane. Ce comportement est en désaccord avec tous les modéles précedant prédisant un
comportement solide & temps long (la déformation tend vers une valeur finie lorsque ¢ tend vers
I'infini). Les constantes mécaniques qui sont déduites de ce modele sont relativement dispersées,

181 hypothése en question est de considérer que la pointe d’AFM s’enfonce dans un milieu viscoélastique infini
ayant les propriétés mécaniques d’un solide standard linéaire.

'7Si I’on veut prétendre travailler a force constante avec ce genre de dispositif, on ne peut pas vérifier ce régime
car on est limité aux petits déplacements.
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FiGg. 3.6 — La cellule modélisée ainsi posséde une élasticité instantannée et s’écoule comine un
liquide & temps long.

de l'ordre de 100% pour le module d’Young effectif et de 'ordre de 50% pour la viscosité effective
[Bausch, 1999].

La méthode précedente mesurait le déplacement de la bille et "analysait en terme de modéle
mécanique. Une approche similaire basée sur la mesure d’impédance liée & la distance cellule-
substrat [Lo, 1998b| a permis de mesurer effet de la déformation induite par le mouvement
des billes déplacées par un champ magnétique [Lo, 1998a|. En supposant que la contrainte était
constante, les auteurs ont analysé la réponse avec un modéle de solide linéaire standard mis en
série avec un ressort (Fig 3.7). Notons que les auteurs mesurent aussi les propriétés d’adhésion
de la cellule & ’électrode et que, la force varie au fur et & mesure que la bille se déplace dans le
champ magnétique.

FiG. 3.7 — La cellule modélisée ainsi posséde une élasticité instantannée et se comporte comme
un solide & temps long, i.e. la déformation est finie & temps long.

La derniére approche que j’exposerai ici consiste & utiliser cette fois des chapelets de billes
magnétique afin de sonder les propriétés viscoélastiques du milieu [Wilhelm, 2003|. Pour cela
des nanoparticules sont déposées sur les cellules puis internalisées par endocytose. En présence
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d’un champ magnétique les particules ferromagnétiques s’alignent dans le sens du champ pour
former des petits chapelets de 1uym & 6um de long. Un champ tournant est utilisé pour induire
la rotation de ces chapelets. Le déplacement relatif entre la rotation du champ et la rotation du
chapelet permet de mesurer la déformation locale autour du chapelet. En mesurant la relaxation
du chapelet en fonction du temps suite & une rotation du champ magnétique (contraintes entre
30Pa et 200Pa), les auteurs modélisent la réponse a l'aide d’un solide de Voigt placé en série
avec un amortisseur (Fig 3.8). Notons encore une fois que déformation et contrainte évoluent de
paire car le couple de rappel est proportionnel & 'angle de rotation du chapelet, donc a la défor-
mation. Cette méthode a le gros avantage de sonder I’hétérogénéité du cytoplasme. Cette étude
a notament montré que dans la région périnucléaire, les endosomes déformaient plus difficilement
le milieu que dans des régions éloignées du noyau, i.e. pour une méme contrainte les endosomes
tournaient moins que dans les régions "cytoplasmiques".

FiG. 3.8 — La présence des deux amortisseurs fait que la cellule est indéformable & temps court
et se comporte comme un liquide & temps long, 1.e. s’écoule indéfiniment.

Suivi de particules La troisiéme classe de mesures & ’échelle locale regroupe les mesures
réalisées a partir du suivi de particules. Cette classe d’expériences consiste & suivre soit le mou-
vement d’organelles, soit de particules insérées dans le cytoplasme. Dans ce cas, c’est le théoréme
de fluctuation-dissipation qui fait le lien avec les grandeurs viscoélastiques. L’avantage de ces me-
sures est qu’elles sont moins perturbatives, i.e. il n’y a pas de contraintes mécaniques exercées
de Vextérieur.

La LTM, laser tracking microrheology, consiste a suivre le mouvement de particules indivi-
duelles endocytées par les cellules [Yamada, 2000]. 11 est alors possible de mesurer un module
élastique G’(w) pour des fréquences allant de 107 1s™! a4 103571, En échelle log-log, on peut dis-
tinguer trois régimes : deux droites entrecoupées d’une transition vers 10s~! (plateau observé
aussi par Mahaffy [Mahaffy, 2004b]). Les auteurs analysent cette courbe en termes de grandeurs
viscoélastiques effectives. Il s’attachent & ’étude des variations de la hauteur des courbes, i.e.
la valeur de G’(w), en fonction de parameétres physiologiques plutot qu’a la variation de G’ en
fonction de w. Il est aussi possible d’obtenir la fonction de fluage [Tseng, 2002|, toujours a partir
du déplacement quadratique moyen de particules individuelles. Cette fonction refléte les mémes
dépendances que G’ avec le plateau situé cette fois a 0.1s, soit 10571,
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Mesures globales

Les mesures viscoélastiques & 1’échelle de la cellule entiére sont moins nombreuses. 1l y a
essentiellement deux types d’appareils capables de mesurer des grandeurs viscoélastiques. Le
principe dans les deux cas est d’étirer la cellule de maniére globale.

Etirement uniaxial Dans le dispositif d’étirement uniaxial [Thoumine, 1997], une cellule est
collée entre deux lamelles de verre. L'une est rigide, 'autre est flexible. La lamelle flexible se com-
porte comme un ressort dont la raideur est calibrée par ailleurs. L’expérience [Thoumine, 1997]
consiste & déplacer la lamelle rigide et a observer la relaxation de la force au cours du temps,
i.e. le retour de la lamelle souple & sa position d’équilibre. Sous V'effet de la force appliquée par
la déflexion de la lamelle souple, la cellule se déforme. Notons qu’une fois de plus contrainte et
déformation évoluent de maniére concomitante. En effet au fur et & mesure que la déformation
augmente, la force relaxe. Les auteurs observent deux régimes distincts. Un régime "passif” d’une
dizaine de minutes pendant lequel la cellule est étirée, suivi d’un régime "actif" d’une quarantaine
de minutes pendant lequel la cellule se contracte et tire sur la lamelle flexible. La partie passive
est analysée grace & un modele de solide standard élastique (Fig 2.3). Les raideur des deux res-
sorts sont alors de l'ordre du kPa et la viscosité de Pamortisseur est de 10*Pa.s. Ce dispositif
a été réutilisé derniérement avec un systéme de rétroaction utilisant un faisceau laser passant
par une fibre optique accollée a la lamelle souple [Beil, 2003]. Cependant, les auteurs n’ont pas
effectué d’analyse rhéologique, mais ont utilisé la valeur d’un module d’Young équivalent pour
montrer 'influence d’un lipide sur l'organisation des filaments de kératines.

Optical stretcher L’optical stretcher [Guck, 2001| consiste & déformer une cellule en la plagant
entre deux faisceaux lasers divergents. Comme la cellule est un matériau diélectrique d’indice
supérieur a l'indice du milieu dans lequel elle baigne, lorsqu'un photon entre dans la cellule
sa quantité de mouvement augmente. Comme par ailleurs la quantité de mouvement totale est
conservée, alors la surface des cellules est poussée dans le sens inverse de l'incidence du faisceau.
En plagant un laser de chaque coté de la cellule, on étire globalement la cellule, la résultante
totale des forces appliquées a la cellule étant nulle. Les forces opposées générées de chaque coté
de la cellule sont de I'ordre de quelque pN. Les contraintes appliquées sont alors de 'ordre du Pa
et les déformations résultantes de I'ordre de 5%. Comme la courbe déformation en fonction de la
contrainte a un comportement linéaire!'®, les auteurs mesurent des modules d’Young [Guck, 2001].
Il a été montré qu’avec cet appareil, il était possible d’indentifier des cellules cancéreuses par la
mesure de leur module d’Young [Lincoln, 2004].

Si toutes les méthodes d’investigations permettent de déterminer I'influence d’un para-
metre de contréle sur les caractéristiques ou lintégrité mécanique des cellules, on s’appercoit
que, selon la méthode, la cellule peut étre envisagée par des modéles aussi différents que ceux
d’un liquide ou d’un solide. On peut alors se demander comment il est possible d’observer des
comportements si différents sur des objets sensiblements identiques. Cette disparité des com-
portements n’est-elle pas lié aux conditions expérimentales particuliéres. N’est-il pas possible de
trouver une description universelle du comportement rhéologique des cellules 7 Nous allons voir,
dans la section suivante, que de véritables mesures rhéologiques, avec différents dispositifs sur
différents types cellulaires, conduisent & des comportements mécaniques identiques.

8 mesures de pseudo équilibre
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3.2.2 Rhéologie dynamique : nombre infini de temps de relaxation

Les lois de puissance en biorhéologie sont apparues a la fin des années 70 quand fut mesurée la
relaxation de la contrainte suite a 'arrivé d’un volume d’air injecté dans un ballon en caoutchouc
mimant des poumons [Hildebrandt, 1970]. De maniére générale, c’est I’étude des propriétés visco-
élastiques du tissu pulmonaire au début des années 90 [Hantos, 1987| [Peslin, 1990] [Suki, 1994]|
qui a fait émerger Iidée que les cellules pourraient, elles aussi, obéir a des lois de puissances. A
la différence des modeéles mécaniques avec nombre fini de temps de relaxation dont les équations
constitutives (reliant contrainte et déformation) sont des équations aux dérivées entiéres (Eq 2.1),
le formalisme mathématique rendant compte de distributions continues de temps de relaxation
est décrit par des équations aux dérivées fractionnaires :

n

> a;D*[o(t)] = i b DU [e(t)] (3.6)
3=0

1=0

OuV(i,7) € ([O;n] x[0;p]), (e, B5) € ([0;1[x[0; 1[). Bien que les dérivés soient fractionnaires, ces
équations restent linéaires car 'opérateur D(® est linéaire. La dérivé fractionnaire a™€ d’une
fonction f est définie par :

ayp L oodt f)
DN = iy - o =

Magnétocytométrie La technique de magnétocytomeétrie s’inspire des manipulations de billes
magnétiques. Le principe consiste & déposer des billes magnétiques sur des cultures de cellules et
a les aimanter par une impulsion de champ magnétique intense. Ensuite on applique un champ
de faible intensité dans une direction orthogonale au premier afin d’exercer un couple sur les
billes [Wang, 1993] (Fig 3.9). En mesurant lorientation du champ rémanant par rapport au
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e —
—
) —
= magnetizing
Bi(t) field
Bo

Fi1a. 3.9 — Schéma de principe de la MTC. On aimante la bille dans une direction (ici horizon-
talement). Puis on fait applique un champ dans la direction perpendiculaire qui fait tourner la
bille. Avec des magnétomeétres on détecte de combien a tourner le champ.

champ appliqué, il est possible de déterminer des grandeurs viscoélastiques. Ainsi en faisant
osciller le champ appliqué pour la mesure (OMTC, oscillating magnetic twisting cytometry), il
est possible d’obtenir G’ et G” [Maksym, 2000]. Les auteurs ont mis en évidence que pour des
fréquences comprises entre 0.05s71 et 0.4s~! G’(w) suivait une loi de puissance avec un exposant
de 0.20 et le rapport constant § = % montre que G’ et G” sont liés. Ces caractéristiques, cou-
plage des processus élastiques et dissipatifs, sont associées & un modéle de "structural damping"

[Crandall, 1970]. En partant du méme dispositif expérimental, il a été possible d’élargir la plage
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de fréquence en rajoutant une démodulation [de Morales, 2001]. Grace a ce systéme, les auteurs
ont montré qu’entre 3.1072s71 et 10s™!, G’ et G” suivaient en fonction de la fréquence une loi
de puissance avec un exposant %_ Par ailleurs, ils ont aussi mis en évidence que sur cette plage
de fréquence, § était constant et égal a %

Les billes étant attachées a la membrane des cellules, une rotation de la bille se traduit aussi
par un déplacement latéral (Fig 3.10). Gréace a une détection optique par vidéomicroscopie per-

SM twisting

> 4
displacement

F1a. 3.10 — MTC optique : La rotation du moment magnétique de la bille (induit par le couple
magnétique) se traduit en un mouvement de rotation de la bille mais aussi de translation car
celle ci est attachée au substrat.

mettant de détecter la position du centre de la bille (donc de d), il a été possible de déterminer G’
et G” non plus & partir d'une valeur moyenne du champ rémanent mais & partir de la détection de
billes individuelles. De plus la plage de fréquence s’est élargie de 1072571 4 103s~1 [Fabry, 2001a].
Les auteurs ont pu montrer que, pour des fréquences inférieures 4 10s™!, G’ et G" suivaient une
loi de puissance avec un exposant de 0.17. Pour des fréquences supérieure 3 10s~!, G” augmente
plus vite que G’ et, a partir de 10%s™!, Pexposant de G" devient égal a 1. Les auteurs ont alors
analysé la réponse viscoélastique en terme de matériau vitreux mou [Sollich, 1997|. Ce type de
matériau est caractérisé par un désordre structural et par des états d’énergie métastables. Le
désordre structural est modélisé par une distribution d’énergies, le caractére métastable se mani-
feste par une dynamique lente de réarrangement. Les auteurs suggérent que ’exposant de la loi
de puissance reflete une température de bruit effective mesurant ’aptitude des cellules a se dé-
former et se réorganiser [Fabry, 2003b]. Pour une fréquence déterminée (0.75 Hz), il a été montré
que le déplacement d engendré par la rotation de la bille se distribuait selon une loi log-normale
[Fabry, 2001b|. Les auteurs ont attribué la forme de la distribution a la géométrie variable de
I’accroche des billes sur les cellules.

Microscopie a force atomique Le comportement décrit précedemment a aussi été observé
par des mesures en fréquence effectuées a partir d’un AFM, dont le principe est expliqué plus haut
(§3.2.1). En indentant périodiquement la surface de cellules épithéliales pulmonaires [Alcaraz, 2003,
les auteurs montrent qu’une estimation rigoureuse de G’ et G” révéle en fonction de la fréquence

le méme comportement que celui observé par ’OTMC décrite précédemment. La gamme de fré-
quence s’étend entre 1071s™1 et 102571, Les auteurs interprétent cette dépendance en w de la
méme maniére que Fabry et al. [Fabry, 2001a).

Suivi de particules Récemment des expériences de rhéologie & deux points (§ 3.2.1) me-
née sur la diffusion d’organelles a I'intérieur de la cellule (temps d’attente compris entre 10~2s
et 10s) [Lau, 2003]. Les auteurs ont modélisé la cellule par un milieu continu viscoélastique a
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gros grains (coarse-grained). Bien que les auteurs voient que la corrélation du déplacement qua-
dratique moyen de deux particules évolue en fonction du temps d’attente comme une loi de
puissance, l'exposant trouvé n’est pas égal a celui trouvé par Fabry |Fabry, 2001a]. Le théoréme
de fluctuation-dissipation ne peut s’appliquer si on considére la température classique ce qui
signifie que les fluctuations sont dominées par des forces d’origine non thermique. Ils voient en
cela un comportement actif des propriétés mécaniques des cellules.

3.3 Conclusion

Alors que les expériences mesurant les paramétres viscoélastiques des cellules & une échelle
locale sont relativement bien représentées, aussi bien chez les groupes obtenant un nombre fini
de temps de relaxation que chez les autres, il n’existe pas d’expérience de rhéologie au sens strict
du terme a ’échelle de la cellule entiére. Par ailleurs, la loi de puissance (ajustée avec un nombre
minimal de parameétres) donnant d’un groupe a lautre des valeurs cohérentes semblent refléter
un caractére plutdt universel du "matériau cellule". Ces mesures en plus d’étre éffectuées a une
échelle locale, sont des mesures en dynamique. C’est pourquoi, il nous a semblé intéressant de
mettre au point un rhéométre permettant a la fois de sonder mécaniquement une cellule dans son
ensemble et de faire ces mesures non pas en fonction de la fréquence mais du temps. L’expérience
la plus simple que 'on puisse imaginer est alors une expérience de fluage en géométrie uniaxiale,
consistant & mesurer la déformation (’allongement) d’une cellule vivante entiére lorsqu’elle est
soumiise & une force constante.
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Le rhéometre a cellule unique
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Nous avons mis au point un rhéomeétre a cellule unique tirant parti de la simple géomé-
trie uniaxiale du dispositif d’0O. Thoumine et A. Ott |Thoumine, 1997| |[Hudspeth, 1997|. Dans
cette géométrie, une cellule vivante est attachée entre deux lamelles de verres wia ses protéines
transmembranaires. Une des lamelles est rigide. L’autre, flexible, est une lame-ressort de raideur
calibrée. En d’autres termes, cette lamelle souple est une tige rectangulaire analogue a un can-
tilever ’AFM permettant d’appliquer ou de mesurer des forces allant de quelques dixiémes de
nanoNewton & plusieurs centaines de nanoNewton. En modifiant la conception des lamelles, il
nous a été possible de surmonter les difficultés inhérentes au dispositif d’étirement d’O. Thoumine
et A. Ott, et de concevoir une détection optique de la pointe de la lamelle souple permettant la
mise en place d’'une boucle d’asservissement. Cette rétroaction fait de notre dispositif un véri-
table rhéometre permettant d’appliquer, a I’échelle!® d’une cellule vivante unique, soit des forces
constantes (expérience de fluage), soit des déformations constantes (expérience de relaxation).

Cette partie vise & décrire les détails techniques qui nous ont permis de mettre au point ce
rhéométre. Je commencerai par expliquer le processus de fabrication des lamelles, puis comment
il est possible d’adapter ces lamelles de taille micronique sur un microscope de sorte qu’elles
puissent étre manipulées avec 5 degrés de liberté. Dans un second temps, j’expliquerai le systéme
de détection de la lamelle souple et la mise en place de la boucle de rétroaction. Puis, j’exposerai
le principe et le protocole d’une expérience de fluage®°.

9contrainte et déformation sont appliquées & I'ensemble de la cellule
*0Les expériences de relaxation sont décrites en annexe (Annexe C).
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Chapitre 1

Microplaques a 1’échelle d’une cellule

1.1 De I’étirement uniaxial au rhéométre a cellule unique

Le coeur du dispositif d’étirement uniaxial d’O. Thoumine et A. Ott [Thoumine, 1997| est
constitué de deux lamelles rectangulaires (Fig 1.1) dont la géométrie présente trois obstacles
majeurs a l'utilisation du dispositif en tant que véritable rhéomeétre.

SCHEMA DES LAMELLES

Lamelle normale Lamelle &tirée
1mm/ 30 um /
; R e L
0,3 mm | /{
- 1
2 mm

F 3
Y

& mm

Fia. 1.1 — Profil de lamelle étirée : la lamelle rigide est représentée en haut, alors que la souple
est représentée en bas. A partir de lamelles rectangulaire, on étire des lamelles. Les profils sont
indiqués a droite.

i) Les cellules devant étre manipulées dans leur milieu de culture, les expériences de micro-
manipulation sont menées dans un récipient (chambre expérimentale) dont les parois obligent &
incliner les lamelles d’un angle non négligeable (=~ 30°) par rapport au plan focal du microscope
(Fig 1.2). Cet angle a pour effet de défocaliser une bonne partie des lamelles, ce qui rend difficile
I’analyse optique de la déformation cellulaire ou l'analyse d’images de fluorescence. Mais leur
inconvénient majeur est surtout qu’elles sont difficilement détectable optiquement (Fig 1.3).
Dans ces conditions, pour espérer détecter la pointe de la lamelle souple, une solution est
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Chapitre 1. Microplaques a échelle d’une cellule

Fic. 1.2 — L’angle entre la lamelle de verre et le fond de la chambre expérimentale est d’environ
30°.

FiG. 1.3 — Les lamelles arrivant avec un angle dans la chambre expérimentale traversent le plan
focal et sont de fait complétement défocalisées.

de coupler cette pointe & une fibre optique. Pour ce faire, il faut que la raideur de la fibre soit
trés inférieure a celle de la lamelle souple afin de ne pas perturber son mouvement. Expérimen-
talement, ceci est assez compliqué a réaliser car le couplage n’est jamais parfait et l'on se rend
compte par ailleurs que la fibre introduit plus de bruit mécanique qu’autre chose.

ii) Avec la géométrie de figure 1.2, les lamelles sont sensibles a la tension superficielle du milieu
dans lequel elles sont plongées. En effet, la raideur £ d’une poutre en flexion est proportionnelle
a Ef;l ou E représente le module d’Young du verre, e ['épaisseur de la poutre, 1 sa largeur et L
sa longueur. Ainsi, la raideur de la partie étirée (senseur de force en contact avec la cellule) est
de l'ordre du nanonewton par micromeétre. Alors que la raideur de la partie non étirée (simple
support) est de l'ordre du diziéme de millinewton par micromeétre, donc bien plus raide que
la portion étirée. Cependant considérant que la tension superficielle du milieu est voisine de
celle de 'eau et que la largeur de la lamelle est de 'ordre du millimétre, la force capillaire qui
s’applique sur la partie de la lamelle & l'interface est de l'ordre du diziéme de millinewton. On
constate donc que les variations de tension superficielle peuvent conduire & des déplacement
microniques du méme ordre de grandeur que les déflexions que nous cherchons & mesurer. De
fait, lors d’expériences de controle, on constate que la surface du milieu cellulaire se "solidifie" au
cours du temps et que la pointe de la lamelle souple subit une dérive concomittante de plusieurs
microns.
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iii) Avant d’étre collées aux lamelles, les cellules doivent étre décollées de leur substrat de
culture et redispersées en suspension dans la chambre de micromanipulation. Alors, on attend
qu’elles se déposent au fond de la chambre expérimentale pour aller en "capturer" une. Les
lames de la figure 1.1, inclinées par rapport au fond de la chambre, ne permettent pas de coller
simultanément la cellule sur les deux lamelles (rigide et souple) en vis-a-vis. En effet, seules les
extrémités éffilées, i.e. de taille inférieure au diamétre cellulaire, touchent le fond. Elles ne peuvent
donc pas offrir une surface de contact suffisante pour coller une cellule entiére. Pour passer outre
cette difficulté, on doit dans un premier temps positionner une des lamelles parallélement au
fond de la chambre expérimentale,i.e. & la maniére d’une pelle & pain. Puis on laisse incuber
avant faire pivoter la lamelle de 90° afin d’amener la cellule au contact de la deuxiéme lamelle.
Il résulte de cette manipulation délicate, outre la perte d’un grand nombre de cellules, un délai
de dix minutes minimum entre ’établissement des contacts cellule-"premiére lamelle" et cellule-
"deuxiéme lamelle". Ce délai entre contacts a pour conséquence une adhérence asymétrique des
cellules sur les lamelles (Fig 1.4) et donc une contrainte qui varie notablement d’un bord a 'autre
de la cellule.

F1G. 1.4 — Les surfaces de contact ne sont pas identiques sur les deux lamelles.

Pour pallier & ces inconvénients, il est possible d’ajouter une huile visqueuse & la surface du
milieu afin de ralentir son oxydation et donc de diminuer les effets de tension superficielle. 11 est
aussi possible de rajouter un troisiéme bras au montage [Beil, 2003] afin d’attraper et d’approcher
la cellule entre les deux lamelles servant & ’étirement pour obtenir une adhésion simultanée, mais
ceci augmente les difficultés de manipulations et les sources d’artefacts.

Nous avons opté pour la mise au point d’une nouvelle géométrie de lamelles répondant au
cahier des charges dicté par les inconvénients cités ci-dessus. Nous désignerons par microplaque
ces nouvelles lamelles. Une microplaque est un objet composite formé d'un capillaire de verre
de géométrie cylindrique a 'extrémité duquel on fusionne & chaud la pointe étirée d’une lamelle
de verre, senseur de force & géomeétrie parallelépipeédique (Fig 1.1). Un angle d’une vingtaine de
degrés entre les deux parties des microplaques permet aux lamelles étirées d’étre paralléles au
fond de la chambre expérimentale et par conséquent au plan focal aussi (Fig 1.5).

Ainsi, il devient ais¢ de détecter optiquement la position des lamelles étirées (Fig 1.6). De
plus, le senseur est dorénavant totalement immergé et ne peut subir I'influence des variations de
tension superficielle. Il est & noter que le capillaire, qui traverse l'interface solution-air, permet
par sa symétrie cylindrique, outre sa trés grande raideur, d’éviter toute dérive dans le plan de
focalisation.

Enfin, les lamelles des microplaques étant quasi-paralléles au fond de la chambre expérimen-
tale, il devient possible de capturer (prendre en sandwitch) une cellule simultanément entre les
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Glass tube
(nano-force sensor)

FiG. 1.5 — Microplaque : Une lamelle de verre est greffée sur un capillaire avec un angle d’environ
20°.

Fia. 1.6 — Avec la nouvelle géométrie des microplaques, la tranche des lamelles est focalisée.

deux microplaques, assurant ainsi des conditions d’adhérence similaires sur les deux plaques.

Je décrirai dans la suite, la maniére dont nous fabriquons ces microplaques, puis comment
nous les avons adaptées sur un microscope inversé afin de controler leurs mouvements de transla-
tion et de rotation. Enfin, nous verrons qu’il est relativement facile de calibrer de maniére précise
la raideur de tels objets.

1.2 Fabrication des microplaques composites

La fabrication des microplaques se fait en deux étapes. La premiére consiste & étirer une lame
de verre en une lamelle. La seconde consiste & greffer la lamelle au bout d’un capillaire en verre.

1.2.1 Etirement des lamelles de verre

Le processus de fabrication des lamelles souples et des lamelles rigides est identique. La
différence entre souple et rigide réside dans le fait que les lamelles rigides sont étirées a partir de
lames plus épaisses que celles utilisées pour obtenir des lamelles souples.

Nous avons utilisé des lames en verre de section rectangulaire. Ces lames de verres ont été
découpées par Lecordier-Siverso a partir de plaque de verre borosillicate D-262 de Schott-Duran.
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FiG. 1.7 — Lames de verre : La lame du haut repose sur sa largeur. Les deux autres lames reposent
sur leur tranche. Celle du bas est rigide, 'autre est souple. On voit nettement la différence
d’épaisseur.

Elles font 10cm de long et 1mm de large. L’épaisseur des lames souples est de 100um, celle des
lames rigides est de 300um, i.e. 3 fois plus épaisses que les souples (Fig 1.7).

L’étirage a chaud de ces lames se fait au moyen d’une étireuse de micropipettes verticale
(Narishige PB-7, Japon). L’extrémité supérieure de la lame est accrochée de maniére fixe au
bati de 'appareil, tandis que 'extrémité inférieure est attachée & une partie mobile. La lame
est entourée en son milieu par une résistance chauffante (Fig 1.8 a). Le chaleur fait fondre le
verre puis sous l'effet du poids de la partie mobile, la lame s’étire (Fig 1.8 b). Pour que la partie

i

[——

a) b)

F1a. 1.8 — Principe d’étirement des lames : a) La partie supérieure de la lame est fixe alors que
sa partie inférieure est attachée & une masse mobile. b) La chaleur produite par la résistance
chauffante sert a faire fondre partiellement la lame et sous le poids de la partie mobile, la lame
s’étire.

étirée se présente sous la forme d’une lamelle de section micronique faisant quelques millimétres
de longueur, on régle la puissance de 'appareil au maximum afin que le chauffage soit le plus
intense possible. Trés vite la lame s’étire jusqua ce que la partie mobile & laquelle est rattachée son
extrémité inférieure déclenche ’arrét du chauffage en butant sur un commutateur. Ce chauffage
intense et rapide permet d’obtenir un "cheveu" long et fin entre les deux extrémités qu’on sépare
en coupant. La derniére étape de fabrication des lamelles consiste & ajuster la longueur des
parties étirées. Pour ce faire on utilise des petits ciseaux chirurgicaux et on coupe a la bonne
longueur. Cette étape en apparence facile est la moins reproductible du processus de fabrication
et pourtant elle est cruciale. En effet comme nous le verrons par la suite, la section de coupe des
lamelles doit étre la plus plane?! possible pour pouvoir coller facilement une cellule et pour ne
pas détecter les deux lamelles sur le capteur qui servira a la rétroaction. On conserve une partie

2Le conseil que je peux donner est d’appuyer la partie large des lamelles contre la lame de coupe du ciseau et
de couper avec un geste sec en ayant son bras bloqué.
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étirée de 7mm pour les lamelles souples et de 1mm pour les lamelles rigides.

Afin d’assurer une quasi indéformabilité des lamelles rigides, on les étire a partir d’une lame
de verre trois fois plus épaisse que les lames utilisées pour étirer les lamelles souples. De plus, on
ne garde qu'un millimétre de la partie étirée contre sept millimeétres pour les lamelles souples.
On constate alors que €pigide = 3 X €souple €t que lrigize = 5 X lsouple 01 € est I'épaisseur et
[ la largeur(Fig 1.9). Si 'on suppose que la partie étirée est une poutre élastique de section

FiG. 1.9 — Lamelles de verre : La lamelle de gauche est rigide, celle de droite est souple.

rectangulaire et si on la défléchit selon la perpendiculaire au plan défini par sa longueur et sa
largeur, alors cette derniére exerce une force de rappel élastique avec une constante de raideur
k Efgl ol E représente le module d’Young du verre, e ’épaisseur de la poutre, | sa largeur et

1
L sa longueur. Comme €rigide = 3 X €souple; qU€ Lyigide = 7 Lsouple €6 que lrigide = 5 X Lsouple,

k'rigide

alors ~ 10*. On vérifie cela expérimentalement en appuyant une lamelle souple contre

souple
une lamelle rigide afin de s’assurer que la déflexion de la lamelle rigide est négligeable. On
observe effectivement que la lamelle rigide se défléchit de moins d’un diziéme de micron pour un

déplacement de la base de la lamelle souple de 100pm.

1.2.2 Reéalisation des Microplaques

La deuxiéme étape de fabrication des microplaques consiste & greffer la lamelle au bout d’un
capillaire en verre de 1Imm de diamétre et de 4cm de long (Vitrex, Danemark). Dans un premier
temps on bouche le bout du capillaire en y faisant fondre du verre. Pour cela, on place le bout du
capillaire au milieu de la résistance de ’étireuse. On régle le chauffage sur la position maximale,
puis on approche une chute de lame souple qui fond sous la chaleur et bouche ainsi le capillaire.
La lame souple moins épaisse que le capillaire fond plus vite. Ainsi, la section du capillaire reste
a peu pres droite. Cette planéité sert & maximiser la surface de contact entre le bout du capillaire
et la lamelle & greffer. Les capillaires sont bouchés afin qu’il n’y ait pas de liquide qui monte par
capillarité dans le tube lors d’un traitement et aille se déverser dans le bain servant au traitement
suivant.

Dans un second temps, on effectue le greffage. De la méme maniére que celle utilisée lors
du bouchage, on place cette fois le capillaire bouché au centre de la résistance. On approche
la lamelle du bout du capillaire et on fusionne les deux piéces en chauffant de sorte & faire
légerement fondre le verre. Toutefois, il faut s’assurer de deux choses. Premiérement, la section
de la lamelle doit étre alignée avec un diamétre du capillaire. Puis la génératrice de cette section
doit faire un angle d’une vingtaine de degrés avec I’axe du capillaire (Fig 1.5).
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1.3 Mise en place sur la platine d’un microscope

Une fois ces microplaques fabriquées, il faut les adapter sur un microscope afin de pouvoir
les micromanipuler de maniére précise. Je décrirai dans un premier temps comment on peut
concevoir les bras porteur que nous avons doté de 5 degrés de libertés : 3 en translation et 2 en
rotation. Puis, je décrirai la maniére dont ces bras sont montés sur le microscope ainsi que les
moyens mis en ceuvre pour isoler mécaniquement le microscope, pour thermaliser & 37°C et pour
acquérir des images numériques.

1.3.1 Description des bras porteurs

Les microplaques sont fixées au bout de bras métalliques cylindriques?? (Fig 1.10). Elles sont
enfichées dans une piéce en plastique encastrée dans les bras métalliques. Sur cette piéce vient se
refermer un écrou de serrage. Les bras passent dans une machoire métallique que ’on serre avec
une visse. Cette machoire est montée sur une rotation autour de ’axe Oy permettant de régler
I’angle entre le bras et le plan focal afin de placer grossiérement la tranche de la lamelle dans
le plan focal. Une autre rotation autour de Ox, contrélée manuellement avec une précision de
Pordre d’un diziéme de degrée par un micromaniplateur M-UTR46A (Micro-Controle, France),
permet de positionner la microplaque de telle sorte que la tranche de la lamelle soit bien paralléle
au plan focal de U'objectif du microscope, ¢.e. positionner les deux arétes de la tranche dans le
plan focal. Ceci est important pour bien étalonner la raideur de la lamelle souple. Ces rotations

FiG. 1.10 — Dispositif de manipulation des microplaques : les microplaques sont fixées sur un
bras porteur monté sur un dispositif microcontr6lé possédant 5 degrés de liberté.

sont montées sur un cube piézoélectrique 3 axes Nano-Cube XYZ (Polytech-PI, France). Ce cube
permet d’effectuer des déplacements fins dans les trois directions de ’espace avec une précision
de lordre de 50nm?3. C’est lui qui est en charge du déplacement fin des microplaques lors des
expériences. L’amplitude maximale des déplacements autorisés est de 100um. Ces nanocubes

22Les piéces sont réalisées a 'atelier de mécanique du laboratoire.
2Le constructeur affiche une précision dix fois supérieure. Or Pamplificateur fournit par le constructeur et
délivrant les courants au cube est relativement bruité. Ce qui nous empéche d’atteindre la résolution annoncée.

45



Chapitre 1. Microplaques a échelle d’une cellule

sont & leur tour montés sur des micromanipulateurs manuels (OptoSigma Photonetics, France).
Leur course est de 13mm. Ils servent & positionner grossiérement les lamelles en regard 1'une de
I’autre au voisinage du fond de la chambre expérimentale avant les expériences.

En résumé, ce dispositif posséde 5 degrés de liberté. Les 3 degrés de translation servent au
positionnement des microplaques dans ’espace. Un micromanipulateur manuel permet d’effectuer
les réglages grossiers, tandis qu’un cristal piézoélectrique effectue les déplacements fins ou controlé
par ordinateur pour ’asservissement. Un des deux degrés de rotation fait tourner les microplaques
autour des axes Ox et Oy pour assurer que la tranche des lamelles soit paralléle au fond de la
chambre expérimentale.

La direction Oy est la direction dans laquelle se fléchissent ces lamelles. La partie étirée
des lamelles souples mesure 7mm, en considérant que la pointe est fixe et que I'on impose un
déplacement de la base de la microplaque de 100pum, cela géneére un déplacement angulaire de la
pointe de moins d’un degré. La composante selon Ox de la force appliquée est donc environ 100
fois plus faible que la composante selon Oy. Par conséquent, nous ferons ’approximation que la
force est appliquée uniquement selon ’axe Oy, d’ot1 la géométrie uniaxiale de notre dipositif.

1.3.2 Adaptation des bras sur le microscope

Le dispositif des bras porteurs est monté sur un microscope inversé DMIRB (Leica Microsys-
témes, France). Pour cela, nous avons fait usiner au laboratoire une platine sur laquelle viennent
se visser les dispositifs de micromanipulation des microplaques souple et rigide. Les microma-
nipulateurs manuels qui soutiennent tout le dispositif des bras sont disposés de part et d’autre
de D'objectif a environ une quinzaine de centimétres de celui-ci. L’axe de rotation permettant
d’approcher la pointe des lamelles du fond de la chambre expérimentale est situé 8 cm au dessus
de la platine. Les bras font donc un angle d’environ 30° avec I'horizontale. C’est & cause de cet
angle que les lamelles sont fusionnées aux capillaires avec un angle d’environ 20°. Si 'on donnait
un angle de 30°, la pointe serait paralléle au plan focal mais ne pourrait pas toucher le fond de
la chambre expérimentale a cause de la forme en entonnoir des lamelles (Fig 1.1, Fig 1.11).

&) oy

Fic. 1.11 — Schéma illustrant ’utilité de ’angle entre la lamelle et le capillaire.

Si I'on souhaite réaliser des expériences sur des cellules avec des temps d’observation supé-
rieurs & quelques minutes, on se doit de leur fournir un environnement adéquat. Pour cela on
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place les cellules et leur milieu dans une chambre expérimentale (Fig 1.2). On les maintient a
37+£0.2°C grace a une thermalisation Air-Therm (World Precision Instruments, Angleterre). Le
microscope est enfermé dans une boite en altuglass fabriquée au laboratoire. L’entrée et la sortie
d’air se font par deux ouvertures circulaires percées de chaque c6té du microscope. Sur la face
avant de la boite sont percées quatre ouvertures permettant de déplacer la chambre expérimen-
tale et d’accéder aux réglages du microscope (Fig 1.12). De plus 'atmosphére doit étre régulée

FiG. 1.12 — Une boite en altuglass englobe la majeure partie du microscope. Les deux tuyaux
sur le cotés sont en charge de la circulation d’air. La caméra CCD est placée sur la sortie photo
du microscope. Le tout repose sur une table antivibration placée sur une table optique.

en COy & un taux de 5%, ce qui n’est pas le cas ici. Pour pallier & cet inconvénient nous tampon-
nons le milieu avec de 'HEPES et nous recouvrons le milieu de 5mm d’une huile imperméable
a loxygéne et perméable au dioxyde de carbone. Ajouté a cela, ’huile qui est visqueuse, protége
la surface du milieu cellulaire en atténuant les ondulations dues aux mouvements d’air.

D’autre part, étant donné que nous travaillons a une échelle micronique avec une précision
souhaitée de quelques centiémes de micromeétre, on se doit d’isoler mécaniquement le microscope
des vibrations produites par le batiment. L’isolation est effectuée par 'intermédiaire d’une table
anti-vibrations TS-150 (HWL Scientific Instruments Gmbh, Allemagne). L’avantage de cette
table est en premier lieu sa taille qui en fait un appareil facile a insérer sur un montage. Son
second atout majeur réside daans la maniére dont elle amortie les vibrations. Contrairement &
la plupart des dispositifs actuels qui utilisent des systémes visqueux pour amortir les vibrations,
cette table est doté d’un systéme de contre-réaction permettant de contrecarrer les mouvements
de son tablier pour des amplitudes inférieurs & 60um. Cette table active (doté d’un systéme
d’asservissement) amortie donc les vibrations beaucoup plus vite qu’un systéme visqueux sou-
mis a 'inertie. Elle est placée elle méme sur une table optique infiniment rigide afin encore de
minimiser les effets d’inertie. Ce systéme permet de couper les vibrations de 1Hz & 1kHz.

Enfin, 'acquisition d’image se fait via une caméra numeérique Micromax (Roper Scientific)
avec un capteur CCD 13. La caméra est placée sur la sortie photo du microscope et recoit la
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moitiée de U'intensité lumineuse. Avec un objectif Plan Fluotar L 63 x /0.70 (Leica), le champ
couvert par la caméra est d’environ 150um x 100um, ce qui est équivalent & une surface couverte
typiquement par une centaine de cellules avec lesquelles nous travaillons. La cameéra est controlée
par l'intermédiare du le logiciel WinView?* (Roper Scientific). Le temps d’ouverture, i.e. le temps
d’exposition de la cellule CCD, est de 50ms. Le carte d’acquisition ne permet pas de vider
les 1300 x 1024 pixels du capteur CCD (pixels carrés de 6.7um) et nous pouvons acquérir au
maximum neuf images par seconde, ce qui est trés lent devant les 25images.s~ de la vidéo.
Toutefois, le signal de la caméra passe par un amplificateur avec une sortie vidéo analogique
nous permettant d’enregistrer les séquences sur casettes VHS. La prise d’images numériques a
intervalles de temps réguliers nous sert essentiellement & controler les surfaces de contact cellule-
lamelles.

Le dispositif que nous avons concu permet donc de manipuler sous microscope et dans un
environnement adéquat des cellules par les microplaques. La lamelle souple sert soit & mesurer les
forces que peuvent exercer les cellules soit & leurs appliquer des forces calibrées. Ces microplaques
souples sont en quelques sorte une sonde mécanique. La suite explique la maniére dont ces lamelles
équivalentes & des ressorts sont étalonnées.

1.4 Calibration des microplaques

Les lamelles souples sont assimilables & des "poutres" de section rectangulaire en flexion.
Cette approximation permet de se faire une idée a priori sur les dimensions que la pointe doit
avoir. Mais en aucun cas, cette approximation ne donne une valeur précise de la raideur des
lamelles. Il est nécessaire de calibrer les lamelles afin de connaitre précisément leur raideur. La
calibration se fait en deux étapes. La premiére consiste & calibrer une lamelle dite "étalon" de
maniére extrémement précise. Ensuite, les lamelles servant aux manipulations sont calibrées a
partir de cette lamelle étalon.

1.4.1 Calibration de la microplaque étalon

Le protocole adopté pour calibrer précisément la lamelle étalon consiste a déposer des poids
calibrés sur la largeur de la lamelle et d’observer la déflexion que ces derniers produisent. En
quelque sorte cela revient & calibrer une balance connaissant les masses que l'on pése.

On place tout d’abord la lamelle dans le plan focal sur sa largeur et on dépose a son extrémité
un bout de fil de cuivre de diamétre 35um (Fig 1.13).

2Le systéme qui exploite ce logiciel est Windows 98.
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Fic. 1.13 — Principe d’étalonnage de la lamelle étalon : On voit ici la tranche de la lamelle. La
lamelle se défléchie sous le poids du fil de cuivre posé dessus. On lit la variation de graduation
sur la molette de focalisation du microscope.
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F1G. 1.14 — Calibration de la molette de focalisation

Le principe de la pesée consiste a focaliser la pointe avant et aprés avoir posé le fil. Comme
on peut lire la variation de graduation sur la molette de focalisation du microscope, on mesure
en microns la déflexion de la lamelle provoquée par la présence du morceau de cuivre & sa pointe.
Pour étalonner la raideur de la lamelle étalon avec précision il faut donc au préalable calibrer
la molette de la focalisation, i.e. faire correspondre une graduation lue sur la molette avec un
déplacement vertical en micrométre.

Pour effectuer la calibration de la molette de focalisation, on place une lamelle dans le champ
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d’observation. On fait la mise au point sur un détail de la lamelle. On repére la graduation sur la
molette, puis on déplace verticalement la lamelle par 'intermédiaire du cristal piézo-électrique.
On lit alors la variation de graduation (Fig 1.14).

On trouve ainsi qu’une unité de graduation correspond & un déplacement vertical de 1.9um.

Maintenant il faut connaitre le poids des bouts de fil que 1’on va disposer au bout de la lamelle.
Apreés avoir découpé des bouts de fil de cuivre, on mesure leur longueur sous microscope. Comme
la longueur des bouts varie du diziéme de millimétre & plusieurs millimétres, nous utilisons un
objectif x10 (Leica). Pour mesurer la longueur des bouts, nous prenons des images. Ces images
nous donnent la longueur en pixel du bout de fil. En plagant une mire calibrée dans le champ
de la caméra, on obtient la correspondance pixel-micron. Donc en faisant la conversion, nous
obtenons la longueur des morceaux. Connaissant par ailleurs la masse linéique du fil de cuivre,
on remonte a la masse des bouts. La masse linéique du fil est elle aussi mesurée. On pése pour
cela plusieurs métres de ce fil avec une balance de précision. La valeur trouvée pour la masse
linéique est de 11,84.1076¢g.m=1 4 0, 06. Le poids des masses mesurées varie de 10nN & 200nN.

Enfin, la pesée s’effectue en déposant les bouts de fils calibrés sur la lamelle et en lisant la
déflexion qui en résulte (Fig 1.15).

FiGg. 1.15 — Le bout de fil de cuivre a un diameétre de 35um. Il est déposé sur la largeur de la
lamelle.

Nous obtenons ainsi une courbe de calibration qui s’ajuste trés bien par une loi linéaire (Fig
1.16).

50



1.4. Calibration des microplaques

200 -

150 -

100

poids (nN)

50

0 20 40 60 80
deflexion (um)

Fia. 1.16 — Courbe d’étalonnement de la lamelle étalon. Chaque point correspond & la moyenne
de 20 mesures, 7.e. 20 charges du fil sur la lamelle.

Le coeflicient directeur de la droite interpolée est la raideur de la lamelle étalon. Elle s’ex-
prime en nN.um™'. Les lamelles étalons que nous avons calibrées vont de 0.83nN.um™' a
2.03nN.um 1. Celle & 2.03nN.um ™" sert plutot a calibrer des lamelles souples de raideur supé-
rieure & 5nN.um ™!, celle & 0.83nN.um ™! sert plutét a calibrer des lamelles souples de raideur

inférieure a 5nN.um ™.

1.4.2 Calibration d’une microplaque

Pour calibrer nos microplaques, on applique la lamelle & calibrer contre la lamelle étalon,
tranches paralléles au plan focal. Puis on déplace la base de la lamelle étalon?® par pas de 10um.
En lisant la variation de position de la pointe des lamelles, on remonte ainsi & la raideur de la
lamelle que 1'on souhaite calibrer (Fig 1.17).

X

FiG. 1.17 — Principe de calibration des lamelles expérimentales. La lamelle a calibrer est & gauche,
la lamelle étalon est & droite. D représente le déplacement de la base de la lamelle étalon. d est
le déplacement des pointes par rapport & leur position au repos. F, est la force qu’applique la
lamelle étalon sur la lamelle a calibrer. F, est la force qu’applique la lamelle & calibrer sur la
lamelle étalon. Connaissant la raideur de lamelle étalon, de ’écriture de 1’équilibre des forces, on
déduit la raideur de 'autre.

ZDéplacer la base de la lamelle souple ou celle de la lamelle étalon revient au méme. La seule différence se fait
au niveau du calcul de la raideur.
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Chapitre 1. Microplaques a échelle d’une cellule

Avant d’effectuer les déplacements successifs de la microplaque étalon, on repére un point au
niveau du contact entre les deux lamelles et on note ses coordonnées. Aprés chaque déplacement
de la microplaque étalon, on note les nouvelles coordonnées de ce point. On obtient donc le
déplacement d de la pointe de la lamelle souple en fonction du déplacement D de la base de la
lamelle étalon (Fig 1.18).
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Fic. 1.18 — Courbe de calibration d’une lamelle souple. Les points en croix correspondent &
la charge, i.e. quand on incrémente le déplacement de la microplaque étalon. Les ronds cor-
respondent a la décharge, i.e. quand on diminue le déplacement de la microplaque étalon. Les
phénomeénes de stick-slip font que I'on observe une 1égére hystérésis entre 'aller et le retour.

Pour calculer la raideur, on écrit I’équilibre des forces qui s’exercent au niveau des deux
pointes :

— —

F.=F, (1.1)

On projéte sur I'axe Oy. k est la raideur des lamelles

ke.(D —d) = kc.d (1.2)
ce qui est équivalent &
ke
d= D 1.
I (1.3)
On pose
a= ke (1.4)
ke + ke '

On détermine donc a expérimentalement en ajustant les points expérimentaux par une loi de
proportionnalité. Quand on impose un déplacement de la base selon Oy, il se produit entre les
lamelles un léger cisaillement selon Ox. Comme les lamelles ne glissent pas parfaitement 'une sur
I’autre, la contrainte de cisaillement n’est pas toujours relaxée. Ceci donne lieu & un phénomeéne
de stick-slip et a pour effet de produire une légére hystérésis dans la courbe de calibration, ce qui
se traduit par une pente différente entre 'aller et le retour (charge et décharge). Pour calculer
la raideur des lamelles, on prend donc la pente moyenne. On trouve ainsi deux coefficients de
proportionnalité différents correspondant & la charge et a la décharge. On fait la moyenne des
deux, puis le résultat est identifiée & a. Donc en résolvant I’équation (1.4), connaissant a et ke,

on déduit la valeur de k. : .
ke = ke (——1 1.
(a, ) (1.5)
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Les lamelles que nous avons calibrées ont des raideurs allant de 0.031nN.um ™= 4 15.5nN.um ™.
L’erreur moyenne sur la détermination de k est d’environ 3%.

Nous venons donc de voir comment il est possible de fabriquer des microplaques
capables d’exercer des forces calibrées a 1’échelle de cellules vivantes. Afin de construire un
véritable rhéomeétre, il faut maintenant étre capable d’exercer ces forces de maniére constante.
Pour cela, il faut doter le montage d'une boucle de rétroaction.
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Chapitre 2

Mise en place de la boucle de
rétroaction

Dans ce chapitre nous allons voir comment nous avons pu mettre en place une boucle de
rétroaction capable de maintenir, & ’échelle de la cellule entiére, soit une force constante, soit
une déformation constante. Comme dans toute boucle de rétroaction, il y a une consigne a
laquelle est comparée un signal détecté physiquement. La boucle corrige, par 'intermédiaire de
sa sortie, I’écart & la consigne, i.e. Ierreur. Dans notre cas, vouloir travailler & force constante
revient & maintenir une déflexion constante de la lamelle souple. Il nous faut donc détecter la
position de la pointe de cette lamelle et la maintenir constante. Donc pour mettre en place cette
boucle de rétroaction, il faut tout d’abord étre capable de détecter cette position, puis ensuite
de la corriger.

2.1 Détection de la position de la pointe de la lamelle souple

La détection de la pointe de la lamelle souple peut se faire de plusieurs fagons. On peut
défléchir un laser sur la pointre de la lamelle souple et recueillir le faisceau réfléchi par une
diode a cadran. L’inconvénient de cette méthode est que l’alignement optique est difficile &
réaliser proprement. Un autre moyen consiste & attaquer une fibre optique a ’acide nitrique,
jusqu’a ce que son diamétre atteigne une dimension telle que la fibre soit infiniment souple
comparée 4 la lamelle souple. On fait ensuite passer par cette fibre un faisceau laser détecté
par une cellule photosensible. L’inconvénient de cette méthode est que la fibre est une antenne
accoustique qui capte tous les mouvements d’air. En ce qui nous concerne, nous avons opté en
faveur d’une détection optique directe. Les lamelles sont éclairées par la lumiére du microscope
et nous détectons I'image de la pointe de la lamelle souple sur un capteur optique linéaire situé
sur la sortie latérale du microscope normalement dédiée & la caméra. La position du capteur
est ajustée au moyen d’un micromanipulateur 3 axes M-MT-XYZ (Micro-Control, France). On
aurait pu aussi imaginer une détection numérique avec reconnaissance de forme. L’inconvénient
aurait été les délais supplémentaires introduits par le traitement des images.

2.1.1 Le capteur optique de position

Le capteur optique que nous avons utilisé est un S3979 Position Sensitive Detector (Hama-
matsu, France). Il mesure 3mm x Imm. Physiquement, ce capteur est doté d'une résistance
linéique p et délivre, lorsqu’il est éclairé par un faisceau incident en un point d’abscisse x le long
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de son axe principal, deux courants i; et i dont la différence est proportionnelle a x (Fig 2.1).
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FiGc. 2.1 — La position d’une tache lumineuse sur ce capteur est proportionnelle & la différence
des courants i1 et iso.

Pour nos expériences, nous avons directement imagé la pointe de la lamelle souple sur le
capteur (Fig 2.2). En quelque sorte, nous avons travaillé en "contraste inversé" avec un capteur
uniformément éclairé sur lequel se fait 'image de la lamelle souple. Cette image présente typi-
quement une large bande sombre (minimum de la figure de diffraction) encadrée de deux minces
bords brillants (maximum d’intensité). On peut montrer que la réponse du capteur présente
encore dans ce cas une plage linéaire (Annexe C). Simplement, plus la bande sombre est mince,
plus la sensibilité diminue par rapport aux conditions nominales prévue par le fabriquant du
détecteur.

,..‘x\‘“- o900

FiG. 2.2 — La partie détectée de la lamelle souple se situe & une soixantaine de microns de la
pointe. La lamelle se déplace parallélement & Oy. Le rectangle symbolise le capteur. La partie
détectée des lamelles est celle indiquée sur le schéma. Les régions I et III correspondent a des
taches brillantes de diffraction. La région IT est une région sombre (minimum de diffraction).

Le signal typique de sortie du capteur est représenté en figure 2.3. Ce signal est relevé au
début de chaque expérience et 'on place la lamelle souple au centre de la plage centrale (la plus

sensible) ou elle sera maintenue tout au long de 'expérience par la boucle d’asservissement.
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Fia. 2.3 — Signal en sortie du détecteur optique lorsque 'on déplace la lamelle parallelement a
la longueur du capteur. La plage utile est la partie linéaire centrale ot I’on se place avant chaque
début d’expérience.

2.1.2 Analyse et filtrage du signal

Ce que nous avons désigné précédemment par la sortie du capteur correspondait au signal
amplifié puis filtré provenant du capteur, autrement dit cette sortie correspondait a la sortie d’un
circuit électrique que nous avons élaboré afin d’amplifier et de filtrer le signal sortant directement
du capteur. En réalité, ce détecteur délivre directement & sa sortie deux courants i1 et i3. On
peut montrer que (Annexe C) :

ig — il X Az

= —a— 2.1
11 + 19 %L—Am ( )

ol x est I'abscisse du centre géométrique de I'image de la lamelle sur le capteur, Az la largeur de
la bande sombre et L la longueur du capteur. C’est la différence ¢5 — i1 qui est proportionnelle &
la position de la tache sur le capteur. Cette différence est divisée par la somme i1 + 79 afin que
la position détectée ne soit pas sensible aux variations globales d’intensité lumineuse.

Le schéma du circuit que nous avons réalisé est donné en figure 2.4. En résumé, les courants
11 et 79 sont d’abord transformés en tension U; et Us a l'aide d’amplificateurs opérationnels
OPA121KP (Burr-Brown, Etats unis). Puis on fait la somme et la différence des tensions U; et
Us grace a deux amplificateurs opérationnels AMP03 (Analog Devices, Etats Unis), 'un monté
en additionneur et ’autre en soustracteur.

Ensuite, on filtre somme et différence par 'intermédiaire d’un filtre Butterworth couplé a un
filtre R-C. La figure 2.5 représente la fonction de transfert de I’ensemble : circuit éléctronique
(Fig 2.4) et filtres. Puis on demande a Labview d’effectuer la division de la différence par la
somme car un AO diviseur introduirait trop de bruit.

Au final, le signal sortant présente une déviation standard de 1.5mV, ce qui équivaut en
moyenne (dépendant de la forme de la lamelle souple) & une erreur sur la détection de la position
du bout de la lamelle souple de 0.07um.
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FiG. 2.4 — Schéma du circuit électrique permettant ’amplification, ’addition et la soustraction
des courants i1 et .
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Fic. 2.5 — Diagramme de Bode expérimental de la somme et de la différence aprés filtrage.

2.2 Asservissement

La grandeur qui est asservie dans notre dispositif est la position de la pointe de la lamelle
souple, plus exactement la position de son image sur le capteur. Au début de chaque expérience,
cette image est placée au centre de la plage linéaire centrale du capteur (croix au centre de la
figure 2.3). Cette position est ensuite maintenue constante par un correcteur PID (Proportionnel
Integral Differentiel) par 'intermédiaire d'une tension envoyée sur un des cubes piézo-électriques.
Cette tension a pour effet de déplacer la base des lamelles. Ainsi, si I’on veut travailler & force
constante, la sortie du PID sera envoyée sur le cube piézo-électrique en charge du déplacement de
la microplaque rigide (Fig 2.6) et la cellule est alors étirée sous force constante. Si I’on souhaite
maintenir une déformation constante, la sortie du PID servira & faire déplacer la microplaque
souple (Fig 2.7). Dans ce cas, la microplaque rigide et la pointe de la lamelle souple sont immobiles
assurant ainsi une déformation cellulaire constante. En revanche, la base de la lamelle souple est
mobile permettant ainsi de relaxer la force.
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Oy

AL(t)

=0 t>0

Fia. 2.6 — Fluage : On impose une déflexion  de la lamelle souple. La position de sa pointe est
maintenue constante (§ = cte) par un déplacement de la lamelle rigide (AL(t)).

S(E) o —

AL

=0 t>0

F1a. 2.7 — Relaxation : On impose un déplacement AL de la lamelle rigide. La position de la
pointe de la lamelle souple est maintenue constante par un déplacement de la base de la lamelle
souple (d(t)).

2.2.1 Interfacage

Le signal qui sort du détecteur passe d’abord par notre montage électrique o il est ampli-
fie, filtré et additionné. Puis le signal arrive sur une carte d’acquisition PCI-6035E (National
Instruments, France). Il est ensuite envoyé au logiciel LabView (National Instruments, France)
sous lequel tourne le correcteur PID. La sortie du correcteur PID est alors envoyée ensuite via
une carte de sortie PCI-6713 (National Instruments, France) vers les cubes piézo-électriques. Le
signal qui arrive sur les piézo-électriques sert a déplacer les microplaques. La sortie du PID est
envoyée sur le cube piézo contrélant la microplaque souple lorsque nous faisons une expérience
a déformation constante. Quand nous souhaitons réaliser une expérience & force constante, la
sortie du PID actionne le piézo controlant la microplaque rigide (Fig 2.8). Nous reviendrons dans
la partie III sur la maniére dont le déplacement des microplaques permet de corriger la position
de la pointe de la lamelle rigide.

Par ailleurs un programme LabView permet de déplacer au choix et de maniére simultanée
un des trois axes des deux cubes piézo-électrique. Le déplacement simultané des axes Ox permet
de positionner la pointe & une soixantaine de microns du capteur. Le déplacement des axes
simultanné Oy permet d’étalonner le capteur. Le déplacement simultané des axes Oz permet
de remonter la cellule aprés ’avoir collée au fond de la chambre expérimentale. Ce programme
permet donc de placer finement les lamelles avec & leur bout une cellule. Ainsi, la cellule collée
ne subit pas de contrainte mécanique avant l’expérience. De plus, le fait de pouvoir déplacer
simultanément les deux lamelles présente ’avantage de pouvoir effectuer in situ la calibration du
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Piézo
3 axes

MR
N

milieu

+ ’
cellules X
détecteur
optique
force constante .p ,q.
linéaire
lamelles

déformation constante

FiG. 2.8 — Schéma de principe de ’asservissement. On détecte 'ombre de la pointe de la lamelle
souple sur un capteur optique linéiaire et on corrige cette position via une boucle de rétroaction
dont la sortie sert & déplacer soit la microplaque rigide (force constante), soit la microplaque
souple (déformation constante).

détecteur.

2.2.2 Correcteur PID

Ce programme corrige I’écart entre la position de la pointe de la lamelle et la consigne
imposée. Il compare la valeur lue en sortie du capteur a la valeur que 'on voudrait qu’elle ait.
Cette consigne correspond & la position initiale de la pointe de la lamelle avant ’expérience.
Puis ce correcteur corrige ’écart entre la valeur lue et la consigne au moyen d’un algorithme
dont lentrée est I'écart et dont la sortie est une valeur proportionnelle (P) a cet écart. Cet
algorithme est chargé de minimiser constamement la valeur de I’écart. Comme la correction est
dynamique, il est muni d’'un module différentiel (D) chargé de tenir compte de 1’évolution de
I’écart. La correction n’est plus simplement proportionnelle mais aussi différentielle. Enfin, afin
d’éviter tout écart résiduel a la consigne, on rajoute un module intégral (I) a l'algorithme de
correction. Ce module est chargé de minimiser la somme des erreurs.

Le correcteur PID est tiré de la bibliothéque de solution NI-Daq de LabView. On a donc
adapté nos entrées et nos sorties au "contréleur PID temps réel" de cette bibliothéque. Le temps
d’incrémentation de la boucle est inférieur & la milliseconde. De fait, le temps limitant pour la
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rétroaction est le temps de réponse des cubes piézo-électriques dont la fréquence de coupure est
a 50H z. Suivant que I’on fasse une expérience a force constante ou une expérience a déformation
constante le temps d’établissement de I’action est différent. Pour les expériences & force constante,
le temps d’établissement est le temps de déplacement du piézo (4/100°™¢s). Par contre pour une
expérience & déformation constante, le temps d’établissement de la déformation est limité par le
fait que les cellules ne se déforment pas de maniére instantannée. Il est de 'ordre de quelques
secondes.

Un deuxiéme programme sert & inscrire dans un tableau a la fois ’entrée du PID, ¢.a.d
la position détectée de la pointe de la lamelle souple, la sortie du PID, le temps ainsi que la
température. La mesure aussi bien de la déformation (fluage), que de la force (relaxation), est
donnée par la valeur de la sortie du PID qui est proportionnelle au déplacement de la microplaque
rigide (fluage) ou de la microplaque souple (relaxation). La sortie PID et le temps nous permettent
donc de remonter aux courbes de fluage (contrainte constante) et de relaxation (déformation
constante). La position nous renseigne sur la précision avec laquelle est maintenue notre consigne.
Enfin, le relevé de la température permet de vérifier a posteriori la bonne thermalisation du
dispositif sur toute la durée de ’expérience. En effet, toute variation de température est synonyme
de dérive des bras porteurs.
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Chapitre 3

Protocole et principe d’une expérience
de fluage

3.1 Protocole

3.1.1 Préparation des cellules

Pour réaliser une expérience de fluage sur des cellules vivantes, il faut tout d’abord les cultiver.
Les protocoles de culture cellulaire lignée-dépendants sont explicités en annexe (Annexe A.1). Les
cultures sont ensuite décollées (annexe A.2) et les cellules sont reprises dans des tubes contenant
du milieu sans serum placés & 37°C' sous atmosphére contrdlée dans un incubateur. Les cellules
y attendent jusqu’a ce qu’elles soient déversées dans la chambre expérimentale. Si on les décolle
en faisant agir de la trypsine, on ne les manipule que deux heures aprés leur décollement. Nous
pensons que la trypsine internalise les protéines d’adhésion et qu’il faut un certain temps pour
que ces protéines d’adhésion soient réexprimées & la surface de la membrane plasmique. Si par
contre on effectue un décollement & froid, on peut manipuler les cellules dans les dix minutes qui
suivent. Parallelement & la préparation des cellules, on traite les lamelles (Annexe B). Les temps
de traitement des lamelles varie entre 30 minutes pour un traitement fibronectine et environ 4
heures et demi pour un traitement cadhérine (3 heures pour un traitement glutaraldéhyde). Il
faut ensuite compter 15 minutes pour mettre les lamelles en place.

3.1.2 Positionnement des lamelles

Les lamelles, une fois traitées?® (fibronectine et glutaraldéhyde), sont enfichées au bout des
bras porteurs. Puis on ajuste la distance entre la pointe des lamelles et le point de pivot de la
rotation autour de 'axe Oy de maniére & ce que la pointe des lamelles arrivent au voisinage du
point de focalisation de I'objectif. On améne ensuite les lamelles dans le champ d’observation puis
on place leur tranche parallélement au plan Oxy grace & la rotation précise autour de ’axe du bras
(Partie II, Fig 1.5). On s’assure du parallélisme en vérifiant que les arétes de la lamelle coincident
dans le plan Ozy lorsque ’on focalise sur les tranches supérieure et inférieure. Les lamelles sont
ensuite placées face & face, i.e. leur largeur en regard 'une de ’autre, & une trentaine de microns
puis elles sont descendues (translation) au contact de la lame de verre au fond de la chambre
expérimentale. Ces étapes de prépositionnement, aussi bien les translations selon les trois axes
que la rotation autour de ’axe du bras, s’effectuent a ’aide de micromanipulateurs manuels. Une

26Quand on effectue un traitement cadhérine, on place les lamelles puis on les traite.
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fois que les lamelles placées en face I'une de 'autre sont au contact de la lame de verre de la
chambre expérimentale, on les bloque au moyen d’une visse de serrage afin d’éviter les dérives
meécaniques. C’est & présent les cubes piézoélectriques qui servent & effectuer les translations des
bras dans les trois directions de ’espace.

Avant de mettre les cellules dans la chambre expérimentale, on prend soin de remonter les
pointes parallélement & 'axe Oz puis de les éloigner en les translatant parallélement & 1’axe
Oz. Cette opération permet d’éviter que les lamelles se frottent lorsque 'on déverse la solution
contenant les cellules. La remontée permet d’éviter aux lamelles de racler le fond lorsqu’on déplace
la chambre expérimentale pour chercher une cellule. Cette étape dure environ dix minutes. Une
fois ces opérations effectuées on déverse dans la chambre expérimentale 3mL de DMEM, 5mL
de DMEM contenant les cellules, & nouveaux 3mL de DMEM puis on recouvre le tout de 10mL
de parafine. On ne déverse pas les cellules directement sur les lamelles car avec les remous les
cellules ont tendance a aller se coller aux lamelles de maniére anarchique. A présent, on attend
que les cellules sédimentent au fond de la chambre expérimentale pour en "capturer" une. On
ne met pas tout le DMEM seul avant d’ajouter le DMEM avec les cellules car cela augmenterait
trop le temps de sédimentation. Une fois que 'on a sélectionné une cellule, on la place au milieu
du champ et on descend les lamelles pour les placer juste au dessus de la surface de la lame de
verre de la chambre expérientale. On les approche ensuite de chaque coté de la cellule & quelques
microns de la membrane. Puis on améne simultanément les deux lamelles au contact de la celules
qui se retrouve ainsi prise en sandwich. Ces étapes se font avec les cubes piézoélectriques que ’'on
controle manuellement grace & des potentiométres. On attend que la cellule adhére aux lamelles.
Quand l'angle entre la tangente & la membrane plasmique et lamelle commence & varier, on est
stir que la cellule adhére. A ce moment on la suréléve & une quarantaine de microns au dessus
du fond, paralléelement & Oz, en actionnant les cubes piézoélectriques simultanément grace & un
programme LabView de controle des voies (Partie II, §2.2.1). Le temps d’incubation, le temps
que met la cellule & adhérer selon le critére précédent, est trés variable d’une cellule a 'autre.
En moyenne le temps d’incubation est de 4 minutes. Mais il peut varier d’'une minute pour des
cellules de lignés jusqu’a 7 minutes pour des cellules issues de cultures primaires. Nous ne savons
pas expliquer de telles différences. On déplace enfin simultanément les deux lamelles dans le plan
Ozxy de maniére & positionner 'image de la pointe de la lamelle souple au centre de la plage
linéaire du capteur. Cette étape dure aussi environ dix minutes. On est alors prét pour démarer
une expérience de fluage.

3.2 Principe

3.2.1 Application d’une force constante

La cellule est collée entre les deux plaques & une quarantaine de microns au dessus de fond
de la chambre expérimentale et l'image de la pointe de la lamelle souple est placée au centre de
la plage linéaire du capteur. En déplagant le bras porteur de la lamelle souple parallélement a
Oy, on lui impose une déflexion. A Iendroit ot la cellule est collée, cette déflexion génére une
force de rappel proportionnelle & la déflexion et a la raideur de la lamelle souple F=ks e, (Fig
3.1). Cette force est ensuite transmise & travers toute la cellule.

Afin d’appliquer une force constante, il convient de maintenir une déflexion constante entre
la pointe de la lamelle souple et la base de son bras porteur. Pour ce faire, & mesure que la
cellule s’étire sous l'effet de la force, i.e. & mesure que la pointe de la lamelle souple relaxe vers
sa position d’équilibre dans le sens des y croissants, la lamelle rigide se déplace dans le sens
des y décroissants pour maintenir une déflexion constante entre la pointe de la lamelle souple et
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Lamelle souple

Oy

F=ko

Lamelle rigide

Fia. 3.1 — La déflexion de la lamelle souple exerce une force F=ks €y sur la cellule. £k est la
raideur de la lamelle et § est le déplacement du bras porteur de la lamelle souple.

son bras porteur. Cette déflexion est maintenue constante au cours du temps par I'intermédiaire
d’un programme PID qui régule la position de la lamelle rigide en fonction du déplacement de
la pointe mesuré par le capteur (Partie II, §2.2.2). Ainsi on applique une force constante sur la
cellule collée entre les deux lamelles. Sous 'action de cette force, la cellule s’étire parallélement
a l'axe Oy. La déformation que nous mesurons est directement proportionnelle au déplacement
de la lamelle rigide AL(t) (Fig 3.2).

Japeepeege-.
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a)t=0s b)t=0"s ct>0s

3 A i
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F1G. 3.2 - Principe du fluage en traction : a) la cellule est au repos 4t = 07s; b) a t = 07s,
la cellule est indéformée et la contrainte est imposée ; ¢) pour t > Os, la cellule se déforme sous
la force maintenue constante. Son allongement est donné directement par le déplacement de la
lamelle rigide.

Le programme de rétrocontrole de la lamelle rigide est lancé avant que 'on impose la force.
Comme on choisi de déplacer le bras porteur de la lamelle souple, la consigne & entrer est la
position initiale de la pointe de la lamelle souple. C’est a cette valeur de consigne que le PID va
comparer la position réelle de la lamelle souple sur le capteur. Il va ensuite corriger ’écart entre
position initiale et position réelle en déplacant la lamelle rigide. En méme temps que tourne ce
programme, on acquiert dans un tableau, via un autre programme, les données du temps, de la
position réelle sur le capteur, le déplacement de la lamelle rigide et la température. De méme
aprés avoir pris une image de la cellule entre les lamelles avant d’appliquer une force, on prend
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des images toutes les 15 secondes par 'intermédiaire d’'une caméra numérique. On peut détecter
grace A ces images les variations des surfaces de contact ainsi que la variation de la section de la
cellule & mi-distance entre les deux plaques.

Pour ce type d’expériences nous pouvons imposer des forces comprises entre 300pN et 1uN
(la limitation étant plutot du coté des basses forces). Ave des surfaces de contacts comprises entre
60m? et 600pm?, nous pouvons donc appliquer des contraintes allant de quelques diziéme de Pa
a plusieurs milliers de Pa. Pour les expériences de fluages les contraintes que nous appliquons sont
inférieures a 500Pa. La valeur de la force dépend de la raideur de la lamelle et du déplacement
du bras porteur. Quant & la surface de contact, nous ne la maitrisons pas. En effet pendant
les dix minutes de mise en place précedant I'application de la force, la cellule collée entre les
deux lamelles a tendance & s’étaler. Cela va de la légére augmentation de surface de contact
(Fig 3.3 a) a l’étalement parfois "total" de la cellule entre les deux lamelles (Fig 3.3 b). Il n’y
a pas un comportement prédominant quand on les colles au glutaraldéhyde. En ce qui concerne
la fibronectine, les cellules ont plutét tendance & s’étaler, alors qu’il se présente plutot le cas
contraire dans le cas d’un traitement cadhérine.

o

" Ll " i " it 1 e
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1
sl bl

a b

Fia. 3.3 — a) Cellule adhérente, b) Cellule étalée.

3.2.2 Evolution des surfaces de contact

Selon que la cellule s’étale ou pas, nos mesures rhéologiques sont plus ou moins perturbées. Un
étalement cellulaire, lors d'une expérience de fluage, i.e. sous controéle de la boucle de rétroaction,
se traduit par un déplacement de la lamelle rigide vers la pointe de la lamelle souple. En d’autre
termes, la déformation "apparente" diminue et 'effet de 1’étalement sur le signal mesuré est
identique & celui d’une contraction de la cellule. Nous allons décrire ici les différents cas de figure
rencontreés.

1. cas de non-étalement : Dans le cas ou la cellule ne s’étale pas (Fig 3.4 a), I'expérience de
fluage conduit & une déformation qui augmente de maniére monotone au cours du temps,
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F1G. 3.4 — a) Cellule collée, b) et ¢) Cellules s’étalant (images prises a t = 07). La cellule b) voit
sont étalement bloquée par la force qu’on lui impose, elle s’étire donc dans un premier temps, puis
elle finit par se réétaler. Pour la cellule c), la force que I'on applique ne suffit pas & contrebalancer
la force produite par la cellule pour s’étaler.

jusqu’a ce que la cellule se rompe en deux parties restant chacune collées a leur lamelle.
Dans ce cas, la réponse de fluage n’est pas polluéee par I’étalement.

2. cas d’étalement "total" : Dans le cas de figure opposé, la cellule s’étale rapidement
entre les deux lamelles (Fig 3.4 ¢) et leffet de la force que 'on applique est négligeable
devant la contraction apparente due & I’étalement. Dans ce cas la déformation diminue au
cours du temps de maniére monotone puis atteint au bout d’une cinquantaine de minutes
un plateau et on ne peut en aucun cas analyser les courbes. En revanche, il est possible
dans ce cas d’attendre la fin de l’étalement pour débuter ’expérience de fluage (plateau
d’étalement a 200 secondes, Fig 3.4 ¢). Dans ce cas, nous pouvons accéder a des expériences
de fluage sous faible contrainte puisque la surface de contact est grande. Dans le cas des
expériences sur cellules C2.7 (ensemble statistique le plus important) environ un tiers des
expériences ont été menées aprés étalement et nous avons vérifié que les résultats (A et «)
obtenus sur cellules non étalées et cellules étalées étaient identiques.

3. cas intermédiaires : Il existe aussi les cas intermeédiaires (Fig 1.4 b). Soit la cellule
s’étale avant application de la force, puis sous l'effet de la force cesse de s’étaler pour
ensuite recommencer & s’étaler. Soit la cellule ne s’étalent pas initialement et malgrés la
contrainte & laquelle elle est assujétie, elle réussit quand méme & s’étaler par la suite. Dans
ces cas, la déformation croit puis decroit jusqu’a atteindre un plateau.

4. décrochement : Il arrive aussi que la cellule mal collée se détache de I'une des lamelles.
Si le détachement survient aprés I'application de la force, nous n’analysons pas les données.
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Dans tous les cas de figures, si on veut pouvoir analyser ces expérience en terme de fluage,
i.e. & contrainte constante, il faut s’assurer que la surface sur laquelle notre force s’applique
reste bien constante sur la plage de temps analysée. Toutes les données présentées par la suite

satisferont & ce critére.
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Troisiéme partie

Rhéologie a I’échelle d’une cellule
vivante isolée
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Reéaliser une expérience de fluage sur un matériau consiste & observer la maniére dont
ce matériau se déforme lorsqu’on le soumet & un échelon de contrainte. Afin d’appliquer un
échelon de contrainte sur une cellule unique, nous avons mis au point un dispositif permettant
d’étirer une cellule vivante entre deux lamelles de verre, 'une rigide et ’autre souple. L’échelon de
contrainte est généré par une deflection imposée de la lamelle souple dont la raideur est calibrée.
Nous avons ainsi pu analyser la réponse, i.e la déformation. La majorité des résultats, i.e le pool
statistique le plus important, concerne des myoblastes de souris adhérant aux lamelles via des
glutaraldéhydes. Quelque soit le type cellulaire ou le traitement des lamelles?” (glutaraldéhydes,
cadhérines, fibronectines), nous avons enregistré que la déformation évoluait selon une loi de
puissance du temps.

*TPartie IV, §2.2
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Chapitre 1

Mesure de la fonction de fluage

La fonction de fluage est définie par

t
J(t) = &, o = cte (1.1)
o
La déformation € est définie par
L(t) — Lo o . .
e(t) = — I Ly est la longueur initiale de la cellule perpendiculairement aux plaques
0
(1.2)
La contrainte est définie par
F
= 1.3
o= (13)

ou la force est telle que F = k.0 avec k la raideur de la lamelle et § le déplacement du bras
porteur de la lamelle souple. .S est la surface de contact.

FiG. 1.1 — La contrainte que nous calculons est la moyenne des contraintes qui s’exerce au niveau
des surfaces de contact entre la cellule et les lamelles (souple et rigide).

Nous n’avons pas directement accés & S. Supposant une symétrie cylindrique des contacts
cellule-lamelle, nous posons S = WDT2, ou D est le diametre apparent du contact (Fig 1.1).
Comme en général les surfaces de contacts sont légérements différentes, on calcule pour les deux
(souple et rigide) une contrainte associée Gsoupie €t 0rigide pour ensuite prendre comme contrainte

effective la moyenne des deux.
__ Origide + O souple
2
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Chapitre 1. Mesure de la fonction de fluage

Au cours de ce chapitre, on s’intéressera exclusivement a un seul type cellulaire. Nous avons
soumis, individuellement, des myoblastes de souris (lignée C2.7) a des expériences de fluage.

1.1 La fonction de fluage suit une loi de puissance

Comme les aires de contacts varient d’une cellule & 'autre, ¢.e. la surface sur laquelle s’ap-
plique la force, les contraintes que nous avons imposées varient d’une expérience a ’autre, dans
une gamme de 3Pa & 180Pa. Nous avons ainsi pu observer que pour 43 cellules, la déformation
suivait, aux temps courts, une loi de puissance en fonction du temps (Fig 1.2).

a b
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F1G. 1.2 — Déformation résultant d'un échelon de force : a) dans un diagramme linéaire, b) dans
un diagramme log-log. La figure c) représente I’écart entre la position réelle de la pointe de la
lamelle souple et sa position souhaitée. On voit que lorsque la lamelle rigide arrive en fin de
course, la pointe de la lamelle souple n’est plus maintenue dans sa position.

La figure 1.2 présente une expérience typique. En général, sous 'effet de la force, la cellule
g’étire continuellement jusqu’a se scinder en deux parties. Dans le cas précis de 'expérience
présentée sur la figure 1.2, la course du piézoéléctrique contrélant le déplacement de la lamelle
rigide ne suffit pas a entrainer une déformation induisant la rupture (Fig 1.2 a). On peut alors
remarquer qu’au moment o la lamelle rigide arrive en butée, la rétroaction ne peut plus s’ef-
fectuer et la position de la pointe de la lamelle souple n’est plus constante (Fig 1.2 ¢). L’erreur
maximale sur la position de la lamelle souple est est de +0,4um pour une déflexion de 10um,
ce qui représente 4%. La déviation standard de 1’écart entre la position réelle de la pointe de
la lamelle souple et sa position souhaitée est de 0, 2um, soit 2%. Cette erreur est représentative
de lerreur moyenne sur cette position d'une expérience a l'autre. Si I'on ajoute a cela les 5%
d’erreur sur la calibration de la lamelle souple, alors la force que 'on applique est connue avec
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1.1. La fonction de fluage suit une loi de puissance

une précision de 7%. Si l'on trace la déformation de la cellule en fonction du temps dans un
diagramme log-log, on s’apercoit qu’initialement, .e. pour des temps inférieurs a la centaine de
secondes, la déformation suit une loi de puissance (Fig 1.2 b). Si la cellule s’étale par la suite,
elle montre initialement le méme comportement en loi de puissance. Puis au lieu de se déformer
jusqu’a se casser, elle va au contraire s’étaler et diminuer ainsi sa déformation.

Stricto sensu, nous n’appliquons pas une contrainte mais une force constante. Comme nous
I’avons signalé auparavant, si on veut prétendre travailler a contrainte constante il faut s’assurer
que la surface sur laquelle s’applique notre force est constante dans un intervalle de temps
suffisant, i.e. au moins égal & la plage de temps sur laquelle on mesure la loi. Considérons &
présent les premiéres minutes de la réponse. Si ’on examine de preés les surfaces de contacts, on
s’apercoit qu’elles restent constantes jusqu’a environ 2 minutes (Fig 1.3). Elles montrent par la
suite une légére tendance & décroitre.

F (nN)

15

0 1 (I)O 2(I)0 360 t( S)

t=0-s t=4s t=2mn30s t=4mn30s

Fia. 1.3 — Contrdle des aires de contacts au niveau des lamelles. Les barres jaunes font toute la
méme longueur et permettent de voir les changements d’aires de contacts. Dans le cas de cette
expérience, on mesure une variation dés 2min30s.

A force constante, la décroissance des aires de contact a pour effet d’augmenter la contrainte
qui s’applique effectivement a notre matériaux (Fig 1.4). Par conséquent le régime de fluage
n’est valable que pour des temps inférieurs & deux minutes. Pour ce régime nous pouvons alors
calculer la fonction de fluage d’aprés ’équation 1.1. La figure 1.5 montre une fonction de fluage
parfaitement ajustée par une loi de puissance sur trois décades temporelles (Fig 1.5). En moyenne
nous observons cette réponse sur deux décades et demi. Les premiers points sont toujours & 0, 1s
et les derniers points sont en moyenne aux alentours de la trentaine de seconde (points a partir
desquels la déformation dévie de la loi de puissance).

Si ’on cherche a ajuster nos données expérimentales par un modéle formé d’un amortisseur
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F (nN)
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Fic. 1.4 — L’évolution des surfaces de contact et de la contrainte sont ici schématisées. A force
constante, un changement de surface de contact entraine un changement de la contrainte appli-
quée.
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Fia. 1.5 — Fonction de fluage en fonction du temps. Cette fonction est ajustée par une fonction
du type A.t®. o = 0.24116, A = 1.13391.1073 et R = 0.99879

en série avec un solide standard?® (Fig 2.6 Partie I, § 2.2.1), on s’apercoit qu’en échelle linéaire
I'ajustement est acceptable bien que nécessitant quatre paramétre contre deux pour la loi de
puissance. Par contre, si nous les représentons avec une échelle logarithmique, au temps courts,
on constate que le modeéle standard s’écarte notablement de nos points expérimantaux (Fig 1.6).

Nous allons maintenant analyser les distributions des valeurs de I’exposant « et du préfacteur
A obtenues pour un échantillon de 43 cellules.

J(t) = At® (1.4)

28Modeéle, jusqu’a peu, le plus employé dans la littérature.
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1.1. La fonction de fluage suit une loi de puissance
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F1a. 1.6 — Ajustement de nos données expérimentales avec un modéle de solide standard en série
avec un amortisseur (Fig 3.6, Partie I) en échelle linéaire (gauche) et en échelle logarithmique
(droite).

1.1.1 Exposant

L’histogramme de o montre que ’exposant est distribué normalement autour de la valeur
moyenne 0,24 £ 0,01 avec un écart de type de 0,08(Fig 1.7).

Cumulative frequency

Fia. 1.7 — Distribution de ’exposant : En insert se trouve la représentation de la distribution
de « sous forme usuel d’histogramme. L’aire rouge dans la fenétre principale correspond a I’his-
togramme cumulé des valeurs de . La courbe noire représente la fonction erf calculée avec a
moyen et 'écart type observé. Par cet ajustement, on détermine les parameétres de la gaussienne
que l'on représente sur le méme diagramme en pointillés. a est distribué normalement autour de
la valeur moyenne 0,24 £ 0,01 avec un écart type de 0.08.

Afin d’éliminer les artefacts inhérents au binning, ¢.e. la maniére dont on regroupe les données,
on représente I’histogramme cumulatif. Cet histogramme s’ajuste trés bien par la fonction erf??
qui représente 'intégrale d’une fonction gaussienne.

a = 0 correspond & un comportement de solide élastique parfait et @« = 1 correspond &
un comportement de fluide visqueux newtonien. Le comportement que nous observons ici est

y2

Perf(r) = 5 [T e T dy
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Chapitre 1. Mesure de la fonction de fluage

intermeédiaire.

1.1.2 Préfacteur

L’histogramme de LnA montre que le logarithme du préfacteur est distribué normalement
autour de la valeur moyenne —6,04 £ 0,13 avec un écart type de 0,82 (Fig 1.8). Encore une
fois, afin d’éliminer les artefacts inhérents au binning, on représente I’histogramme cumulatif.
Cet histogramme s’ajuste trés bien par la fonction erf. Le préfacteur A est donc distribué de
maniére log-normale. La valeur moyenne est alors décalée vers les grandes valeurs de A. La valeur
meédiane de A, correspondant 4 la valeur moyenne du logA, s’établit a (2,440, 3).1073Pa~1.s7°.

Cumulative frquency

InA

FiGg. 1.8 — Distribution du préfacteur : En insert se trouve la représentation de la distribution
de InA sous forme usuel d’histogramme. L’aire rouge dans la fenétre principale correspond &
I’histogramme cumulé des valeurs de LnA.La courbe noire représente la fonction erf calculée
avec In A moyen et I’écart type observé. Par cet ajustement, on détermine les parameétres de la
gaussienne que ’on représente sur le méme diagramme en pointillés. On en déduit que la valeur
médiane de A est (2,44 0,3).1073Pa"t.s7%,

Cette distribution log-normale du préfacteur se refléte indépendemment de tout ajustement
sur la distribution de la déformation mesurée a 0, 1s. La déformation finale, i.e. la déformation
atteinte a la fin du régime de fluage, est comprise entre 0,3 et 0,9. Les distributions log-normale
sont généralement associées a des phénomeénes en cascade comme tel est le cas pour certains
phénomenes de croissance (turbulence) et de fragmentation (fracture)[Kolmogorov, 1962|. Notons
que la surface de contact que nous calculons n’est pas forcément la surface de contact effective.
L’idée est que la contrainte pourrait se répartir sur un nombre de point d’application qui sont
les sites d’adhésion plutot que sur tout le disque de contact.

Remarque : 1l est aussi possible d’effectuer des expériences pour lesquelles la force appliquée
sert & compresser la cellule. Dans ce cas on observe encore un comportement en loi de puissance
avec des parameétres tout a fait comparable (Fig 1.9). Cependant, au fur et & mesure que la cellule
s’aplatit entre les deux lamelles on facilite son étalement et on sort relativement rapidement du
régime de fluage pour lequel la surface de contact doit étre constante. Nous n’avons donc pas
fait d’étude statistique dans cette configuration.
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1.2. Etude du régime linéaire

JPa™)
0.01 ¢

0.001

00001 bt
0.1 1 10 100
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F1a. 1.9 — Fonction de fluage relative a une expérience lors de laquelle la force est appliquée dans
le sens de la compression.

1.2 Etude du régime linéaire

La linéarité dont il est question dans cette section, concerne la relation entre contrainte et
déformation lors d’une expérience de fluage. On g’intéresse donc au domaine de contrainte pour
lequel :

VA tel que Ao € [0;0¢], €xs(t) = Aep(t) (1.5)

ol o, est la contrainte & partir de laquelle, la relation contrainte déformation cesse d’étre linéaire.

Afin de répondre a cette question, nous avons, dans un premier temps, étudié le comportement
en fonction de la contrainte des parameétres ajustables de notre fonction de fluage. Puis dans
un second temps, nous avons voulu vérifier 'étendue de la plage linéaire cellule par cellule.
Nous avons pour cela réalisé des expériences au cours desquelles nous imposons des contraintes
oscillantes d’amplitude variable.

1.2.1 Dépendance des paramétres ajustables en fonction de la contrainte

Le régime linéaire est définie par ’équation 1.5. Ce qui signifie que :

YA tel que Ao € [0;0¢], Jao(t) = ”;U(t) = Ai’;t) = ‘%U(t) = J,(t) (1.6)

On s’attend donc & ce que dans ce domaine la fonction de fluage ne dépende pas de la
contrainte appliquée. Autrement dit, les parameétres ajustables A et o de notre fonction de fluage
doivent é&tre indépendants de o. La figure 1.10 représente A et o en fonction de la contrainte
appliquée. Un couple de points (A,a) représente une expérience donc une cellule. On s’apercoit
que sur une gamme de contraintes allant jusqu’a un peu moins de 200Pa (o, ~ 200Pa), ces
paramétres ne semblent pas dépendre de la contrainte appliquée. Fabry et al. [Fabry, 2003b]
ont mesuré sur des cellules musculaires lisses des voies respiratoires que le module élastique
G'(0.75H z) comme le module de perte G”(O.75Hz2) étaient indépendant de la contrainte sur
une gamme de 1.8 Pa & 130 Pa. Cette indépendance est aussi vérifiée pour une fréquence de
0.1 Hz ainsi que pour 10 Hz. Nos résultats tendent donc a confirmer ce comportement.
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Chapitre 1. Mesure de la fonction de fluage
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FiG. 1.10 — Comportement des parameétres ajustables, exposant « et préfacteur A, de la fonction
de fluage en fonction de la contrainte imposée.

1.2.2 Expériences d’oscillations sur cellule unique

Qu’en est-il pour une cellule unique ? Pour répondre a cette question nous avons pratiqué des
expériences dans lesquelles nous imposons des contraintes oscillantes d’amplitude variable et ou
nous mesurons "amplitude des déformations résultantes.

Nous demandons au bras porteur de la lamelle souple de se déplacer sinusoidalement, ce qui
a pour effet d'imposer une déflexion § (donc une contrainte o) sinusoidale. La déflexion est reliée
a la contrainte par la relation : o = (5_5)'k ol k est la raideur de la lamelle et S est la surface
de contact (Fig 1.11). La contrainte est de la forme :

o(t) = ogsin(wt) (1.7)

el 5(t) = 8. sin (wt)
O, —

Fia. 1.11 — Principe d’application de la contrainte oscillante. On déplace la base de la lamelle
souple § et on reléve le mouvement de la pointe sur le capteur.

On suit ensuite la déformation provoquée par la déflexion de la lamelle souple grace au
déplacement de la pointe p que l'on enregistre via le capteur. p est relié a la déformation par
la relation : ¢ = £ ot Lo est la longueur initiale. Enfin on ajuste la déformation (e(t) =
gosin(wt + ¢)) afin de déterminer 'amplitude de la déformation résultante o (Fig 1.12).

Toutes les mesures sont effectuées & une fréquence de 10 Hz. L’amplitude des déplacements
imposés au bras porteur de la lamelle souple varie entre 0.5 um et 30 um. Pour chaque amplitude
on acquiert sur un temps correspondant & 10 périodes (= 10s). Déterminer la plage du régime
linéaire revient & déterminer la contrainte a partir de laquelle la relation entre €9 et og cesse
d’étre linéaire. Pour ce faire nous reportons ¢ en fonction de o (Fig 1.13).
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1.2. Etude du régime linéaire

x - p (pm)
o P (um)
15 _I o] - ' . . i':.' Ih'
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Fia. 1.12 — La déflexion § — p (x) de la lamelle souple est proportionnelle & la contrainte

imposée. Le déplacement p (o) de la pointe est quant a lui proportionnel a la déformation. Ces
deux grandeurs sont ajustées par une fonction sinusoidale.
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Fia. 1.13 — Amplitude de la déformation résultante en fonction de I'amplitude de la contraintee
imposée (N = 11 C2.7) (a gauche en échelle log-log, a droite en échelle linéaire). La limite du
régime linéaire se situe entre les barres verticales. La droite représentée sur la courbe en échelle
log-log a une pente égale & I'unité.

La courbe de g¢ en fonction de o présente une premiére partie linéaire correspondant au
domaine de linéarité. Au dela d’une valeur o, la courbe présente une brisure de pente (Fig 1.13).
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Chapitre 1. Mesure de la fonction de fluage

Nous avons ainsi pu tester 11 cellules (C 2.7). Il en ressort que la valeur moyenne de o. est
184 +£ 30 Pa avec un écart type de 98 Pa. De la méme maniére, on obtient une valeur moyenne
de la déformation critique €. égale & 0.18 £ 0.05 avec un écart type de 0.15.
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Chapitre 2

Comparaison et confrontation de nos
résultats aux données existantes

2.1 Comparaison avec les mesures de rhéologie dynamique

2.1.1 Comparaison avec les mesures sur cellule vivante

Comme nous avons pu le voir dans la premiére partie (§3.2.2), la plupart des expériences
rhéologiques sur cellules vivantes sont des mesures en dynamique explicitant la forme du module
élastique G’ et du module de perte G” en fonction de la fréquence de sollicitation. Pour pouvoir
nous comparer a ces mesures, il faut d’abord déterminer la relation entre notre fonction de fluage
J et les modules G’ et G”.

Pour cela, nous prenons un matériau ayant cette fonction de fluage J et on écrit la relation
entre contrainte et déformation dans le cas ou la contrainte varie en fonction du temps dans le
régime linéaire :

e(t) = o(0)J (1) + /0 "It — o)t (2.1)

Effectuons une transformée de Laplace®’ de 1’équation 2.1 :

€(s) = sJ(s)a(s) = J*(s)a(s) avec J*(s)=sJ(s) (2.2)
La transformée de Laplace d’une fonction puissance donne :

J(s) = W avec I'(1+ ) :/ e Tx%dx (2.3)
0

Faisons de méme dans le cas ol I’on impose une déformation variant en fonction du temps :

a(t) =e(0)G(t) + /Ot G(t —t)e(t)dt (2.4)

5(s) = sG(s)é(s) = G*(s)é(s) avec G*(s) = sG(s) (2.5)
Des équations 2.2. et 2.5, on tire que :

1
BRAC)

G*(s) (2.6)

300n deéfinit la transformée de Laplace comme suit : LT[f(t)] = f(s) = fooo f(te =t at’
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Chapitre 2. Comparaison et confrontation de nos résultats aur données existantes

En injectant I’équation 2.3 dans I’équation 2.6, on obtient :

SOL

Donc pour s = iw, on obtient : ‘
. B waeuxi
W= it (28)
Comme par ailleurs, G*(w) = G'(w) + iG” (w), alors :
G'(w) = 41— cos(al),
{ W) = arirga osled) (2.9)
G ((AJ) = m Sln(a§).

Donc si on mesure une fonction de fluage en loi de puissance, on s’attend théoriquement a ce que
le module élastique et le module de perte suivent eux aussi une loi de puissance avec le méme
exposant. Ce qui est vérifié, puisque nous mesurons o = 0.24 pour des myoblastes, alors que
les expériences en dynamique révélent un exposant compris entre 0.16 et 0.30 pour différents
types cellulaires. Il est alors maintenant possible de comparer notre préfacteur A au préfacteur
du module élastique Go (Eq 2.9) définit par G'(w) = Go(52)*. Nous trouvons que :

cos(a)

Go = )" 4 )

(2.10)

Si nous calculons G'(fo = 1Hz) = Gof§' avec les paramétres que nous avons obtenus sur
les myoblastes, nous déterminons G'(1Hz) = 6631%80}’&. Cette valeur se compare trés bien
au G'(1Hz) = 710Pa trouvé par des mesures d’AFM sur des cellules épithéliales bronchiques
(BEAS-2B) |Alcaraz, 2003|. Par ailleurs, les expériences de magnétocytométrie [Fabry, 2003b]
donne un Gy compris entre 300Pa et 3000Pa suivant le type cellulaire. Pour toutes ces expé-

riences, les billes sont recouverte de RGD et s’attachent donc au cytosquelette d’actine.

2.1.2 Comparaison avec le comportement de "cytosquelettes synthétiques"

L’actine est souvent invoquée comme étant 1’élément principal dans la réponse mécanique du
cytosquelette. On peut alors se demander comment se compare la réponse que nous observons,
1.e sur un véritable cytosquelette, & la réponse d’un cytosquelette synthétique constitué d’actine.

Un comportement analogue en loi de puissance est aussi observé pour des "solutions” de F-
actine (filaments non réticulés entre eux). Ainsi suivant les techniques, on observe une dépendance
en w®* [Amblard, 1996] [Gittes, 1997] [Gittes, 1998] [Schmidt, 2000] ou en w'/? [Gardel, 2003]
[Crocker, 2000] du module élastique G’ et du module de perte G” (Partie I, §3.1.1). Ces exposants
sont supérieurs a celui que nous mesurons. Par conséquent la cellule est plus "solide" qu’une
solution de F-actine. Toutefois, notre exposant 0.24 se compare trés bien a celui obtenu pour un
gel d’actine réticulé avec de I'a-actinine [Tseng, 2001]. En identifiant les deux comportements,
on pourrait penser que les propriétés mécaniques du cytosquelette reposent principalement sur
le réseau constitué de filaments d’actine reliés les uns aux autres par de 'a-actinine. Cependant,
étant donné que les trois réseaux de filaments protéiques (F-actine, microtubules et filaments
intermeédiaires) sont reliés entre eux par les plakines [Wiche, 1998] [Yang, 1996], il est prématuré
d’affirmer que 'on ne sonde que le réseau d’actine. D’autre part, des mesures sur des échantillons
de filaments intermédiaires ainsi que sur des échantillons de microtubules semblent révéler un
comportement du module élastique G’ en loi de puissance [Janmey, 1991b].
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2.2. Comparaison avec l’'étirement uniazial sans rétroaction : le probleme de ’élasticité instantannée

C’est pour répondre a la question : "Quelle est la prédominance de l'actine dans la réponse
mécanique 7", que nous avons entrepris deux types d’expériences : i) mesures sur cellules traitées
a la cytochalasine D, ii) cellules knock-out sans l'un des trois filaments cytosquelettiques. Nous
verrons, dans la Partie IV, que si les expériences avec la cyto D ne furent pas trés concluantes,
celles menées sur des cellules n’ayant pas de filaments intermédiaires montrent que leur contri-
bution au comportement en loi de puissance est négligeable?!.

2.2 Comparaison avec ’étirement uniaxial sans rétroaction : le
probléme de 1’élasticité instantannée

En imposant une rampe de déformation, O. Thoumine et A. Ott [Thoumine, 1997] observent
que contrainte et déformation évoluent de maniére proportionnelle aux temps courts, reflétant
ainsi un comportement élastique de la cellule. Or, la loi de puisssance que nous mesurons nous
apprend que processus dissipatifs et élastiques sont liés. Comment expliquer cette différence
alors que la géométrie de la déformation est la méme dans les deux expériences? Nous allons
montrer qu’en tenant compte i) de la relation géométrique entre contrainte et déformation et ii)
en introduisant la fonction de fluage en loi de puissance comme nous ’observons, il est possible
de reproduire une courbe contrainte-déformation ayant ’allure d’une droite avec une échelle de

représentation linéaire mais qui révéle un comportement en loi de puissance sur une échelle log-log
( o~ €1+a).

2.2.1 Description de ’expérience

Souple

Rigide D l

a b

Fi1a. 2.1 — Schéma de principe de Vexpérience d’O. Thoumine et A. Ott. a) Avant d’imposer le
déplacement de la lamelle rigide, la cellule est non déformée et sa longueur perpendiculaire aux
plaques est Lg. b) Lorsqu’on 'on impose un déplacement de la lamelle rigide a vitesse constante
la force F' = k.6 et la déformation ¢ = DL—;‘s évoluent simultanément. Une fois le déplacement

final D atteint, la force relaxe et la déformation augmente.

Décrivons d’abord les conditions expérimentales. Au lieu d’imposer une contrainte constante,
le principe était de déplacer la lamelle rigide avec une vitesse constante vg = %) d’une dizaine
de microns (Dy = 12um et 79 = 10s) et d’observer comment évoluait la force F' au cours du

31Ceci n’est valable que pour les petites déformations
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temps (Fig 2.1). O. Thoumine et A. Ott observaient alors que la force augmentait pendant la
phase de déplacement de la lamelle rigide & vitesse constante, puis que elle relaxait une fois le
déplacement D atteint. Nous nous intéressons ici & la phase de déplacement de la lamelle rigide.
En supposant que la fonction de fluage est en loi de puissance, nous allons calculer ’expression
attendue pour la déformation dans I'expérience de O. Thoumine et A. Ott.

2.2.2 Expression de la relation liant contrainte et déformation

En observant la géométrie de ’expérience, nous nous rendons compte que :

Lo+ D(t) = L(t) + §(t) (2.11)

La déformation s’écrit :
L(t)— Ly D(t)—4(t)

t) = = 2.12
() = = - 2.12)
Déplacer la lamelle rigide & vitesse constante vg = %0 signifie que D(t) = vot. Il est aussi possible
d’exprimer ¢ en fonction de o : §(t) = S‘)%(t) En posant :
LoTo
= — 2.13
= (2.13)
kLo
. = — 2.14
o= 2.14)
I’équation 2.12 devient :
t  ot)
t)=—— 2.15
()= — - (2.15)

En considérant que la contrainte qui s’exerce sur la cellule reste dans le régime linéaire au cours
de 'expérience, on écrit :

e(t) = o(0)J(t) + /: J(t —t)o(t"dt (2.16)

En injectant cette derniére équation (2.16) dans la précédente (2.15), on obtient :

o

U(t) = /Ot J(t —t)o(t"dt (2.17)

t
Tx
Si nous appliquons a présent une transformée de Laplace a cette équation (2.17), nous pouvons

écrire o en fonction de la fonction de fluage J et des paramétres o, et 7y :

) P+ 0w (5) (2:18)

En développant en série entiére, on obtient :

O«

[l
Ty §2

5(s) = + i §"2 (=0, J(s))"] (2.19)
n=1
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2.2.3 Cas d’une fonction de fluage en loi de puissance

Injectons maintenant la forme en loi de puissance de la fonction de fluage avec les para-
metres A et @ que nous mesurons. En remarquant que pour une fonction puissance J(t) = A.t%,

nous avons : s" Y(TL[J(t)])" = gz&zz; TL[J"(t)]. 1l suffit alors d’inverser la relation 2.19, afin

d’obtenir la dépendance temporelle de la contrainte o :

IETTONE R Sl C L O LT,
o) = 220+ 3 (0" Ty g f, 0 (2:20)

Enfin comme (1 4+ na)I'(1 4+ na) = I'(2 + na), on tire que :

t o= [-T(1+ a)o At
t) = 0.— 2.21
oft)=o T*Z ['(2 + na) (2.21)
n=0
L’évolution temporelle de la déformation est donnée par I’équation 2.15 :
t [T+ a)o At
et)=—(1-) ) (2.22)

I'(2 4 na)

T n=0

A présent, & partir de nos valeurs caractéristiques de Lo et Sy et de la valeur de k mesurée
par [Thoumine, 1997], on calcule les fonctions o(t) et £(t) a différents temps. Avec o, = 90Pa
et 7. = 11s et pour n < 3 on obtient des points qu’on 1’on ajuste en apparence avec une droite
(Fig 2.2).

c (Pa)
70
60
50
40
30
20

10
®

0....|....|....|....|....|
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
€

Fic. 2.2 — Les points bleus représentent des couples (£(t),0(t)) calculés d’aprés les équations
A11 et A.12 pour différentes valeurs de t. Ces points sont ajustés par une loi linéaire.

L’ajustement semble & priori acceptable. Cependant si nous passons a une représentation
logarithmique, nous nous apercevons qu’il n’en est rien (Fig 2.3).

Il n'y a donc pas véritablement de désaccord entre le comportement en loi de puissance
que nous observons en fluage et le comportement en apparence linéaire d’une expérience sans
controle de la contrainte. Il aurait été nécessaire d’avoir des résolutions temporelle (temps courts)
et spatiale (faibles déormations) afin d’obtenir une gamme de temps suffisante pour révéler le
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c (Pa)
100

10

0.01

10°  0.0001 0.001  0.01 0.1 1
€

Fia. 2.3 — Représentation en échelle logarithmique de la figure 2.2.

comportement en loi de puissance. La géométrie des lamelles non coudées, couplé & une détection
par analyse d’images, ne le permettait pas3.

32Comme les lamelles n’arrivent pas tangentiellement au plan focal, elle sont défocalisées et la lecture de la
taille cellulaire est floue (Partie II).
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Chapitre 3

Discussion

3.1 Remarques générales

3.1.1 Indéformabilité & temps court et écoulement a temps long

Examinons tout d’abord les implications de cette loi de puissance sur le comportement de la
déformation a temps court et a temps long. A t = 07, la loi de puissance prédit une déformation
nulle. Comme nos premiers points de mesures sont acquis avec une fréquence de 10H z, on s’assure
que la cellule est effectivement indéformable au temps trés court a ’aide de la vidéomicroscopie
avec fréquence d’échantillonage de 25Hz. 4.10~2s apreés application de 1’échelon de contrainte,
on ne mesure aucune déformation notable, i.e. la longueur L(4.1072s) = Lo+ O, 1um. La cellule
est donc indéformable & temps court. Aux temps long, si la cellule ne s’étale pas, la déformation
augmente continuellement jusqu’a la rupture de la cellule. Le matériau cellule a donc un com-
portement fluide au temps long. Par conséquent, sous contrainte, le matériau cellule se comporte
globalement comme un fluide : indéformable & temps court et s’écoulant a temps long. D’autre
part, le fait que nous mesurons une loi de puissance et non une somme finie d’exponentielles
suggére qu’il existe un nombre infini de temps de relaxation associés aux processus dissipatifs
de notre systéme. Ce comportement ne peut donc pas étre modélisé par un modéle mécanique
équivalent faisant intervenir un nombre fini de ressorts et d’amortisseurs.

Remarque : D’un point de vue évolutionniste, il n’est pas surprenant d’observer une infinité
de temps de relaxation. En effet, on comprend bien qu’une cellule n’ayant pas de temps de
relaxation caractéristique soit mieux adaptée aux échelles de temps des contraintes naturelle (a
priori infinie aussi) qu’une cellule n’en possédant qu’un petit nombre.

3.1.2 Dimension du préfacteur A

Autant I'exposant de la loi de puissance est un paramétre adimensionné, le préfacteur quant
a lui s’exprime en Pa~'.s7. Cela signifie qu'il renferme une contrainte caractéristique et un
temps caractéristique. On aurait alors envie d’écrire A comme A = # , avec A’ étant un
parameétre sans dimension, og et tg étant la contrainte et le temps caractéristique. On trace alors
A en fonction de «, puis on ajuste les données (Fig 1.13). On obtient ¢y = 3,5s et le rapport
% = 3,2.1073Pa~'. Notons cependant que le coefficient de régression est trés faible et que 'on
ne peut séparer les parameétres A’ et og. Par conséquent, on ne s’intéressera par la suite qu’a A.
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Fig. 3.1 - A vs a.

Remarque : Notons, enfin, qu’il parait curieux de trouver un temps caractéristique tg pour un
systéme qui @ priorin’en a pas. Nous verrons plus tard que la théorie modélisant le comportement

des matériaux vitreux mous prévoit I'existence d’un tel temps au travers de la fréquence d’essai
I’y (Annexe E).

3.2 Quels sont les modéles qui prédisent une loi de puissance ?

Plusieurs scénarios permettent d’expliquer cette large distribution de temps de relaxation.
L’un, déssiné par P.Sollich [Sollich, 1997|, considére une nouvelle classe de matériaux : les maté-
riaux vitreux mous. L’autre, fruit du travail de H. Winter et F.Chambon [Winter, 1986], prédit
aussi un tel comportement rhéologique pour un systéme a la transition sol-gel (entre I’état "sol"
et 'état gel).

3.2.1 Les matériaux vitreux mous

Pour décrire théoriquement ces objets désordonnés et hors d’équilibre, on découpe le ma-
tériau en éléments de tailles mésoscopiques s’organisant de maniére désordonnée & l'intérieur
du matériaux. Le désordre impose & chaque élément d’étre contraint par les interactions avec
ses voisins et plonge chacun des éléments dans des puits d’énergie E. E représente en quelque
sorte une énergie d’activation au dela de laquelle I’élément se réarrange et de fait réarrange le
matériau dans son ensemble. Les états d’énergie sont donc métastables. Les réarrangements sont
activeés par une température effective x qui reflete les interactions dans le systéme (un bruit, une
agitation mécanique). Dans notre cas cette température effective pourrait étre vue comme une
quantification de 'activité protéique des réarrangements du cytosquelette.

Attention, il faut prendre bien soin de dissocier le comportement thermodynamique classique
(T) et le comportement thermodynamique "effectif" (x). En effet, au sens de la thermodynamique
classique ces matériaux sont constamment hors d’équilibre. Cependant, au sens de la thermody-
namique "effective", ces matériaux rencontrent une transition de phase pour une température
critique * = x4 = 1. Pour x < 1, le systeme est hors d’équilibre et relaxe lentement vers un état
d’équilibre. Le systéme est alors vitreux. Pour x > 1, le systéme est & [’équilibre et se comporte
comme un liquide en loi de puissance (o ~ é~1) dans le régime non-linéaire, i.e. lorsque les
déformations qu’on lui applique sont assez importantes pour permettre le passage des seuils de
réarrangement. En revanche, si 'on sonde un tel matériau avec des déformations assez petites
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3.2. Quels sont les modeéles qui prédisent une loi de puissance ?

(régime linéaire) sans réarrangements induits, les modules G’ et G" suivent un comportement
anormal en loi de puissance (Eq 3.1) (le calcul de G’ et G" est détaillé en annexe C) :
' w?, siz >3 ” w, six > 2
Glo)~ {oﬂl, Glez<3 @@ {wx17 sil<z<2 -y
Ce modéle prédit donc pour 1 < x < 2, un comportement en loi de puissance pour G’ et G”
avec un rapport des deux grandeurs constant, comme observé dans les expériences de rhéologie
dynamique et calculé & partir de nos mesures de fluage. On pourrait donc identifier ’exposant « &
x—1. On retrouve le comportement newtonien pour o = 1, i.e. = 2. Ce modéle présente ’avan-
tage de tenir compte du désordre lié & la structure via la distribution d’énergie et de 'activité
protéique par 'intermédiaire de la température effective. Cependant il fait un fort présupposé
sur la queue de la distribution des puits d’énergie, qu’il suppose exponentielle. Par ailleurs, il est
difficile de définir proprement un élément mésoscopique bien qu’on puisse imaginer ses dimen-
sions caractéristiques et surtout d’identifier un processus physique microscopique a 'origine des
réarrangements. Dans le cas de cellules dont la taille caractéristique est d’une vingtaine de mi-
crons, ces éléments doivent avoir des tailles inférieures au micron. D’autre part la limite inférieur
de la taille des éléments mésoscopiques est donnée par les éléments les plus petits constituant le
cytosquelette, & savoir plusieurs dizaines de nanométres®®. Les mémes lois de puissances pour G/
et G” auxquelles nous nous comparons, sont valables dans le domaine linéaire, i.e. aux petites
déformations. Or, on imagine difficilement qu’avec des déformations pouvant atteindre 100%, on
soit encore dans le domaine linéaire au sens ol 'entend P. Sollich.

3.2.2 Systémes a la transition sol-gel

Cette théorie s’applique pour des transitions "sol"-gel induites par des agents réticulants dans
des réseaux de polymeéres. La phase "sol" correspond & un fluide viscoélastique, 4.e. qui sous 1’ef-
fet d’'une contrainte finie non nulle atteint une déformation infinie et la phase gel correspond a
un solide viscoélastique, i.e. qui sous l'effet d’une contrainte finie atteint une déformation finie.
Le comportement de G’ et G" en w®™ est observé quand le systéme est maintenu au point de
transition, ¢.e. pour des gels partiellement réticulés. Elle ne s’applique pas pour une transition
vitreuse. A la différence du modéle précédent qui supposait que la structure évoluait au fur et
A mesure des réarrangements, ici la structure est figée et on ne redistribue pas les liens entre
filaments quand on la déforme. La transition sol-gel intervient quand une région de taille macro-
scopique vient & étre réticulée. On parle alors de gel critique. Pour ces gels au point critique, la
fonction de relaxation s’écrit |Winter, 1986] |[Chambon, 1987] :

G(t) = Spet—2re (3.2)

Le facteur Sp. est appelé "force du réseau polymeérique" et Ap. varie entre 0 et 1 en fonction
de la stoechiométrie de 'agent réticulant. Si Ap,. — 0, on retrouve un comportement de type
solide élastique parfait et si Ap. — 1, on retrouve un comportement de type liquide Newtonien.
Connaissant I’expression de G(t), on peut déterminer la distribution H des temps de relaxation
A [Winter, 1991] :

G(t) = / H(Ne xdlnA (3.3)
0
En inversant cette relation, on obtient :
A
H(N) = Hy( )2 (3.4)
0

33Les filaments d’actine, les plus petits, ont un diamétre de 7nm.
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Chapitre 8. Discussion

Comme dans le scénario précédent, la loi de puissance associée a la fonction de relaxation refléte
une distribution de temps de relaxation elle méme en loi de puissance. Par transformée de Fourier
de ’équation 1.32, on détermine I'expression en fonction de w des modules élastiques et de pertes

[Warlus, 2003] :
TSpewire
G'(w) = WAy sin(BpeT) Sn(Bpe2)”
TrSprAPC

” (3.5)
G (w) = A (B,0) cos(Apcy)”

I" est la fonction d’Euler définit & I’équation 1.7. Dans ce cas aussi le rapport % ne dépend pas
de la fréquence :

G’ (w) T
G’(w) - tan(ApC§) (3.6)

Il a par ailleurs été prouvé que l'exposant A,. pouvait étre relié¢ & la dimension fractale des
agrégats macroscopiques : [Chambon, 1986] [Doi, 1992] [Hess, 1988| :

_ dy
P dp 42

(3.7)

Cette théorie est valable pour des polyméres réticulés. Si 'on devait voir la cellule comme
un gel critique, cela signifirait que les liens entre les différents éléments qui compose la structure
sollicitée sont permanents. Or, nous savons que les liaisons entre les filaments du cytosquelette
et leurs protéines associés ont une distribution de temps de vie allant de quelques millisecondes
& plusieurs minutes. Par conséquence, si la cellule est & la transition sol gel, alors les liens de la
structure que l'on sollicite ont des temps de vie supérieurs a la minute (ordre de grandeur de la
plage de temps sur laquelle on observe notre loi de puissance). On peut ainsi imaginer avec ce
scénario que la cellule soit capable de réguler le temps de vie de ces liens, 7.e. le nombre de liens,
afin qu’elle puisse rapidement passer dans I’état sol au moment de la migration.

Remarque : de maniére générale, le calcul fractionnaire présente un cadre mathématique
approprié & la description rhéologique des matériaux dont la fonction de relaxation suit une loi
de puissance. L’opérateur dérivée fractionnaire D(®) est linéaire. La dérivé fractionnaire o¢™e
d’une fonction f est définie par :

a _ 1 d t f(t,) /
D (f) = F(l—a)dt/o - >
En écrivant G(t) comme : B ;
60 =t " >

en injectant I’équation 1.39 dans I’équation 1.8 (on prend la convention e(—oo0) = 0), il est alors
possible de réécrire cette derniére :

o(t) = Er*D)(¢(t)) (3.10)

3.3 Universalité et comportement multiéchelle

On peut se demander si ce comportement en loi de puissance (infinité de temps de relaxation)
observé pour des myoblastes se retrouve pour les autres types cellulaires. Autrement dit si la loi
que nous mesurons est spécifique des cellules musculaires. Nous allons voir que pour tout les types
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3.8. Universalité et comportement multiéchelle

cellulaires que nous avons pu tester par l'intermédiaire d’expériences de fluage, nous observons
un comportement de la déformation en loi de puissance. Par ailleurs, il est remarquable que ce
comportement que nous observons a ’échelle de la cellule entiére persiste & échelle locale, d’ou
I'idée de structure mécanique auto-similaire.

3.3.1 Dépendance en fonction du type cellulaire

Afin de tester si la loi de puissance n’est pas inhérente aux myoblastes, nous avons prati-
qué les méme expériences de fluage sur différents types cellulaires. Comme pour les C 2.7, nous
avons traité les lamelles par du glutaraldhéhyde. Ainsi nous avons pu réaliser des expériences de
fluage sur des fibroblastes primaires (prélevés sur des oreilles de souris) et de lignée (L 929), des
macrophages primaires (prélevés sur des poumons de rat), des cellules épithéliales animales de
lignée (A 549, HeLa) ainsi que sur des myotubes (myoblastes différenciés). Pour tous les types
cellulaires que nous avons testés, nous avons observé une fonction de fluage en loi de puissance
avec exposant voisin de 0.25 (Fig 3.2). La grande variabilité des préfacteurs, i.e. variation des

] (Pa-l) © fibroblaste primaire
A C27
+ Hela
01 X macrophage primaire

0.001

0.1 1 10 100 1000
temps (s)

F1G. 3.2 — Pour I’ensemble des cellules que nous avons testées, la fonction de fluage J(t) suit une
loi de puissance.

valeurs de J pour un temps donné, refléte certainement une distribution log-normale du pré-
facteur comme observé dans le cas des C2.7. En toute rigueur, pour comparer les "rigidités"
des différents types cellulaires, il faut comparer les valeurs médianes de A. Malheureusement le
nombre d’expériences effectuées sur certains types cellulaires est bien souvent insuffisant pour
déduire proprement la valeur médiane de A. Le tableau 1.1 récapitule nos résultats et ceux des
autres groupes.

Par ailleurs, d’autres groupes ont pu mettre en évidence un tel comportement pour divers
types cellulaires allant des cellules musculaires (HASM, a = 0.20) [Fabry, 2003b|, aux cellules
épithéliales (A549 épitheéliales alvéolaires o = 0.22 et BEAS-2B épithéliale bronchique oo = 0.20)
[Alcaraz, 2003] (cellules humaines épithéliales bronchiques a = 0.17) [Fabry, 2003b], en passant
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Chapitre 8. Discussion

type cellulaire H <a> ‘ G'(1Hz) (Pa) ‘ N H Qdyn ‘ dyn(1H2) ‘
C 2.7 0.24 +0.01 6637 50" 43 [ 0.20 | 260 (Balland et al)

Macrophages || 0.25 +0.04 22107350 8 || 0.20 | 3060 (Fabry et al)
Fibroblastes | 0.26 £0.02 7407550 13

Myotubes | 0.21 £0.05 870757 4
A 549 0.16 1 || 0.22 | 760 (Alcaraz et al)
HeLa 0.20 1
L 929 0.27 1
BEAS-2B 0.20 | 790 (Alcaraz et al)
HASM 0.20 | 830 (Maksym et al)
neutrophile 0.19 | 1170 (Fabry et al)

TAB. 3.1 — Parametres G, et a pour différents types cellulaires.

par des cellules migrantes (J774A.1 macrophages de souris o = 0.20, neutrophiles humains o =
0.19) [Fabry, 2003b] et des cellules provenant du carcinome d’un embryon de souris (F9 ov = 0.19)
[Fabry, 2003b]. Les exposants trouvés par les deux groupes sont tous proches de 0.20, alors que
ceux que nous mesurons sont plutét autour de 0.25. Leur exposant plus faible pourrait peut
étre révéler un comportement "actif" comme ce qui se produit quand une cellule s’étale entre nos
lamelles. Le module élastique & 1H z ne semble pas varier grandement d’un type cellulaire & 'autre
excepté pour les macrophages qui sont plus "rigide" (confirmé par Fabry et al [Fabry, 2003b]). 11
semble donc y avoir une universalité dans le comportement de la réponse mécanique des cellules
eucaryotes. Aussi, il est remarquable que des cellules si différentes, comme les cellules musculaires,
les fibroblastes, les cellules épithéliales ou encore les neutrophiles, répondent & une sollicitation
mécanique avec des parameétres quasi-identiques.

3.3.2 Comportement multiéchelles

Un autre point important & noter est que les résultats consignés dans le tableau 3.1 sont le
reflet de perturbations mécaniques menées sur des cellules & des échelles de longueurs caracté-
ristiques trés différentes. Cela va de la pointe d’AFM [Alcaraz, 2003] de quelques dizaines de
nanométre de diamétre & nos lamelles englobant toute la cellule, en passant par des billes de
quelques microns de diameétre [Fabry, 2003b| [Balland, 2005]. Toutes ces mesures aboutissent au
méme comportement en loi de puissance et de surcroit avec des paramétres trés comparables. Un
tel accord entre nos mesures réalisées a échelle globale et les mesures réalisées & une échelle locale,
suggére que le comportement mécanique d’'une partie de la structure est identique au compor-
tement mécanique de la structure entiére. Ceci pourrait refléter un caractére autosimilaire des
éléments composant la structure mécanique. Le cytosquelette n’est-il finalement pas fractal 7 Un
groupe a montré que la rhéologie d’arrangements hiérarchiques constitué d’amortisseurs et de
ressorts [Schiessel, 1995a] aboutissait & des lois de puissances. Ces arrangements peuvent étre
de type fractal [Heymans, 1994|, en échelle [Schiessel, 1993] ou bien en arbre [Schiessel, 1995b]
[Schiessel, 1994].
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Etudes préliminaires et Perspectives
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Chapitre 1

Grandes déformations : Analyse des
expériences a force constante

Lorsque la cellule se déforme de maniére notable (¢ &~ 100%, cela a pour effet de créer une
striction (Fig 1.1).

Fic. 1.1 — L’image de gauche est prise 5s aprés application de la contrainte. I’image de droite
est prise 2min aprés. On remarque que la section moyenne de la cellule a notablement diminué.

Suite a I'apparition de cette striction (donc & une variation de la section), on ne peut plus
prétendre travailler dans un régime de fluage (0 = cte). Si on fait ’hypothése que le volume
est constant [Thoumine, 1999|. On peut prendre en compte 1’évolution de la surface effective sur
laquelle s’applique la contrainte.

V(t) = S(t)L(t) = V(0) = S(0)L(0) (1.1)

ou V est le volume, S la section moyenne de la cellule et L la longueur de la cellule, i.e. la
distance entre les deux lamelles. On obtient donc d’apres I’équation 1.1 :

S(t) = I (1.2)
En écrivant que :
£(t) = L(t)LEO)L(O) (1.3)



Chapitre 1. Grandes déformations : Analyse des expériences o force constante

On peut exprimer S en fonction de € :

5(0)
S(t) = ——= 1.4
®) 1+ ¢e(t) (14)
La contrainte moyenne o est alors une fonction simple de la déformation € :
kF kF
—— = ——(e(t)+1)=0(0)(e(t) + 1) (1.5)

“0 =350 = 50)

Connaissant I'expression de o(t), il est possible de I'introduire dans 1’équation rhéologique
d’évolution de la déformation :

e(t) = J(t)o(0) + /Ot J(t—t)o(t)dt (1.6)

Ce qui donne :
e(t) = J(t)a(0) +/O J(t —t)o(0)e(t)dt’ (1.7)

C’est a cette équation que nous allons & présent nous intéresser. Nous essayerons dans un premier
temps de la résoudre afin de déterminer £(t) & partir de la forme attendue pour J(t), i.e. J(t) =
At®. Dans un second temps, nous la résoudrons en ayant cette fois J pour inconnue connaissant
les valeurs mesurées des e(t;).

1.1 Reésolution analytique a I’aide de la fonction de Mittag-Leffler

On définit la transformée de Laplace d'une fonction f comme suit :

LU@HZAmeMHWﬂﬂﬁ’ (1.8)

En transformant 1’équation 1.6 d’aprés la définition de la transformée de Laplace de I’équation
1.8, on obtient :

~

E(s) = sJ(s)a(s) (1.9)

De méme en transformant 1’équation 1.5 reliant déformation et contrainte, on obtient :

so(s) = o(0)(s8(s) + 1) (1.10)

~

On injecte cette équation dans I’équation 1.9, on obtient £(s) en fonction de J(s) :

~

oy 0(0)J(s)
) = T 0)7() (L11)

Si ’on suppose & présent que la fonction de fluage est en loi de puissance comme nous ’avons
mesuré dans le cadre strict du fluage, nous pouvons calculer la forme de £(t) par transformée
de Laplace inverse en tenant compte de 1’évolution de la contrainte due a ’apparition de la
striction. Pour ce faire il nous faut connaitre la transformée de Laplace d'une fonction puissance
de la forme J(t) = At* :

- AT(1

F(s) = m (1.12)
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1.1. Résolution analytique o 'aide de la fonction de Mittag-Leffler

En substituant ’équation 1.12 dans I’équation 1.11, on obtient :

Ao (O)(1+a)
) = | Aewrmia (1.13)
En écrivant que, _
1 Ao(i)g(lw ZQ(WW (1.14)
on développe £(s) en seérie :
£(s) = 5“1 [AU(OZ?S;L Sl (1.15)

En effectuant la transformée de Laplace inverse, on se raméne a une expression de () :

= [Ac(0)T(1 + a)]™t "
e(t) = 1.16
0=3 i e (110

Pour faciliter cette écriture, on introduit la fonction de Mittag-Lefller définie par :

0o ok
Baglz) =Y = 1.17
5(2) gr(akJrﬂ) (1.17)

Cette fonction est définie pour tout couple av et (3 strictements positifs. On note Eqy 1(2) = Eo(2).
Il est alors possible de réécrire £(t) sous la forme d’une fonction de Mittag-Leffler :

e(t) = Bo[Ac(0)T(1 + )t®] — 1 (1.18)

On peut enfin ajuster cette fonction a nos données expérimentales toujours avec les seuls para-
meétres A et « (Fig 1.2)! On se rend alors compte que nos données s’ajustent, pour certaines

e
10

O a o 160"1d00 40"

temps (s)

Fia. 1.2 — Ajustement des données expérimentales de € par une fonction du type Mittag-Leffler.
La fonction utilisée dans ce cas est tronquée au rang 10.

expériences, jusqu’a environ une heure aprés application de la contrainte. On arrive donc & rendre
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Chapitre 1. Grandes déformations : Analyse des expériences o force constante

compte de la réponse de la cellule jusqu’a sa rupture avec un modéle considérant que le volume
est constant. Il nous reste a compléter analyse des 43 C2.7 pour finaliser cette étude. Mais
avant cela, il nous faudra reprendre le traitement des équations en considérant une forme plus
appropriée de la déformation, i.e. A = In(1 + ¢). En effet, € ne représente la déformation qu’aux
faibles valeurs. Notons que le développement de €(t) (Eq 1.18) n’est valable que pour des cellules
qui ne s’étalent pas sur la plage temporelle analysée.

1.2 Résolution numérique

Une autre maniére de procéder est de déterminer la fonction J de maniére numérique connais-
sant la donnée des €(t;). On résout donc une équation de Volterra (Eq. 1.17),

J(t) = jz’(?) - /Ot J(t — et (1.19)

que l'on discrétise :

JIn =

(2

En .
Ol > Jn—iéidt (1.20)
=0

avec J(0) =0 et & = %
On obtient des J(¢;) que 'on ajuste avec une fonction puissance (Fig 1.3). On s’appercoit

J

1 [ TorTrTI TorTrTI TorTrTI

0.1 T BT B T By

0.1 1 10 100 1000
temps (s)
Fia. 1.3 — Détermination de J a partir de la résolution numérique de ’équation 4.7.

alors que J s’ajuste par une fonction de puissance jusqu’a 300s. Notons toutefois que le début est
mal ajusté. Il est vrai que cette méthode est plus sensible aux erreurs initiales (& temps courts)
sur les points expérimentaux que la précédente.
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1.2. Résolution numérique

Nous espérons, notamment par la premiére méthode, montrer en ajustant les courbes
expérimentales, avec les deux seuls paramétres A et a et sur de grandes plages de temps, que le
comportement en loi de puissance est bien une signature robuste du comportement mécanique
de la cellule.
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Chapitre 2

Roéle des constituants du cytosquelette
dans la réponse en fluage

Grossiérement, on peut voir la structure cellulaire comme un noyau, un cytosquelette et
de la membrane. Par cytosquelette, nous désignons a la fois la portion corticale et la portion
volumique des filaments polymériques ainsi que les protéines qui leurs sont associées. Lorsque
nous soumettons une cellule & une contrainte wia notre dispositif et qu’elle se déforme, nous
pensons que nous sollicitons le cytosquelette. Nos arguments reposent sur 1’observation que la
cellule se déforme dans son ensemble, ¢.e. membrane et cytoplasme se déforment de maniére
concomittante. Le noyau semble quant & lui conserver sa taille. De plus la membrane phospholi-
pidique [Vereb, 2003] et le cytosol sont essentiellement fluides et ne pourraient pas supporter les
contraintes mécaniques. Afin d’identifier le role de certains éléments du cytosquelette (y compris
les protéines associées) dans la réponse mécanique d’une cellule, nous avons pratiqué deux types
d’expériences. i) Nous avons appliqué des contraintes via différentes protéines transmembranaires
(cadhérine, fibronectine) afin de comparer les résultats obtenus avec le cas d’une adhésion non
spécifique (glutaraldéhyde). ii) Nous avons travaillé avec des cellules dont 'un des sous-réseaux
du cytosquelette avait été perturbé afin de tester son role dans la réponse de 'ensemble de
I’édifice.

2.1 Sollicitation via des protéines d’adhésion spécifiques

2.1.1 wvia les cadhérines (C2.7)

Nous avons tapissé nos lamelles de cadhérines afin de mimer un contact cellulaire. L’idée
sous-jacente est de voir si la réponse observée dans le cadre d’une expérience de fluage différe de
celle observée lorsque l'on accroche la cellule par toutes ses protéines transmembranaires (glu-
taraldéhyde). Les cadhérines utilisées ici sont une construction entre un fragment Fcy IgG2b
servant d’accroche sur la lamelle fusionné au domaine extracellulaire de la N-cadhérine de poulet
[Lambert, 2000] (Annexe B). Ces cadhérines sont capables de former des jonctions adhérentes
reliées aux filaments d’actines. Par ailleurs, il n’est pas clair que nous ne formions pas de des-
mosomes. Si tel était le cas on tirerait aussi sur les filaments intermédiaires enroulés autour de
ces plaques de jonction [Yin, 2004]. Les cellules ayant servi a réaliser ce type d’expériences sont
encore les C2.7. Il y a environ 10% des cellules qui s’étalent contre 50% avec le glutaraldéhyde.

Comme dans le cas du glutaraldéhyde, suite & l'application d’une contrainte, les cellules
collées aux lamelles avec des N-cadhérines se déforment en suivant une loi de puissance au cours

103



Chapitre 2. Réle des constituants du cytosquelette dans la réponse en fluage

du temps (Fig 2.1).
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Fia. 2.1 — Ajustement de la fonction de fluage par une loi de puissance lorsque la cellule est
attachée aux lamelles par des N-cadhérines.

On va maintenant pouvoir comparer les valeurs moyennes de paramétres ajustables. On trace
la distribution de 'exposant (Fig 2.2 A) ainsi que la distribution du préfacteur (Fig 2.2 B).

cellules
B 6
5

cellules

A

4
3

2

1

0
-3.6 -34 -32 -3 -28 -26 -24 22 -2
o log A

FiG. 2.2 — a) Distribution de I'exposant « selon les cellules. a0 varie autour de 0.29 avec une
erreur standard de £0.02 pour N = 12. b) Distribution du log du préfacteur A selon les cellules.
logA varie autour de —2.70 avec une erreur standard de +0.15 pour N = 12.

IL’exposant que I'on trouve en s’attachant aux cadhérines o = 0.29 4= 0.02 est plus élevé que
celui obtenu dans le cas d’une attache au glutaraldéhyde o = 0.24 £ 0.01. Rappelons qu’un
exposant proche de 1 correspond & un matériau purement visqueux et qu’au contraire un expo-
sant proche de 0 reflete plutét un comportement purement élastique. Par conséquent, la cellule
semble plus "fluide" lorsqu’on la tire wia ses cadhérines. Ceci pourrait provenir du fait que le
glutaraldéhyde forme des liaisons covalentes. Les protéines transmembranaires ainsi collées ne
pourrait pas se désengager de leur interaction, alors que dans le cas d’une accroche cadhérine,
les liaisons homophiles n’étant pas covalentes, on peut imaginer qu'une certaine proportion de
ces liaisons puissse se désengager.

En ce qui concerne le préfacteur, si ’on s’attache aux cadhérines de la cellule, on observe que
< logA >= —2.70+0.15, alors qu’on observait avec du glutaraldéhyde < logA >= —2.62+0.06.
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2.1. Sollicitation via des protéines d’adhésion spécifiques

Pour ces expériences, la contrainte moyenne est de 100Pa. On est donc bien dans le domaine
linéaire et nous pouvons donc calculer, & partir de A, le module élastique G’ pour une fréquence
de 1 Hz (Eq 2.9, Partie I1I). On trouve que G, ,(1Hz) = 8507350 Pa lorsque la cellule est collée
par lintermédiaire des cadhérines contre G gluta(lH z) = 663+100Pa lorsqu’elle est collée avec du
glutaraldéhyde. Les C2.7 collées avec des cadhérine semblent donc un peu plus "dures" (G'(1H?z)
plus élevé) que lorsqu’elles sont collées avec du glutaraldéhyde.

Nous sommes donc en présence de comportements a priori contradictoire : plus "fluide"
(Qead > Qgiuta) et plus "dure" (Gl,,(1Hz) > Gglum(le)). On peut néanmoins comprendre
cette contradiction apparente en poussant le raisonnement concernant la dimension du préfacteur
A (§3.1.2, Partie IIT). En effet, A s’exprime en Pa~!.s7®. On a donc envie de le récrire en
introduisant une contrainte caractéristique og et un temps caractéristique tg. Ce qui conduit a :

A

oo-t§

A=

(2.1)

ou Ay est un parameétre sans dimension. Par ailleurs, A est relié & G'(1Hz) par la relation :

o cos(af)
Comme C;)(Sfig)) ~ 1, alors : 1
G'(1Hz) ~ (277)0‘2]”8‘ (2.3)

En subsituant dans 1’équation 2.3 la forme supposée de A (Eq 2.1), nous obtenons :

G/(1Hz) ~ (2m)* 7% tO

fo (2.4)

Si & présent, nous supposons que tg, g et Ag sont des grandeurs caractéristiques communes &

toutes les myoblastes®®, on peut exprimer le rapport % en fonction de ty et og :
uta
(1Hz)

cad — (acadfa( luta,) (O‘cadfoé luta)
G e (1HZ) (2m) atuta) (to fo) g (2.5)

gluta
Etant donné que (2#)(0‘604_0‘9“@) ~ 1 (car aeqd — Agiuta = 0.05), alors 'équation 2.5 se réécrit :

L oa(1H2)

— (acad_a luta)
gluta(lHZ) (tOfO) g (26)

On voit bien avec cette derniére équation que si Gtcad > Qgluta, alors Gr,g(1Hz) > Gy (1H2).

2.1.2 wvia les fibronectines (macrophage)

Dans le cadre d'une étude menée en collaboration avec I'unité INSERM dirigée par le D.
Isabey (Physiopathologie et Thérapeutiques Respiratoires, UMR 492), nous avons étudié la dif-
férence de comportement en fluage entre des macrophages®® collés au glutaraldéhyde et des

34Par ailleurs, les mesures dynamiques [Fabry, 2003b] semblent aussi faire apparaitre une fréquence caractéris-
tique.
35Se reporter a I’Annexe A.
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macrophages collés & de la fibronectine3¢. Cette étude visait & identifier 'influence du substrat
sur ces cellules. La fibronectine mime la matrice extracellulaire. La cellule s’attache & la fibro-
nectine wvia ses intégrines qui sont ensuite reliées au cytosquelette d’actine par l'intermédiaire
d’un complexe protéique. Comme dans le cas des cadhérines nous ne sommes pas certains que
seul le réseau d’actine soit sollicité. En effet, la fibronectine est aussi un site d’ancrage pour
les hémidesmosomes qui sont reliés aux filaments intérmédiaires [Koster, 2004]|. Nous avons pu
dégager que ces cellules répondaient aussi avec des lois de puissances (Fig 2.3) mais de maniére
différente selon la nature du substrat.

JPa’)
0.01 p=

0.001 /

0.0001
0.1

i "
1 10 100 1000
temps (s)

Fia. 2.3 — Fonction de fluage d’un macrophage collé & de la fibronectine.

Pour les macrophages collés & de la fibronectine, on obtient que : < afipron >= 0.20 = 0.03,
< 10gAfibron >= —3.11 £ 0.17 et G’fibmn(le) = 1910f288Pa (N = 7). Pour les macrophages
collés au glutaraldéhyde, on obtient que : < agrusq >= 0.25£0.04, < logAgiute >= —3.14£0.12 et
Guta(LHz) = 22107330 Pa (N = 8). On retrouve ici le comportement que 1’on observe pour les
(2.7 : une augmentation de o concomittante avec une augmentation de G'(1H z). Bien que les ma-
crophages se distinguent des autres types cellulaires par leur préfacteur A nettement plus faible,
il semble que leur rhéologie obéissent aux mémes lois que les autres. Par contre, alors que les C2.7
sont plus "fluides" lorsqu’elles s’attachent & des cadhérines, les macrophages sont eux plus "so-
lides" lorsqu'’ils sont attachés a de la fibronectine (agputq > Ofipro €t G;luta(lHZ) > G’fibm(le)).
[’argument que nous avancions dans le cadre de la comparaison cadhérine/glutaraldéhyde (dy-
namique des contacts qui se font et défont avec les cadhérines) ne peut alors pas étre retenu
dans ce cas. L’explication de ce phénoméne doit alors trouver son origine en amont des contacts

eux-meémes.

2.2 Perturbation de 'un des sous-réseaux cytosquelettiques

2.2.1 Effet de drogues agissant sur le réseau d’actine : Cytochalasine-D et
Jasplakinolide

Pour tester la contribution du réseau d’actine & la réponse mécanique en loi de puissance,
nous avons effectué des expériences de fluages sur des cellules C2.7 traitées avec deux drogues
aux effets antagonistes : d’une part, la cytochalasine-D pour dépolymériser le réseau d’actine et
d’autre part, la jasplakinolide qui a tendance & "figer" le réseau d’actine..

36Se reporter a I’Annexe B.
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2.2. Perturbation de l'un des sous-réseaur cytosquelettiques

Cytochalasine-D

Nous avons exposé des C2.7 a la cytochalasine D avant de commencer les expériences de
fluage. Les cellules sont collées par 'intermédiaire du glutaraldéhyde. La cytochalasine-D est un
agent déstructeur du réseau d’actine. Elle agit de plusieurs maniéres. Elle peut soit recouvrir
Pextrémité (+) du filament d’actine, 'empéchant ainsi de polymeériser, soit nucléer des petits fi-
laments, soit encore de les racourcir en interagissant latéralement [Maples, 1997| [Cooper, 1987].
Ces processus ont pour effet de morceler le réseau d’actine. La cyto D est ajoutée un quart
d’heure avant le début de l'expérience & une concentration de 2uM |Gavard, 2003]. Malheureu-
sement, la plupart des cellules soumises a ce traitement n’adhérent pas sur les lamelles. Les rares
qui 8’y collent se détachent trés rapidement suite a application de la contrainte (Fig 2.4). En
effet, comme le réseau d’actine est morcelé, les protéines d’adhésions ne sont plus attachées au
cytosquelette et la force qui leur est appliquée a tendance & les arracher de la membranes ou
elles sont enchassées. De plus, les molécules d’adhésion ne peuvent pas former de cluster. Car la
cytochalasine D dépolymeérisant les filaments d’actines, il n’y a plus de "point fixe" permettant
Pagglomération des protéines d’adhésion au sein d’un agrégat [Bongrand, 1999]. Donc les pro-
téines d’adhésion restants attachées au cytosquelette ne sont pas capables individuellement de
supporter les efforts.

temps (s)

Fia. 2.4 — Déformation & contrainte constante d’'une C2.7 sujéte & de la cytochalasine D.

On peut remarquer qu’une seconde aprés le début de la sollicitation mécanique, la cellule
commence 3 se détacher des lamelles. Néanmoins il est possible, & titre indicatif, d’ajuster le
début de la réponse par une loi de puissance (Fig 2.5).

On obtient un exposant « voisin de 0.5 et logA voisin de —2.45. Ces nombres n’ont pas valeur
de résultats car ils ne représentent que deux expériences. Néanmoins nous pouvons examiner la
tendance qu’ils indiquent. L’importante valeur de ’exposant indique que soumises & ce traite-
ments les C2.7 sont plus fluides que dans le cas témoin. Ceci signifie qu’en perdant son réseau
d’actine la cellule est devenue plus "fluide" et que donc le réseau d’actine est capable d’enmaga-
sinner I’énergie de la contrainte. D’autre auteurs ont reporté un effet moindre, a voisin de 0.3,
en ajoutant 10 minutes avant leur mesure de la cytochalasine D a 2uM [Fabry, 2003b].
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Fia. 2.5 — Fonction de fluage d’une C2.7 sujéte a de la cytochalasine D.

Jasplakinolide

De maniére analogue au traitement par la cytochalasine D, nous avons exposé des C2.7 & de
la jasplakinolide avant de réaliser les expériences de fluage. Les cellules sont collées par 'inter-
meédiaire du glutaraldéhyde. La jasplakinolide est connue pour induire la polymeérisation et pour
inhiber la dépolymeérisation des filaments d’actine [Bubb, 1994]. Comme pour la cytochalasine D,
on observe que la plupart des cellules n’adhérent pas aux lamelles. Dans le cas de la cytochalasine
D, il est facile d’imaginer que les protéines d’adhésion soient déconnectées du cytosquelette étant
donné que le réseau d’actine médiant la quasi totalité des complexes d’adhérence est détérioré.
Dans le cas de la jasplakinolide, on ne peut pas invoquer cet argument du fait que la tendance
est & la polymérisation. Si par ailleurs la jasplakinolide stabilise les filaments, la configuration
du réseau doit aboutir & un état d’équilibre avec de long filaments.

Nous avons ajouté la jasplakinolide & une concentration de 0.5uM 15 minutes avant applica-
tion de la contrainte [Gavard, 2003|. Nous avons observé que, tout comme les cellules traitées a
la cytochalasine D, les cellules traitées & la jasplakinolide se détachaient rapidement des lamelles
(Fig 2.6). En effet, en "figeant" les filaments d’actines, la jasplakinolide empéche les molécules
d’adhésion qui leur sont attachées d’explorer ’espace intermembranaire. I’immobilisation de ces
molécules d’adhésion rend probablement impossible la formation de cluster assurant une adhésion
robuste [Bongrand, 1999].

Comme on observe que les cellules se décrochent de la méme maniére en faisant agir soit de
la cytochalasine D, soit de la jasplakinolide, il semble que ce soit surtout la formation de cluster
qui assure la résistance des contacts.

Toutefois, on peut constater que la cellule se détache plus tard comparativement au cas de la
cytochalasine D. La rupture de courbure nette a 19s (Fig 2.6) indique un détachement soudain.
Bien que les ajustements du début de la réponse par des lois de puissance soient nettement
moins satisfaisants®” (Fig 2.7), on peut néanmoins tenter de dégager des tendances. Pour quatre
cellules on trouve < o >= 0.44 £ 0.08 et < logA >= —2.65 £ 0.23. On trouve donc que
G'(1Hz) = 8601“328Pa. Cette valeur est cohérente avec 'idée que l'on se fait de la rigidité d’un
réseau que 'on polymérise excessivement : son module élastique augmente. On retrouve encore
le fait que si @ augmente alors G'(1Hz) augmente aussi.

3711 se pourrait que Pactine et ses protéines associées soient responsable pour une grande part de la distribution
des temps de relaxation.
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Fia. 2.6 — Déformation sous contrainte constante d’'une C2.7 collée avec du glutaraldéhyde ayant
subi un traitement & la jasplakinolide.

T (P J (Pa™)
0.01 T 0.01 T
0.001 / .
[
0.0001 1 0.0001 1
0.1 1 10 0.1 1 10
temps (s) temps (s)

Fia. 2.7 — Fonctions de fluage d’'une C2.7 collée au glutaraldéhyde et traitée a la jasplakinolide.
Sur la courbe de gauche, la fonction de fluage suit fidélement la loi de puissance. Alors que sur
la courbe de droite, on note des écarts non négligeables & cette loi.

Au final, les expériences réussies aprés traitement sont peu nombreuses (2 pour la cytocha-
lasine D et 4 pour la jasplakinolide) et on peut émettre des doutes sur la validité des valeurs
trouvées. Il n’est pas non plus clair que dans le cas de la jasplakinolide, la fonction de fluage soit
en loi de puissance. Les tests & la jasplakinolide mériteraient d’étre complétés, notamment par
une série d’expériences de fluage en compression. En effet, comme les cellules traitées ainsi ne
s’étalent pas, on risque moins de voir varier la surface de contact et surtout on ne craint pas que
les cellules se détachent des lamelles. On pourrait également tenter de faire varier la valeur de la
concentration en Jasplakinolide.

2.2.2 Les filaments intermédiaires maintiennent ’intégrité mécanique a grande
déformation

Les filaments intermédiaires sont réputés pour assurer la résistance mécanique des cellules
eukaryotes [Fuchs, 1998] [Janmey, 1991b|. En effet, d’'une part des images de microscopie électro-
nique ont pu révéler des fractures dans les tissus musculaires de souris transgéniques dépourvues
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de filaments intermédiaires (desmine) [Milner, 2004]. D’autre part des mesures & échelle locale par
I'intermédiaire de billes magnétiques attachées aux intégrines ont pu mettre en évidence que les
filaments intermédiaires servaient & médier le signal mécanique a travers la cellule [Wang, 2000].
Nous avons voulu comparer la réponse en fluage d’'une cellule sauvage a celle d’'une cellule n’ex-
primant pas un type de filaments intermédiaires, la vimentine. Gréace a ’équipe du Pr. Paulin
(laboratoire de Biologie Moléculaire de la Différenciation, Paris 7), nous avons pu travailler avec
des fibroblastes prélevés sur des souris sauvages (V +/+) et des souris knock-out (V -/-) n’ex-
primant pas la vimentine. Ces fibroblastes ont été cultivés 38 par Z. Xue.

Comparaison entre fibroblastes sauvages et fibroblastes knock-out
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F1a. 2.8 — Fonction de fluage d’un fibroblaste V+/+ (o) et d’un fibroblaste V-/- (x) collées au
glutaraldéhyde.

La vimentine est la protéine de la famille des filaments intermédiaires la plus représentée au
sein des cellules d’origine mésenchymale3® comme les fibroblastes [Franke, 1982] [Franke, 1987].
Bien que les souris dépourvues de vimentine semblent se développer et se reproduire normalement
[Colucci-Guyon, 1994], il apparait que le module d’Young apparent des cellules V -/- est réduit
de 40% (mesures de magnétocytométrie) réduisant ainsi la stabilité mécanique de ces cellules
|[Eckes, 1998]. Suivant un protocole analogue aux expériences de fluage menées sur les C 2.7
collées au glutaraldéhyde, nous avons voulu comparer la différence de réponse & un échelon de
contrainte entre des fibroblastes avec vimentine (V +/+) et des fibroblastes n’exprimant pas la
vimentine (V -/-).

Si l'on trace les fonctions de fluage, obtenue pour des fibroblastes sauvages aussi bien que des
fibroblastes V-/-, on s’apercoit qu’elles suivent toutes une loi de puissance (Fig 2.8).

Avant de s’y intéresser, penchons nous sur le comportement de I’exposant. Pour Ny, =13
et Ny_,_ = 19, on trouve que pour les fibroblastes sauvages < ay /. >= 0.26 + 0.02 et
que pour les fibroblastes n’exprimant pas la vimentine < ay_,_ >= 0.25 £ 0.01 (Fig 2.9). On
n’observe donc pas de différence significative entre les deux exposants. Cela signifie que la part
de la vimentine dans la maniére dont se déforme les fibroblastes primaires est négligeable.

38Les détails de leur préparation sont décrits dans I’Annexe A.
3%forme immature du tissus conjonctif
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Fia. 2.9 — Distribution de 'exposant de la fonction de relaxation pour des fibroblastes sauvages
(en vert, & gauche) et des fibroblastes sans vimentine (en bleu, & droite).< ay /4 >= 0.26+£0.02
et <ay_,_ >=0.25+0.01. Les distributions sont ajustées par des gaussiennes.

En ce qui concerne le préfacteur, on trouve pour les fibroblastes sauvages < logAy ./, >=

—2.66+0.22 et G'V+/+(1Hz) = 745738 Pa et pour les fibroblastes sans vimentine < logAy_/_ >=

—2.54+0.10 et G’V_/_(le) = 560790 Pa (Fig 2.10). Bien que les distributions des préfacteurs se
recouvrent partiellement, les valeurs moyennes sont relativement différentes. De plus on retrouve
le fait que les fibroblastes primaires sauvages sont environ 30% plus rigides que les fibroblastes
n’exprimant pas la vimentine.

Par conséquent, 'absence de vimentine n’altére pas la fluidité des fibroblastes mais leur
rigidité. Ce qui signifie qu’a méme « et pour un préfacteur A plus grand, les fibroblastes n’ayant
pas de vimentine vont se déformer plus vite. On retrouve qualitativement ce comportement au
temps long. En effet, étant donné que les fibroblastes se déforment plus vite, ils atteignent plus
rapidement une déformation seuil entrainant la rupture de la cellule, 4.e. sa brisure en deux
morceaux collés & chacune des lamelles (Fig 2.11). Ceci n’est pas due a une sollicitation par une
contrainte plus grande dans un cas que dans 'autre. En effet, la contrainte moyenne utilisée pour
les fibroblastes sauvages est de 60Pa et elle est de 67Pa dans le cas des fibroblastes dépourvus
de vimentine. La déformation seuil moyenne atteinte par ces fibroblastes avant rupture est de
380%, i.e. quand la cellule atteint & peu prés cinq fois sa taille initiale.

’ type H glutaraldéhyde | cadhérine | fibronectine H <oa> \ G'(1Hz) ‘ N ‘
C27 . - - 0.24 +0.01 | 6637300 | 43
C 2.7 (Japlakinolide) . - - 0.4440.08 | 8607550 | 4
c27 - . - 0.29+0.02 | 850720 | 12
Fibroblaste V+/+ . - - 0.26 £0.02 | 745755 | 13
Fibroblaste V-/- . - - 0.25+0.01 | 56073 |19
Macrophages . - - 0.25 £ 0.04 | 2210735 [ 8
Macrophages - - . 0.20 £ 0.03 | 1910750 [ 7

TaB. 2.1 — Tableaux récapitulatif des résultats de fluage obtenus avec divers types cellulaires et
différentes conditions d’adhérence aux lamelles de verre.
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F1a. 2.10 — Distribution du préfacteur de la fonction de relaxation pour des fibroblastes sauvages
(en vert, a gauche) et des fibroblastes sans vimentine (en bleu, a droite).< logAy, /. >= —2.66+
0.22 et <logAy_,_ >= —2.54 £ 0.10. Les distributions sont ajustées par des gaussiennes.
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Fia. 2.11 — Déformation sous contrainte constante d’un fibroblaste sauvage (en orange, a) et
d’un fibroblaste n’exprimant pas la vimentine (en bleu, b).
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Chapitre 3

Adaptation de la force développée lors
de I’étalement

Lorsqu’une cellule s’étale entre nos deux lamelles de verres, on observe que l'aire des deux
faces en contact des lamelles augmente de maniére assez symétrique, i.e. qu’elle croit avec la
méme cinétique des deux cotés. Au fur et & mesure que croissent les surfaces de contacts, on
obesrve que la taille cellulaire perpendiculaire au plan des plaques diminue. La cellule défléchit
donc la lamelle souple quand elle s’étale, ce qui signifie qu’elle exerce une force sur cette méme
lamelle. Les expériences que nous décrivons ici visent a mesurer les forces que peut développer
de cette maniére une cellule.

3.1 Protocole

Ces expériences consistent a disposer une cellule entre deux lamelles recouvertes de glutaral-
déhyde et de mesurer la déflexion de la lamelle produite par 1’étalement de la cellule. Les étape
de positionnement des lamelles et de collage sont indentiques a celles employées pour les expé-
riences de fluage. Aprés avoir mis les lamelles au contact de la cellule, on attend une trentaine
de secondes que la cellule adhére aux lamelles puis on remonte la cellule accrochée aux deux
lamelles. Ensuite, on dispose la pointe de la lamelle souple au centre du capteur afin de suivre
la déflexion de la lamelle grace au signal généré par le mouvement de 'image de la pointe sur
le capteur. Dans ce cas la rétroaction est débrayée et la pointe de la lamelle souple est libre de
se déplacer. On enregistre ensuite ce signal au cours du temps au fur et & mesure que la cellule
s’étale (Fig 2.12).

y'y ﬂ(-(t)

FiG. 3.1 — lllustration de la force développée lors de 1’étalement d’une cellule.
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Chapitre 3. Adaptation de la force développée lors de l'étalement

3.2 Résultats

On trace ’évolution de la déflexion, i.e. de la force développé par un myoblaste, au cours du
temps lorsque ce dernier s’étale entre nos deux lamelles de verres recouvertes de glutaraldéhyde
ainsi que ’évolution de la surface de contact au niveau des lamelles (Fig 2.13).

F (nN) S (um’)
150 600
500
100 400
300
50 200
100

0 0
0 1000 2000 3000 4000 5000
temps (s)

FIG. 3.2 - Evolution de la force développée (o bleus) par la cellule lorsqu’elle s’étale ainsi que de
Paire de contact cellule-lamelles (x vertes).

On s’apercoit que la force développée croit de maniére monotone jusqu’a atteindre une valeur
limite Finqp au bout d’un certain temps ¢4, défini comme le début du plateau. Les forces déve-
loppées que nous observons sont bien plus importantes que celle rapportées pour des fibroblastes
enchassés dans une matrice GAG (1nN) [Freyman, 2001].

Nous avons réitéré ce type d’expériences en faisant varier la raideur des lamelles souples afin
de voir si la force maximale développée par le myoblaste lors de son étalement dépendait de la
raideur des lamelles. On trace alors la courbe de cette force maximale en fonction de la raideur
de la lamelle et on s’apergoit que les points s’alignent selon une droite (Fig 2.14).

FiG. 3.3 — Force maximale Fj,q, développée par la cellule & la fin de son étalement en fonction
de la raideur k de la lamelle souple pour des myoblastes (N = 6). On ajuste la courbe par une
loi de proportionnalité.

La compréhension de cette courbe est simple. En effet, on observe que L(t) — Ly, pour
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t — o0 avec Ly &~ bum pour les myoblastes. Alors, étant donné que F(t) = k.z(t) et que
x(t) = Lo — L(t) (Fig 2.4) avec Lo ~ 15um, on s’attend & ce que z(t) — Tyqe donc a ce que
F(t) — k.Tymar avec Tmge indépendant de la cellule testée. Cela revient a dire que la cellule
s’étale jusqu’a Lyn et ceci quelque soit la force qu’elle doit fournir®.

De méme, on observe que plus la lamelle est rigide, plus la cellule met de temps a atteindre

sa déformation finale (Fig 2.15), i.e. pour achever de se contracter en s’étalant.

0 2 4 6 8 10
k (nN.um™)

o

Fia. 3.4 — Temps que met la cellule & s’étaler en fonction de la raideur de la lamelle souple.

1l faudrait, maintenant, faire un enregistrement vidéo en continu afin de suivre la variation
d’aire de contact et de la confronter a celle de la force. En effet, sur les expériences préliminaires,
avec un faible nombre de relevés des surfaces de contact, il semble que 'augmentation de la force
précéde I'augmentation de surface, comme si la cellule devait dans un premier temps exercer des
efforts perpendiculairement au plan des deux plaques avant de pouvoir développer des efforts
tangentiels.

4%dans la limite de la gamme de raideur testée
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Conclusion générale

Comment mesurer la réponse mécanique d’une cellule vivante 7 Nous avons répondu a cette
question en mettant au point un véritable rhéomeétre & cellule unique s’inspirant du dispositif
d’étirement uniaxial d’O. Thoumine et d’A. Ott. Une conception originale des microplaques a
rendu possible la mise en place d’un systéme d’asservissement permettant de contréler contrainte
ou déformation. Combinée & une thermalisation de ’ensemble du dispositif, la nouvelle géometrie
des microplaques a, de plus, le grand avantage d’éliminer les dérives.

Ainsi avons-nous pu montrer que, pour tous les types cellulaires sollicités, la fonction de
fluage suivait une loi de puissance fonction du temps (J(t) = At®). L’exposant est distribué
normalement autour de 0,25, alors que le préfacteur est distribué de maniére log-normale. Ayant
déterminer le régime linéaire, nous avons pu comparer nos résultats de fluage aux mesures de
rhéologie dynamique (magnétocytométrie, AFM). Ainsi, pour la premiére fois a I’échelle de la cel-
lule entiére, avons-nous pu confirmer, qualitativement et quantitativement, les résultats obtenus
par des techniques ou la sollicitation est locale et oscillante. Par ailleurs, des expériences préli-
minaires ont montré que I'application de contraintes via différentes protéines transmembranaires
(intégrines, cadhérines) influencait les paramétres (A et «) de la fonction de fluage.

En vue d’identifier la contribution des éléments du cytosquelette & la réponse mécanique
d’une cellule, nous avons réalisé des mesures sur des fibroblastes n’exprimant pas la vimentine
et sur des fibroblastes sauvages. Il a été mis en évidence que la vimentine n’avait pas d’incidence
sur la forme de la fonction de fluage mais qu’elle était nécessaire au maintient de 'intégrité
mécanique a grande déformation.

Enfin, le dispositif experimental nous a permis de mesurer la force exercée par une cellule
lorsqu’elle s’étale entre les deux lamelles de verres. Les premiers résultats semblent indiquer que
les myoblastes sont capables d’adapter leur force a la raideur des lamelles.

Outre les perspectives proches développées dans la derniére partie, il devient necessaire, afin
de progresser dans 'interprétation des résultats obtenus, d’imager le comportement des différents
éléments du cytosquelette ainsi que des complexes d’adhésion lorsque la cellule est sous contrainte.

— Pour imager, en volume, la réorganisation éventuelle des différents éléments du cytosque-
lette, on pourra effectuer des mesures mécaniques couplées & de la microscopie de fluo-
rescence. Cependant, la simple microscopie de fluorescence sera insuffisante pour résoudre
les structures d’intérét. Il sera certainement nécessaire d’effectuer de la reonstruction 3D a
partir d’images prises dans différents plans de mise au point (coupes pour déconvolution),
et méme d’adapter notre montage sur un microscope confocale ou & 2-photons.

— Afin d’étudier la distribution et la dynamique des complexes d’adhésions lorsque la cel-
lule est soumise & une contrainte, on aimerait doter le rhéométre d’un dispositif & ondes
evanescentes. Ce montage permettrait de comprendre 'influence des différentes protéines
d’adhérence sur les mesures rhéologiques. Il permettra certainement de savoir si la dis-
tribution log-normale du préfacteur est le reflet de la distribution spatiale des contacts
cellule-substrat.
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Annexe A

Culture et préparation des cellules

Nous présentons ici les détails concernant la culture et la préapration en vue de réaliser des
expériences de fluage. La culture cellulaire nous sert & avoir en permanence un stock de cellules
disponibles. Elle a été effectuée au laboratoire dans une salle déstinée a cet effet. La préparation
des cellules désigne la maniére dont ces cellules sont détachées de leur substrat de culture en vue
d’étre utilisées pour les expériences.

A.1 Cultures cellulaires

La culure cellulaire comme celle des plantes consiste grossiérement & déposer des cellules sur
un substrat et dans un milieu adéquats. Les cellules ainsi déposées se divisent et leur nombre se
multiplie. On dit alors qu’elles poussent. La culture cellulaire a & peine cent ans. La premiére
culture in vitro fut réalisée en 1903 avec des globules rouges de triton par le francais Justin Jolly.
Il existe deux types de cultures : les cultures primaires et les lignées cellulaires. Une culture
primaire comnsiste a prélever directement sur un animal vivant des cellules au sein d’un tissus,
puis de les mettre ensuite en culture. Ces cellules meurent aprés un nombre fini de divisions.
Les lignées cellulaires sont elles le fruit d’années d’efforts consistant & immortaliser les cellules
par modification génétique. Ces lignées, généralement, présentent ’avantage d’étre stables, ce
qui signifie que leur propriétés ne s’altérent pas au cours des divisions succéssives. Les premiéres
cultures stables ont été réalisées a partir 1912 par Alexis Carrel et concernaient des fibroblastes de
ceeur de poulet. Il montre ainsi qu’a condition d’étre nourries réguliérement dans des conditions
aseptiques, les cellules poussent en culture pendant plusieurs mois [Alberts, 1994].

Pour notre part, nous avons essentiellement travaillé avec trois types cellulaires bien distincts.
Les C2.7 sont une lignée, les fibroblastes primaires et les macrophages sont quant & eux issus de
cultures primaires. Nous allons maintenant détailler la maniére dont ces types cellulaires sont
cultivés.

A.1.1 Myoblastes C2.7

La lignée des C2.7 est un sous-clone de la lignée des C2 [Catala, 1995| dérivant du muscle
squelettique issu de souris adulte C3H [Reznikoff, 1973|. Les C2.7 sont des myoblastes, ¢.a.d
des précurseurs des cellules du muscle squelettique. Ces cellules sont générées, lors du déve-
loppement de 'embryon, & partir des somites formés dans le mésoderme [Alberts, 1994]. Elles
migrent ensuite dans le mésenchyme, ¢.a.d le tissu conjonctif embryonnaire. Aprés une période
de prolifération, les myoblastes fusionnent pour donner naissance a des myotubes. Ces myotubes,
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cellules polynucléées, sont les cellules du muscle squelettique chez ’adulte. Il subsiste néanmoins
quelques cellules sattelites chez ’adulte servant & d’éventuelles réparation du muscle.

Les C2.7 sont cultivées dans des boites de cultures de 25¢m? (Techno Plastic Products, Suisse)
placées dans un incubateur dont la température est maintenue a 37°C' avec une atmosphére
régulée a un taux de CO2 de 5%. Les cellules baignent dans 5m/L de milieu complet constitué
de 77% de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), de 20% de sérum de veau fétal, de
1% de pénicilline, de 1% de glutamine et de 1% de streptomycine. Les cellules sont maintenues
en culture jusqu’a ce que le tapis atteigne 70% de confluence. Les cellules sont alors décollées
et remise en culture. On réensemence les boites avec 100uL récupéré a partir du culot issu de
la centrifugation (§ 3.2.1). Les passages sont effectués en moyenne tous les trois jours, excepté
aprés la décongélation d’une souche ot la reprise de la culture est plus lente.

La souche des C2.7 nous a été fournie par I’équipe de Denise Paulin (Laboratoire de Biologie
Moléculaire de la Différenciation, EA-300 Paris 7). Pour éviter que les cellules aient trop de
passages, aprés une vingtaine de passage, on décongéle des cellules qui avaient été congelées lors
de leur arrivée au laboratoire. Pour les décongeler, il suffit juste de verser le mL venant d’étre
décongelé dans une boite de culture avec 5mL de milieu complet.

A.1.2 Fibroblastes Primaires

Les fibroblastes sont des cellules des tissus conjonctifs. Ces cellules sécrétent les macrolécules
de la matrice extracellulaire, notamment le collagéne. L’orientation de leur cytosquelette, oriente
la matrice extracellulaire dans laquelle ils vivent [Alberts, 1994]. Les fibroblastes sont aussi connus
pour leurs grandes capacités a migrer. Par exemple les fibroblastes des tissus conjonctifs de la
peau migrent vers les régions endommagées par une blessure afin de réparer le tissus.

Les fibroblastes primaires, comme leur nom l'indique, sont issus de cultures primaires. Ce
sont en réalité des cultures secondaires, ¢.a.d qu’aprés leur prélévement on les a cultivées dans
des boites de cultures. Ces cellules sont prélevées sur des oreilles de souris. On notera toute-
fois qu’il n’est pas certain que les fibroblastes provenant d’'une méme région soient équivalents
[Alberts, 1994]. Il possédent en effet une grande aptitude a se différencier. Nous avons travaillé
avec deux types de fibroblastes primaires : des fibroblastes primaires vimentine -/- et des fibro-
blastes primaires vimentine +/+, la vimentine étant un type de filaments intermédiaires. Les
-/- n’expriment pas la protéine tandis que les +/+ Uexpriment. Il y a cependant une différence
dans la maniére dont ces cellules sont cultivées. Les +/+ sont de pures cultures secondaires,
alors que les - /- sont issus de culture primaire au sein de laquelle a été cloné un ilot sélectionné.
Tout ce travail a été réalisé par les biologistes du Laboratoire de Biologie Moléculaire de la
Différenciation, EA-300 Paris 7 [Colucci-Guyon, 1994].

A.1.3 Macrophages

Les macrophages sont des leucocytes spécialisés dans l'ingestion de débris cellulaires et de
bactéries par phagocytose. Ces cellules circulent dans les voies sanguines avant de migrer hors
des capillaires dans les tisus conjonctifs vers les lieux d’infection. Contrairement aux neutrophiles
ces cellules peuvent survivre plusieurs mois, voir plusieurs années [Alberts, 1994].

Les macrophages avec lesquels nous travaillons sont prélevés sur un rat le matin de 'expé-
rience. En ce sens ce sont de véritables cultures primaires. Les rats utilisés pour les prélévements
sont des Spraguedawleys méales immunisés contre les maladies. Lorsque le rat atteint environ 350g,
on opére sur ce dernier un lavage de poumon afin de prélever les macrophages qui se trouvent
sur les paroies internes des poumons. Tout d’abord on rince les poumons avec un mélange pré-
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paré a partir de 100mL d’eau & 18M(Q), de poudre de Hanks, de bicarbonate de sodium et de
10mg d’EGTA. Le rincage s’effectue avec 10mL de ce mélange. On pratique ensuite deux lavages
utilisant chacun 12mL du mélange précédent. On récupére ainsi 24mL du mélange contenant a
présent les macrophages ainsi que quelques globules rouges. Ces 24mL sont ensuite centrifugés,
ce qui permet de rincer le milieu. Puis on reprend le culot dans 3mL de RPMI 16/40 contenant
0.1% de BSA. Enfin, on préleve 63uL du dernier mélange, pour les diluer dans 5mL de DMEM.
On prépare ainsi des tubes de bmL directement utilisable pour nos manipulations.

Les prélévements des macrophages et la préparation des échantillons ont été réalisés au la-
boratoire de Physiopathologie de la nutrition (Paris 7) par Sophie Féréol, étudiante en these a
PINSERM de Créteil (UMR 492, Physiopathologie et Thérapeutiques Respiratoires).

A.2 Deécollement des cultures et préparation

Excepté pour les macrophages, les cultures de cellules décrites ci-dessus permettent de dispo-
ser en permanence d'un stock de cellules. Pour pouvoir manipuler ces cellules il convient de les
détacher de leur boite de culture pour les mettre dans des tubes. En effet, en culture, les cellules
adhérent au fond de la boite. Pour les détacher, il faut donc couper les liens qui les relient & leur
substrat tout en conservant 'intégrité de la cellule. Pour cela il y a plusieurs méthodes. Nous en
verrons deux, puis nous décrirons comment ces cellules sont conditionnées in situ.

A.2.1 Trypsination

La méthode la plus couramment rencontrée pour décoller des cellules est la trypsination.
La trypsine est une enzyme protéolitique, ¢.4.d une enzyme qui dégrade les liaisons peptidiques
des protéines sur lesquelles elle agit en hydrolisant une ou plusieurs de ces liaisons. En plus de
la trypsine, on ajoute un agent chélatant, ¢.a.d qui fixe les ions Ca?*, TEDTA (acide éthyléne
diaminetétracétique). Le protocole est le suivant :

On enléve les 5m L de milieu complet contenus dans la boite de culture. Puis on rinse le tapis
cellulaire avec 1mL de trypsine-EDTA. Cette étape sert a enlever les ions divalents contenus dans
le milieu complet et dont il subsiste toujours un résidu. Aprés avoir retirer ce mL, on rajoute a
nouveau 2mL de trypsine-EDTA qu’on laisse agir cette fois pendant 2min. Au bout de ce temps
, la quasi totalité du tapis est décollé. On ajoute alors 500uL de sérum de veau fétal. Ceci a pour
effet de bloquer 'action de a trypsine-EDTA. On place ensuite ces 2.5mL dans un tube Falcon
de 15mL. A I'aide d’une pointe de 1mL, on sépare mécaniquement par flux et reflux les amas de
cellules. Cette étape doit se faire trés doucement pour ne pas abimer la membrane des cellules
qui a été fragilisé par ’action de la trypsine. On rajoute ensuite 10mL de DMEM sans sérum. On
centrifuge le tout & 1000 tours pendant 4min. Cette étape sert a rinser la trypsine-EDTA. Pour
étre sir de bien ringer, on centrifuge une deuxiéme fois. On récupére le culot que ’on resuspend &
nouveau dans 1mL de DMEM. Comme précédemment, par flux et reflux, doucement on casse les
amas cellulaires. On préléve enfin 100uL de cette suspension que ’on resuspend encore dans des
tubes stériles contenant 5mL de DMEM. Ce sont ces tubes qui serviront pour les expériences.

A.2.2 Décollement a froid

Une autre maniére de décoller les cellules est le décollement a froid. On aspire tout d’abord
le milieu cellulaire de la boite de culture dans laquelle sont contenues les cellules. Puis, on rinse
le tapis avec 3mL de tampon constitué de PBS (Phosphate Buffer Salin), de 3.5mM d’EDTA
et de 2% de BSA (fraction v). On remet ensuite 5mL de tampon dans la boite que 'on place
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environ 2min sur de la glace. Par flux et reflux succéssifs, on détache mécaniquement les cellules
de leur substrat. Encore une fois cette opération doit se faire doucement si on ne veut pas abimer
les cellules. On place ensuite les 5mL de tampon contenant les cellules dans un tube Falcon de
15mL dans lequel on rajoute 10mL de DMEM. On centrifuge le tout pendant 5men & 1000 tours.
On récupére ensuite le culot que 'on resuspend dans 1mL de DMEM. On préléve enfin 100 L
que 'on resuspend dans un tube stérile contenant 5mL de DMEM. Comme précédemment, ce
sont ces tubes qui serviront aux expériences.

A.2.3 Conditionnement in situ

Une fois décollées les cellules sont conditionnées dans des tubes puis placées a agiter dans un
incubateur 8 37°C. Elles y restent deux heures. Cette étape est cruciale. En effet, il semblerait que
la trypsine dégrade les protéines d’adhésion. Cette hypothése demande toutefois a étre vérifiée.
Les deux heures servent donc a ce que les cellules puissent resynthétiser leurs protéines d’adhésion.

Apres les deux heures, les cellules sont & nouveau capable d’adhérer, notamment a nos la-
melles. On verse donc les bmL du tube contenant cellules et milieu dans une chambre expérimen-
tale cylindrique de 6em de diamétre et de 5em de hauteur. Des encoches sont pércées de chaque
coté afin de faire passer les bras portant les microplaques (Fig 1.5 et Fig 2.5). A ces 5mL sont
ajoutés 6mL de DMEM, puis enfin 10mL de parafine GPR (BDH Laboratory Supplies Pool,
Angleterre).

Pour que le pH du milieu reste constant pendant la durée des expériences, on tamponne le
milieu avec de 'HEPES (GIBCO) a 15mM. De plus I'huile permet d’éviter les échanges d’Oq
source de changement de pH. Par ailleur, la sonde de la thermalisation est plongée dans le milieu
cellulaire, ce qui assure que la température du milieu est bien a 37°C.
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Traitement de la surface des
microplaques

Pour pouvoir étirer les cellules, il faut les attacher a nos microplaques. Il est donc néces-
saire de traiter chimiquement la surface des lamelles afin d’assurer une adhérence suffisante. Or
I'adhésion naturelle au verre n’est pas suffisante pour supporter les contraintes appliquées. His-
toriquement [Thoumine, 1997], & cause du trés faible taux de réussite de collage d’une cellule
aux lamelles (20%), agent chimique choisi fut le glutaraldéhyde pour sa capacité a former des
liaisons covalentes avec les fonctions amines de toutes les protéines transmembranaires. Ainsi en
s’attachant & un maximum de protéines transmembranaire, les chances de réussite étaient plus
grandes que si 'on avait opté pour une molécule spécifique de ’adhérence cellulaire qui aurait
ponté un nombre moins important de protéines. Par la suite, ayant observé que les difficultés
d’adhésion semblaient plutdt liées a la trypsination des cellules, nous avons pu traiter nos mi-
croplaques avec des protéines spécifiques de ’adhérence cellulaire telle que la fibronectine et la
cahérine. La partie des microplaques a traiter, la partie en contact avec la cellule, est la pointe
des lamelles. Pour des raisons de commodités, on traite les microplaques dans leur ensemble.

B.1 Nettoyage

Avant chaque traitement les microplaques sont nettoyées. On les trempe pendant 10min
dans une solution de piranha [Ladoux, 2001] composée a 67% de péroxide d’oxygene a 30%
stabilisé (PROLABO) et a 33% d’acide sulfurique NORMAPUR a 95% (PROLABO). Grace a
ce nettoyage, il est possible de réutiliser des microplaques ayant déja servies lors d’expériences
précédentes. Si aprés plusieurs utilisations, on n’arrive plus & nettoyer les lamelles, on les plonge
dans un bain de soude concentrée (5M) pendant quelques heures. Puis on les rince dans un bain
de piranha pendant 10min afin d’étre str que les traitements seront équivalents.

B.2 Glutaraldéhyde

Les biologistes utilisent le glutaraldéhyde en solution pour fixer les cellules en vue d’effectuer
des marquages fluorescent permettant notamment de faire des analyses de structure. Dans notre
cas, le glutaraldéhyde n’est présent qu’a la surface des lamelles et fixe uniquement la zone de
contact entre la cellule et 1a lamelle. Le traitement se déroule en deux étapes. La premiére consiste
& déposer des silanes sur les lamelles de verre et la seconde consiste & déposer des molécules de
glutaraldéhyde sur la surface couverte d’amines.
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On trempe pendant deux heures les microplaques dans un bain de silanes aminés. Ce bain
est composé a 90% d’éthanol absolu RECTAPUR (PROLABO), a 7% d’eau a 18 M (Millipore)
et & 3% de 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich, France). Pendant les deux heures les
molécules de silane réagissent avec la silice du verre et s’y fixent. Les groupements méthyl ré-
agissent avec les molécules d’eau et les molécules d’éthanol afin de former des liaison entre la
silice du silane et la silice du verre (Fig B.1).
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|
HyC —CH —CHy—0 —(CHy); —8i—OCH;
)
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Fic. B.1 — 3-aminopropyltriethoxysilane

Apres avoir sorti les microplaques du bain de silanes aminés, on les rince avec de d’éthanol.
On attend que le microplaques séchent, puis on les trempe dans un second bain. Le deuxiéme
bain est composé de glutaraldéhyde G-7776 (Sigma-Aldrich, France) dilué a 2% dans de 'eau a
18M Q. On les y laisse une heure. Un des aldéhydes en bout de chaine (Fig B.2) réagit avec la
partie N-terminale de la molécule de silane.

O=—=CH — CH,—CH,—CH,—CH=0

Glutaraldehyde

FiG. B.2 — glutaraldéhyde

Au final, nous avons donc un tapis de groupements aldéhydes sur la surface de la lamelle.
Ces groupements aldéhydes réagiront donc avec les parties N-terminales des protéines trans-
membranaires. Ainsi, on s’attache a toutes les protéines transmembranaires ayant leur extrémité
N-terminale & I'extérieur de la cellule. Ce type d’attache est de fait non spécifique.

B.3 Cadhérine

Les cadhérines sont membres d’une famille de protéines d’adhésion intercellulaire dans les
tissus animaux. Ces protéines sont Ca®t dépendante et s’apparient par des mécanismes homo-
philes, c.a.d que 'adhésion résulte de l'interaction entre les cadhérines présentent & la surface
de deux cellules voisines. Il existe plusieurs type de jonction cellule-cellule structurellement et
fonctionnellement différentes. Pour une cellule épithéliale, les jonctions sont organisées comme
indiquée sur la figure B.3.

Le traitement cadhérine est plus compliqué a mettre en place. En effet, comme les lamelles
ne doivent jamais sécher au cours du traitement, le traitement se fait donc in situ. Tout d’abord
on recouvre les microplaques d’organopolysiloxane (Sigmacote, Sigma) [Gavard, 2003]. On posi-
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FiGg. B.3 — Types de jonctions cellule-cellule pour une cellule épithéliale de I'intestin gréle. Les
jonctions étanches (occluding junctions) assurent la cohésion du feuillet dans le cas d’un épithé-
lium. Leur fonction principale est d’empécher les échanges de molécules entre le liquide au contact
de la face apicale et celui au contact de la lame basale. Le deuxiéme type de jonction regroupe
les jonctions d’ancrages (anchoring junctions). Ces jonctions ont un role purement mécanique.
Elles sont subdivisés en deux sous classes : les jonctions adhérentes qui offrent des sites d’atta-
chement pour les filaments d’actine et les desmosomes qui offrent des sites d’attachement pour
les filaments intermédiaires. Le dernier type de jonction concerne les jonctions communicantes
(gap junctions) qui permettent le passage de signaux chimiques ou éléctriques entre cellules.

tionne ensuite les microplaques sous le microscope et on recouvre leur pointe d’'une goutte conte-
nant 150uL de tampon borate et 2uL de fragments d’anticorps Fey (Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA) a 2ug.uL~" [Lambert, 2000]. On laisse cette goutte pendant deux heures. On
rince ensuite avec le tampon borate en déposant puis apirant cing fois une goutte de ce tampon.
L’étape suivante consiste & déposer une goutte contenant 200 L de tampon borate et 25uL de la
protéine chimérique NCad-Fc [Lambert, 2000]. A nouveau, on laisse cette goutte pendant deux
heures. On rince ensuite cinq fois avec du tampon borate comme précédemment. Enfin, afin de
saturer les sites d’adhésion non spécifiques, on dépose 2mL de tampon borate dans lequel on a
dilué de la BSA, bovine serum albumine, (Sigma-Aldrich, France) a 1072g.mL~!. On laisse les
lamelles incuber 10min dans cette solution et on déverse ensuite les cellules. La construction de
la cadhérine chimérique est réalisée a 1'unité INSERM du Fer a Moulin par Mireille Lambert.

B.4 Fibronectine

La fibronectine est une grande glycoprotéine contenue dans la matrice extracellulaire. Elle
favorise ’attachement des cellules a la matrice. Cette protéine est un dimeére contenant des
séquences RGD, sites de fixation aux intégrines.

Ce traitement est le plus simple et le plus rapide. Aprés avoir nettoyé les microplaques, on
les trempe dans un bain constitué de 5mL de DMEM contenant 25uL de fibronectine F-1141
(Sigma). Deux stratégies sont possibles. Soit on place les bains & 37°C' et on y laisse pendant
une demie heure les microplaques. Soit les bains sont & température ambiante et on y plonge les
microplaques pendant deux heures. I’inconvénient de ce traitement est d’induire un étalement
trop rapide et quasi systématique des cellules sur les microplaques.
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Annexe C

La détection optique

C.1 Principe de fonctionnement du capteur de position

Le capteur est caractérisé par une résistance linéique p. Dans son principe, ce détecteur est
comparable & un potentiométre.

-L/2 +L/2

. g \ :
i i
1 R, R, 2

Fig. C.1 — Le détecteur, comparable & un potentiométre, permet de détecter la position d’un
point lumineux. Cette position détermine les valeur des résistances Ry et Ry & travers lesquelles
s’écoulent les courants 71 et 7.

Une tache lumineuse d’intensité Iy, incidente & une distance x du centre du capteur, a pour
effet de créer une paire elctron-trou charge électrique g et donc un courant ¢g proportionnel &
I'intensité incidente (Fig C.1). Le capteur se comporte alors comme un générateur de courant
(Fig C.2) :

. Ry -
= RyR, W0
o (1)
2= RifR; 0

Puis les résistances s’expriment :

i +2) (C.2)
) i



Anneze C. La détection optique

Fic. C.2 — Circuit équivalent du capteur éclairé par une tache lumineuse ponctuelle située a
I’abscisse x. La tache crée un potentiel électrique U. les charges s’écoulent ensuite de part et
d’autre du capteur, créant ainsi deux courant i et is.

d’ou : ,
i1=%2(1-

5 )
=10+ )

NISE

(C.3)

Par ailleurs ¢g est proportionnel & 'intensité Iy du faisceau incident, c’est & dire a la surface
de la tache élémentaire et a I’éclairement. On écrit donc g = kegpdxdy ol o est une constante
caractéristique du matériaux dont est constitué le détecteur. Alors :

S keodzdy 1_ =
Z-l ke Lled ( é) (04)
12 = 7‘02' y(l + %)
2
On déduit donc que :
L . .
x = 72keodxdy(12 — 1) (C.5)

et 'on constate que la position x du faisceau incident sur le capteur est donnée par la différence
(12 — i1) des courants récoltés a ses bornes.

Cependant, & ce stade, la valeur de x reste dépendante de la valeur Iy de I'intensité du faisceau
lumineux. Elle peut donc étre modifiée par des variations d’intensité. Pour s’affranchir de cet
artefact, il suffit alors de diviser la différence des courants ¢; et io par leur somme. La mesure m
de la position z est alors donnée par :

_i2— 1
g iy

=7 (C.6)
2

m varie alors de -1 a 1 lorsque le faisceau parcourt le capteur (—% <z < %)

C.2 Détection de nos lamelles (contraste inversé)

Nous venons de décrire le principe de fonctionnement du détecteur tel qu’il est prévu par le
fabriquant. Pour notre application (détection de la pointe d’une lamelle de verre transparente),
nous avons du travailler non pas avec un point lumineux sur fond noir, mais plutét avec un trait
sombre (correspondant au minimum d’intensité de la tache de diffraction due aux bords de la
lamelles) sur un fond uniformément éclairé. Nous allons décrire ici, le fonctionnement du capteur
dans ces conditions.
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C.2. Détection de nos lamelles (contraste inversé)

C.2.1 Eclairage uniforme

Supposons que le détecteur soit éclairé uniformément (typiquement ’éclairage du microscope
inversé) et regoit une quantité d’énergie lumineuse par unité de surface eg. Alors le courant
total recu est ig = kegLl, ou L est la longueur du capteur, 1 sa largeur et k est une constante
caractéristique du détecteur. Le détecteur étant uniformément éclairé, le courant ig se divise en
deux courants égaux ¢1 et 42 & ses bornes. Donc d’apres I’équation C.7, m = 0.

C.2.2 TAache lumineuse d’extension finie

Supposons maintenant qu’on applique un cache de sorte que seul un carré de surface infini-
tésimale dS = dxdy situé a une distance x du centre soit uniformément éclairé (Fig C.3).

y

L2 / . +L12
v S : 5
e \,

Fia. C.3 — Cas d’une tache lumineuse rectangulaire sur un fond noir.

Alors, nous sommes ramenés au fonctionnement décrit en C.1 avec ig = kegdxdy = i1 + 12
(i1 et iy sont donnés par I'équation C.5) et avec x toujours donné par C.7.

Si l'on étend la surface éclairée & une bande de longueur égale a la largeur du capteur et
de largeur Az (Fig C.4). Alors, chaque carré de surface dS = dxdy offre une contribution au
courant total : d?iy = kegdxdy. Le courant total est égal la somme de chaque contribution :

L

Ly A
i0(Az) = k60/2 / AQ dxdy = kegl Az (C.7)

-L/2

F1G. C.4 — Cas d’une bande uniformément éclairée sur fond noir.

D’aprés ’équation C.5 :

4%y = Lo (1 — %) o)
d%ig = Lo (1 4 %) '
Soit :
z keg 3 (oSt T
(ig —i1)(Az) = //fd2i0 ==z [, / L, rdrdy = keol Az (C.9)
2 2 Jogle=F 2

Puis, m(Az) = £. On retrouve le méme résultat qu’avec une tache lumineuse ponctuelle (Eq

2
C.7). x représente ici le centre géometrique de la tache étendue ("barycentre lumineux").
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Anneze C. La détection optique

C.2.3 Ombre sur un éclairage uniforme

Intéressons nous maintenant & la sortie du capteur lorsqu’il est uniformément éclairé et qu’une
bande sombre de longueur 1 et de largeur Az en occulte une partie (Fig C.5). Cette situation
correspond en quelques sorte au négatif de la situation précédente et représente schématiquement
la configuration dans laquelle nous avons travaillé, i.e image de la pointe de la lamelle souple sur
le capteur uniformément éclairé. Dans cette configuration, on désigne les grandeurs ig et m avec
un indice moins, i.e. 75 et m—.

Fia. C.5 — Cas d’une bande noire sur fond uniformément éclairé. La bande en pointillés a gauche
représente le symétrique par rapport & Oy de la bande noire de droite.

Dans ce cas :

L L v
— 2 2 2
ip (Az) = k:eo/ l dy(/ L dx —/ N dx) (C.10)
~L L _ A
Donc,
iy (Azx) = keol(L — Ax) = ig — ig(Ax) (C.11)

Le courant total est donc simplement égal au courant (ig) que délivrerait le capteur si il était
uniformeément éclairé auquel on retranche le courant (io(Az)) que délivrerait une bande lumineuse
de méme largeur que la bande sombre.

Az Az

[ 5 T+ 5 l 55 in (A
(i3 —i7)(Azx) = kegf[/i zdx —/ ’ zdzx] = —keof/ A2 xrdr = —M (C.12)
2 /-3 TS g Je=5F 2

Finalement, on obtient que la mesure de la position m™~ est donnée par :

z Az Ax

(C.13)

On constate que travailler en contraste inversé a deux conséquences : une inversion du signe
et une sensibilité diminuée d’un facteur szx.

Dans cette configuration, de toute la surface éclairée du capteur, seule la partie symétrique
de la zone sombre par rapport a Oy (Fig C.5) donne une contribution non nulle & iy — 4. Les
contributions des autres parties s’annulent deux & deux, i.e. & chaque élément de surface éclairé
situé & > 0 correspond un élément symétrique (z < 0). Ceci explique le signe (—) qui apparait
dans la formule (C.14).

Le facteur szx rend compte du fait que si io — i1 est proportionnel & la surface [Ax de la
zone éclairée symétrique de la zone sombre par rapport & Oy ; la somme i2+14; est proportionnelle
a toute la surface éclairée du capteur /(L — Ax).

Ainsi, ne retrouve-t-on les performances du contraste direct que pour une tache large Az = %
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Annexe D

Expérience de relaxation

Une expérience de relaxation consiste a mesurer la force F'(t) nécessaire pour appliquer et
maintenir une déformation constante sur un corps donné. On utilise pour ce faire notre dispositif
d’étirement uniaxial (Partie II). Ce chapitre concerne exclusivement les myoblastes C 2.7 collées
aux lamelles de verre par du glutaraldhéyde.

D.1 Protocole et principe

Protocole Le protocole de positionnement des lamelles pour ces expériences est identique &
celui utilisé dans le cas d’expériences de fluages. On traite tout d’abord les lamelles de sorte &
couvrir la surface du verre de molécules de glutaraldéhyde (Annexe B). En paralléle nous décolons
les cellules par action de la trypsine (Annexe A). On débute l’expérience deux heures plus tard,
aprés avoir préalablement positionné les lamelles de maniére & ce que 'image de la lamelle souple
soit au centre de la plage linéaire du capteur (Partie II, §3).

Principe Nous imposons une déformation donnée en déplagant la lamelle rigide parallélement
a Oy et nous la maintenons en rétroagissant sur le bras porteur de la lamelle souple. Aprés le
déplacement initial, les positions de la pointe de la lamelle souple et de la lamelle rigide sont
maintenues fixes (Fig D.1). Initialement, la cellule est indéformable. La pointe de la lamelle souple
se déplace donc avec la lamelle rigide. Ensuite, en plus de la relaxation naturelle de la lamelle
souple ainsi défléchie (p, compté positivement dans le sens des y décroissants), le programme
de controle déplace (§, compté positivement dans le sens des y croissants) le bras porteur de la
lamelle souple en vue de réguler sa déflection (p + d), i.e. la force, afin de ramener la pointe de
la lamelle souple & sa position initiale (p = 0) (Fig D.2). La force qui s’exerce sur le cellule est
donnée par :

F(t) =k.(p+9) (D.1)

ou k est la raideur de la lamelle souple.
La fonction de relaxation est définie par :

G(t) = ﬂ, € = cte (D.2)

€
La contrainte o est cette fois ci variable et s’exprime comme suit :

F(t) _ k.(p(t) + 8(2))
S S
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Anneze D. Ezxpérience de relazation

a)t=0s b)t=4s c) t=16s

FiG. D.1 — Pour imposer une déformation constante, & 'instant initial, on déplace paralléelement
a Oy la lamelle rigide vers une position "cible" et on maintient la position de la pointe de la
lamelle souple grace a la boucle d’asservissement.

i ) p(t»@n Sm?o(twm

a)t=0s b)t=0%*s 0<t<t, d)t <t e)t, <t

FiG. D.2 — Principe d’une expérience de relaxation : a) A ¢t = 0; b) On impose & la lamelle rigide
un déplacement Ag. Instantanément, la pointe de la lamelle souple se déflechie d'une quantité
p >~ Ag; ¢) En méme temps que p diminue, le programme de controle déplace le bras porteur de
la lamelle souple d’une quantité ¢; d) t. représente le temps d’établissement de la déformation

(p(te) = 0).

La surface sur laquelle s’applique la contraintre est calculée de la méme maniére que pour une
expérience de fluage.
_ Origide T Osouple
- 2
La fonction de relaxation est donc proportionnelle a la somme du déplacement de la pointe
de la lamelle souple (signal délivré par le capteur) et du déplacement du bras porteur de cette
méme lamelle (sortie de la boucle d’asservissement).

D.2 Comparaison avec les expériences de fluage

A la différence des expériences de fluage pour lesquelles la contrainte s’établie presque ins-
tantanémeént (1/100°™¢s), il est ici impossible de déformer la cellule quasi-instantanément. Si
I'on s’interesse & la position de la pointe de la lamelle souple, on constate qu’initialement elle
se déplace effectivement d’une quantité p pratiquement égale au déplacement Ag imposé de la
lamelle rigide (Fig D.5). La cellule se déforme ensuite, permettant a la pointe de la lamelle souple
de revenir & sa position souhaitée (zone 1, Fig D.3). Le temps d’établissement de la déforma-
tion t. est variable. Il dépend de la raideur de la lamelle et du matériau. En moyenne ce temps
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D.2. Comparaison avec les expériences de fluage

p (um) G (Pa)
o ° %0,
[]
300F o (]
[}
o, 2
[}
1 %
[}
%
[
100 |
80
60
40 ¢
0.1 1 10
temps (s) temps (s)

F1G. D.3 — p est la position de la pointe de la lamelle souple sur le capteur, G est la fonction de
relaxation d'une C2.7. Avant d’appliquer la déformation (zone 0), la position de la lamelle souple
est fixe. On applique un déplacement de la lamelle rigide & I'instant initial (¢ = 0). La déformation
ne s’applique pas immédiatement, la pointe de la lamelle souple suit la lamelle rigide (zone 1).
Une fois la déformation établie (zone 2), la fonction de relaxation suit une loi de puissance avant
de s’étaler (Fig D.3).

d’établissement est de ’ordre de 2s.
Etant donné que 'on a observé une fonction de fluage en loi de puissance, on s’attend nor-
malement & observer une fonction de relaxation aussi en loi de puissance.

G(t) =Bt (D.4)

Si Pon trace alors la fonction de relaxation en échelle logarithmique (Fig D.3), on constate
effectivement qu’une fois ’établissement de la déformation passé (zone 2, Fig D.3), la fonction
de relaxation suit une loi de puissance.

nombre de cellules nombre de cellules
5 N LN B AL AL R DAL AL L DL L AL B DL AL B J 4 | LA AL L L L AL B L B AL AL B DL AL B
4L ] [
i 3r y

06 08 1 15 2 25 3 35
o Log (B)

Fic. D.4 — Paramétre d’ajustement de la fonction de relaxation : @ = 0.28 & 0.10 et log B =
2.4740.19. Les erreurs données correspondent aux déviations standards. Il y a un point en moins

pour le préfacteur B du fait qu’une lamelle n’a pu étre calibrée.

Pour un nombre de cellules N = 7 (Fig D.4), on trouve que a = 0.28 avec une erreur standard
de £0.04 (la déviation standard est de £0.10) et que log B = 2.47+0.07 (la déviation standard est
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Anneze D. Ezxpérience de relazation

de £0.19). En supposant que les préfacteurs B sont distribués de maniére log-normale comme
pour A, alors la valeur médiane de B correspond & log_1(< log B >x). On trouve donc que
B = 295Pa £ 50 (la déviation standard est de £160).

L’exposant que 'on trouve pour la relaxation est comparable & celui obtenu pour avec les
expériences de fluage. Par contre le préfacteur que ’on trouve est sensiblement inférieur a ce qui
est obtenu avec le fluage. Cependant, il parait difficile de comparer quantitativementles résultats
de relaxation & ceux de fluage. En effet, dans le cas de la relaxation, la plage de temps analysable
couvre moins d'une décade (entre 2s et 10s) contre deux décades et demi pour le fluage. Aux
temps courts, on est limité par le temps d’établissement de la déformation et aux temps long, la
cellule s’étale (Fig D.5). Le temps d’établissement de la contrainte est de 'ordre de la plage de
temps sur laquelle la fonction de relaxation se comporte en loi de puissance, la valeur de B est
probablement liée & ce temps. Pour amélioré la situation & ’avenir, on pourrait imaginer deux
stratégies. Tout d’abord, pour analyser les mesures aux temps courts, il faudrait tenir compte
de I’évolution de la déformation et résoudre 1’équation :

o(t) = G(t)e(0) + /Ot Gt —te(t)at (D.5)

ou G est la fonction inconnue & déterminer et €(0) = 0 (cellule indéformable). Cependant pour
t = 0, comme o(0) = 0 et €(0) = 0, G(0) est indéterminée. De plus on s’attend & ce que la
fonction de relaxation G soit singuliére en ¢t = 0. Ensuite aux temps longs, il faudrait pouvoir
circonscrire I’étalement par traitement chimique des lamelles.

G (Pa)
500 .

400 [a

0 100 200 300 400 500
temps (s)

F1Gg. D.5 — Courbe de relaxation d’une cellule. La remontée de G est du & un étalement.

Aux temps longs, on constate la plupart du temps que la cellule s’étale (Fig D.5). Ceci se
traduit par un changement du sens de variation de G, i.e. la force augmente afin de compenser
la force développée par la cellule lorsqu’elle s’étale. Dit autrement, la cellule en s’étalant diminue
sa taille entre les lamelles et la force appliquée par la lamelle souple augmente pour maintenir
une taille constante entre les lamelles*!

41Cela nous rappelle le comportement identifié par O. Thoumine [Thoumine, 1997] comme une contraction
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D.2. Comparaison avec les expériences de fluage

cellulaire. Le début de ’étalement se fait, chez nous, aprés une vingtaine de seconde alors que le début de
la contraction qu'il observe s’effectue bien plus tard (= 10min). Cette différence provient du fait qu’avec son
dispositif, la lamelle rigide n’est pas déplacée instantanément (environ 10s) et que surtout la force relaxe mais la
déformation augmente en méme temps. Donc si on imagine que la contraction est une signature de I'étalement, la
cellule doit dans un premier temps se déformer pour atteindre une taille d’équilibre lui permettant de commencer
son étalement.
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Annexe E

Matériaux vitreux mous « SGM »

E.1 Description

Pour décrire théoriquement ces objets, on découpe le matériau en éléments de tailles mé-
soscopiques. Ces éléments mésoscopiques s’organisent de maniére désordonnée a l'interieur du
matériaux. Le désordre impose & chaque élément d’étre contraint par les interactions avec ses
voisins et plonge chacun des éléments dans des puits d’énergie E/. E représente en quelque sorte
une énergie d’activation au dela de laquelle ’élément se réarrange et de fait réarrange le maté-
riau dans son ensemble. Ceci a pour effet de rendre les configurations d’énergie métastables. Les
réarrangements sont activés par une température effective  qui refléte les interactions dans le
systéme. Avec ces ingrédients, J.P. Bouchaud écrit ’évolution de la probabilité P(F,t) de trouver
un élément dans un puit d’énergie E au temps t [Bouchaud, 1992] [Monthus, 1996] :

OP(E, 1)

5 = Toexp (—?)P(E, t)+T(t)p(E) (E.1)

Iy exp (_TE)P(E,t) représente le nombre d’éléments qui sorte du puit E pendant dt. Ty est la
fréquence d’essais a laquelle les éléments essayent de sortir des puits (I'g est indépendant de E),
exp (=£) est la probabilité pour qu'un élément franchisse la barriere d’énergie E. Dans le méme
temps dt, il y a I'(t)p(F) éléments qui arrivent dans le puit E. I'(¢) est donné par :

T(t) = Ty / exp(—g)P(E,t)dE (E.2)

Si 'on suppose que la densité d’états d’énergie décroit exponentiellement (p(E) o exp (%)),

alors pour x < x4, on se rend compte que ’'on ne peut plus définir*? de distribution d’équil\ibre

P(E), i.e telle que apg:;,t) = 0. Donc x4 définit une température de transition vitreuse.

Si & présent, on déforme le matériau, alors pour chaque élément mésoscopique il faut introduire
une déformation [. L’énergie d’activation (pour sortir hors du puit) est alors I’énergie E, &
fournir pour atteindre une déformation seuil [, induisant un réarrangement de 1’élément (FE, =
%kly). Dans le cas d’'une mousse, les éléments mésoscopiques s’étendent sur plusieurs bulles.
Un réarrangement correspondrait alors & deux bulles ou plus qui coalescent. L’évolution de la

distribution des états d’énergie P(FE,l,t) est alors donnée par :

OP(E,,1,t)
ot

“2Pour x < x4, P(F) n’est pas normalisable.

By = yhl? .OP(Ey,1,t
——2—)P(E,,1,t) + T(t)p(E,)p(l) — 7(81[/)

= —Tgexp(— (E.3)
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Dans ce cas, I'(t) s’écrit :

E, — 1kl
T(f) = Ty / exp (— L) P(By, 1, )dB,dl (B.4)
En résumé, un matériau est vitreux mou car il existe une température critique en dessous de
laquelle le systéme devient vitreux (hors d’équilibre)et parce qu'il est déformable. C'est le cas
des mousses, des émulsions, des pates et des boues.

Interressons nous a présent a la rhéologie de ces matériaux, i.e a leur aptitude a s’écouler.
A chaque éléments est associé une contrainte locale o; = kl. La contrainte globale est alors la

moyenne de ces contraintes locales :
o(t) = k / IP(E,,1,t)dE,dl (E.5)

On pose g = I'g = k = 1 et on écrit [ = Al + €(t). Si maintenant on suppose que lesystéme
est initialement pas déformé et qu’il n’y a pas de frustration alors [ = 0. En intégrant sur E, ,
il est alors possible de déterminer, quelque soit la température x, I’équation rhéologique reliant
contrainte macroscopique o et déformation macroscopique € :

o(t) = e(t) — /0 et (2 (1))t (E.6)

avec

Gp(z) = /p(Ey)exp(—ze_%)dEy

Z(t,t/) _ /t exp ( [e(t") — E(t/)]2)dt”

Jv 2x

Z(t,t") représente un intervalle de temps effectif. Pour de petites déformations, les réarrangements
sont induits par la température effective, alors Z(¢,t') = t —t'. Pour les grandes déformations, les
réarrangement sont induits par la déformation des éléments mésoscopiques qui atteint la valeur
seuil 1, et Z(t,t") >t —t'. Dans ce cas, la fonction Z(t,t') introduit des effets non-linéaires.

E2 z>1:

Au dessus de la transition vitreuse, le systéme est a 1’équilibre. La distribution d’énergie est
stationnaire et I'(t) = T'¢q :

Pey(By) = Tegexp (22)p(E,) (.7
r,l= / p(Ey)eXp(?y)dEy (E.8)

Si l'on s’intéresse au régime linéaire, i.e aux petites déformations (¢ < [,) autour de I’état
d’équilibre, alors les réarrangements sont induits par la température effective et o(t) s’écrit :

olt) = /O ()Gt — ) (E.9)

ol Geg(t) est la fonction de relaxation du matériau, i.e la réponse a un échelon de déformation.
Geq s'explicite en fonction des paramétres précédents comme :

G (t —t') = TGyt — t') (E.10)
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ES3 x<1:

De cette fonction de relaxation, on déduit le module complexe G*(w) :

G (W) = iw /OO et (1)t = (— 2T (E.11)
0 “ iwr + 17 '
Donc G*(w) est la moyenne de modes de maxwell ayant des temps de relaxation 7. Ces temps

correspondent aux temps moyens entre deux réarrangements :
E
T =exp(—2) (E.12)
T

En écrivant que P.y(Ey)dE, = P.,(7)dr et en supposant que p(E,) a une queue exponentielle,
on obtient d’aprés I’équation 1.10 que pour 7 > 1 :

Py(r)oct™® (E.13)

En injectant I’équation E.11 dans I’équation E.13, on détermine pour les basses fréquences le
module élastique et le module de perte :

2 . .
! W stz >3 . w, siz>?2
G~ D, T3 et 3122 E.14)

Pour notre propos cette équation E.14, valable dans le régime linéaire, constitue le résultat
central de la théorie des matériaux vitreux mous. Donc pour x > 3, le matériau est un liquide
de Maxwell. Pour 2 < z < 3, le module élastique G’ suit un comportement anormal en loi de
puissance. Pour 1 < z < 2, G’ et G” suivent tout deux une loi de puissance avec le méme
exposant. Le rapport g,((:j)) x tan((x — 1)%) est constant et & mesure que 1’on s’approche de la

2
transition vitreuse, i.e x — 1, alors (G;,((:f)) ~ (x —1) — 0. On sent alors que plus on se rapproche

de la phase verre, plus les effets élastiques vont prédominer.

Interessons nous & présent au régime non linéaire de la phase a I’équilibre, .e aux grandes
déformations pour z > 4. Un moyen de tester le comportement non linéaire est de pratiquer une
expérience a taux de cisaillement constant é = cte. Prenons le cas ou 'on déforme le matériau
lentement (é — 0). Pour x > 2, le systéme est Newtonien :

o=mné avec 1= (T)eq (E.15)
Pour z €]1;2[, le matériau a un comportement de fluide en loi de puissance :

o~ et (E.16)

E3 xz<1:

Examinons maintenant le cas * < x4 pour lequel le matériau est hors d’équilibre et vieillit.
Dans ce cas on ne peut théoriquement pas définir de probabilité stationnaire Pey(E,) (Eq E.7)
pour qu’un élément soit dans un puit d’énergie E (on suppose que le systéme est initialement non
déformé et qu'il n’y a pas de frustration, i.e [ = 0 pour tous les éléments). On peut néanmoins
introduire une énergie de coupure Ej,q, de sorte que Pey(E,) soit normalisable. On trouve alors
que dans le régime linéaire :

{ G (w) ~ cte, (E.17)

G” (W) ~ w* L
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Anneze E. Matériauz vitreur mous « SGM »

Pour une expérience a taux de déformation constant (régime non-linéaire), contrainte et taux
de déformation sont reliés par ’équation de Herschel-Bulkeley :

o =00+ B2 (E.18)

oo représente une contrainte seuil (o9 > 0). Cela signifie que si 'on veut faire en sorte que le
matériau s’écoule, il faut nécessairement appliquer une contrainte telle que o > oy.
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Résumé

De I’épigénétique (méthylation de PADN) & la mécanotransduction, il y a un nombre croissant
de preuves que les propriétés mécaniques jouent un role essentiel dans le développement et la
survie des organismes. Pour sonder les propriétés mécaniques d’une cellule vivante, nous avons
mis au point un véritable rhéométre a cellule unique. Ainsi avons-nous pu montrer, pour la
premiére fois & ’échelle de la cellule entiere, que la fonction de fluage suivait une loi de puissance
fonction du temps (J(t) = At®) pour tous les types cellulaires sollicités. I.’exposant est distribué
normalement autour de 0,25. Le préfacteur est, pour sa part, distribué de maniére log-normale.
Ayant déterminé le régime linéaire, nous avons pu comparer nos résultats de fluage aux mesures
de rhéologie dynamique (magnétocytométrie, AFM). Nous avons ainsi confirmeé, qualitativement
et quantitativement, les résultats obtenus par des techniques ou la sollicitation est locale et
oscillante. Par ailleurs, en vue d’identifier la contribution des éléments du cytosquelette a la
réponse mécanique d’une cellule, nous avons réalisé des mesures sur des fibroblastes n’exprimant
pas la vimentine et sur des fibroblastes sauvages. Il a été mis en évidence que la vimentine n’avait
pas d’incidence sur la forme de la fonction de fluage mais qu’elle était nécessaire au maintient de
I’intégrité mécanique & grande déformation. Enfin nous avons pu mesurer la force exercée par une
cellule lorsqu’elle s’étale entre les deux lamelles de verres. Des résultats préliminaires semblent
indiquer que les myoblastes sont capables d’adapter leur force a la raideur des lamelles.

Mots-clés: rhéologie cellulaire, fonction de fluage, microplaques, myoblaste, vimentine.

Abstract

From epigenetics to mecanotransduction, there is increasing evidence that mechanical
properties play a central role in the development and the survival of organisms. To determine
the mechanical properties of isolated living cells, we built a single cell rheometer. Individual cells,
of various types, were strained under constant stress (creep experiment). Their creep function
always scaled with a power law of time (J(¢) = At®). The exponent gave a normal distribution
around 0.25, whereas the distribution of the prefactor was log-normal. As the mechanical response
was linear, we could compare our creep parameters to those observed previously by dynamical
rheology (magnetocytometry, AFM). Thus we confirmed, qualitatively as well as quantitatively,
results obtained with local and oscillating perturbations. In order to identify the contribution of
cytoskeletal elements to the mechanical properties, we compared wild-type and vimentin-deficient
fibroblasts. We found that vimentin had no effect on the form of the creep function, but was
necessary to maintain mechanical integrity at high strain. In addition, we measured the force
generated by a cell upon spreading between two glass microplates. Preliminary results indicated
that myoblasts adapted the force they applied to the stiffness of the microplates.

Keywords: cell rheology, creep function, microplates, myoblast, vimentin.






