N

N

Application de contraintes sur des systéemes complexes
artificiels ou vivants: dégonflement de liposomes
fonctionnalisés et réorganisation mécanosensible du
cytosquelette de cellules Dictyostelium.

Jeremie Dalous

» To cite this version:

Jeremie Dalous. Application de contraintes sur des systémes complexes artificiels ou vivants: dé-
gonflement de liposomes fonctionnalisés et réorganisation mécanosensible du cytosquelette de cellules
Dictyostelium.. Biophysique [physics.bio-ph]. Université Joseph-Fourier - Grenoble I, 2006. Frangais.
NNT: . tel-00142229

HAL Id: tel-00142229
https://theses.hal.science/tel-00142229
Submitted on 17 Apr 2007

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00142229
https://hal.archives-ouvertes.fr

THESE
présentée par

Jérémie DALOUS

Pour obtenir le grade de
Docteur de I'Université Grenoble | - Joseph Fourier

Discipline : Physique
présentée et soutenue publiquement le

31 octobre 2006

Application de contraintes sur des systemes complex
artificiels ou vivants : dégonflement de liposomes
fonctionnalisés et réorganisation mecanosensible du

cytosquelette de cellule®ictyostelium

JURY : Cécile Sykes Rapporteuse

Boris Hinz Rapporteur
Alain Duperray Président du jury
Till Bretschneider Examinateur
Annie Viallat Codirectrice de thése
Franz BRUCKERT Directeur de these

Laboratoire : CEA Grenoble / DRDC / Biophysique etBiochimie des Systémes Intégrés /
Groupe Dictyostelium 17 av. des Martyrs 38054 Grenoble Cedex 09






REMERCIEMENTS

Je remercie chaleureusement les membres de modguihese pour avoir accepté de
juger mon travail en prenant de leur temps et pEgidiscussions que nous avons eues autour
de ce dernier ou autour d’autres sujets. En pdigicye suis reconnaissantGécile Sykeset
Boris Hinz d’avoir rapporté mon travail de recherche. Leumnseils, remarques et
suggestions m’'ont été et me seront utiles. MeAdain Duperray d’avoir présidé mon jury.

Ma these s’est déroulée sous la directionFdenz Bruckert, en co-direction avec
Annie Viallat.

Je souhaite remercieFranz Bruckert pour m’avoir fait découvrir le monde
merveilleux deDictyostelium discoideurat, en général, le monde passionnant de la bslogi
cellulaire. Je te remercie de m’avoir fait confiaren me laissant prendre en charge le projet
de collaboration avec I'équipe @inther Gerisch du Max-Planck Institute of Biochemistry
et d’avoir suivi mon travail lorsque j'étais a Godrle mais aussi lorsque j'étais a Martinsried
malgré la distance.

Je remercieAnnie Viallat pour m’avoir permis de travailler au Laboratoire d
Spectrométrie Physique avec les systemes aussilesinue complexes que sont les
liposomes géants. Merci pour ton dynamisme et idhoeisiasme.

J'ai beaucoup grandi durant cette thése et je auais vous avez, tous les deux,
favorisé ce processus. Je vous remercie de m'évaié a acquérir mon autonomie alors que
jai pu montrer des signes de résistance. Si qedteode de la thése a été I'occasion d’'un
développement sur le plan professionnel et sulale personnel, c’est en partie grace a vous.

Je remercieMichel Satre qui a, durant toute ma these, dirigé le laboratale
Biochimie et Biophysique des Systémes Intégrés dpallement Réponse et Dynamique
Cellulaires du CEA-Grenoble et qui m’a accueillnsarainte vis-a-vis de ma formation de
physicien. Malgré sa lourde tache de directionaiku rester disponible et a participé
activement a la vie du groujpecty. Merci aussi pour tes conseils.

Je tiens a remercier les directeurs successifsEdelé Doctorale de Physique de
Grenoble Michel Schlenker, Bertrand Fourcade et Jacques Derouard pour leur
disponibilité, leur écoute et leur implication dates moments parfois difficiles.

Ayant travaillé au laboratoire de Spectrométrie dhiye, je tiens a remercier mon
ancien camarade de bureManouk Abkarian. Plus qu'un camarade de bureau, il m'a
transmis son savoir-faire avec les vésicules géaMerci beaucoup & lui pour m’avoir aussi
passé le relais en ce qui concerne la prise emgeldes TPs « Biophysique de la Cellule ».
J'ai pris beaucoup de plaisir a m’occuper de ceegmement auquel il a su donner vie.

Je remercieColette Lartigue pour ses conseils au début de mon travail au CERMO
(LSP). Un grand merci aussi pour elle pour m’awiité lors de 'annonce de ma soutenance
de these en tant que chargée de communication &FPLENSPG-INPG-MINATEC).

Merci aux nombreux stagiaires/thésardsaurent Thibaud, Benoit, Aurélien,
Cyrille, Pauline, ...) qui se sont succédés au Cermo et qui ont apuorté leur touche
personnelle a I'ambiance du labo. En particulieeregnaEsther Champelovierdont j'ai du
m’occuper lors de son stage et avec laquelle gaiusoup rit @ un moment ou la thése ne me
faisait pas beaucoup rire.



Ayant passé la plupart de mon temps au BBSI, jeseeraturellement a tous les
membres du group®icty (et alentours) avec lesquels jai passé de bonsmants et ai
partagé de nombreuses expériences positives. denci aLaurence Aubry, Gérard Klein,
Sara Mattei, Kareen Letellier, Christelle, Michel Satre, Viviane Caput, Marie-Pierre
Mendez Jeannine Bournet Magali Demilly, Sébastien FachgSébastien Keller Magalie,
Nelly Bennett Michel Ragno, Aleksandra Bogdanovic Emmanuel Décavé Franz
Bruckert, Francois Chamaraux et Bertrand Fourcade. Un merci spécial a Nelly pour son
écoute. Un grand merci a Sébastien Fache avec! lggjueu de nombreuses discussions et de
vrais moments de pure rigolade absurde. Merci gouor aide, ta compréhension et ton
humour. Merci a tous pour votre présence, vos reg@et pour m’avoir aidé a un moment ou
a un autre.

Du c6té de Martinsried (Allemagne) ou j'ai ausssg@une grande partie de ma these,
je souhaite tout particulierement remercieiinther Gerisch de I'Institut Max-Planck de
Biochimie et les membres de son équipe. lls m’'arnis de faire partie intégrante de ce
groupe. Je remercie mille fodlinther Gerisch pour sa rigueur et son exigence scientifiques.
Son exigence envers les autres n'a d'égale que assign de la recherche et son
perfectionnisme, c’est-a-dire son exigence enversnéme. Le projet que jai mené en
collaborant avec lui ou ceux auxquels j'ai parcgpus sa direction furent tous trés excitants
dans un cadre extraordinairement motivant.

Merci beaucoup aill Bretschneider pour son aide précieuse en traitement et analyse
d’'images, pour tout le travail accompli ensemblayrpsa participation active dans I'écriture
de l'article, et pour sa gentillesse. Merci ausBrau Gerisch (pour son aide administrative
et sa gentillesse),ary Ecke (pour son aide trés utile, toutes ses réponsesi@tidien et sa
précision), aAnnette Miuller-Taubenberger (pour les constructions qu’elle m’a permis
d'utiliser, son aide dans [Iécriture de [larticlesa recherche d’homologues de
mécanorécepteurs ch@&ictyosteliumet ses conseils avisés)Jana Prasslef Emmanuel
Burghardt, Theresa SchneiderMaria Zwermann, Marlis Furbringer , Helen De Hostos
Evi Simmeth, Ursula Mintert et Ralph Neujahr. Tous ont répondu a mes foules de
guestions et m’ont appris beaucoup en biologieulzie, plus spécifiguement au sujet de
Dictyosteliumet de la microscopie confocale. Je leur seranéliement reconnaissant pour
leur aide au quotidien et leurs réponses mettaBelence leur maitrise de leur domaine.

Merci aux étudiants du groupe notammetdllen Ishikawa, Martin Etzrodt et
Konstantin Obuchowsky. Je vous souhaite bon courage et plein de réussite

J'ai eu 'occasion de rencontrer toutes les perssmie ce groupe en dehors du travail
et les remercie chaleureusement pour leur gersdles

Merci aBernard Sartor du CEA-Grenoble et au personnel de l'atelier dul iiP
Biochemie de Martinsried. Merci aussAadré Carminati, Gérard Commandeur et Jean-
Claude Grenier du Laboratoire de Spectrométrie Physique. Votde gionctuelle au début
ou (pour Bernard) tout au long de ma these me dtit dtile et m’aura permis d'utiliser
d’excellents dispositifs (chambres de dégonflemanta flux) pour mes expériences. Un
grand merci a André (Dédeé) et Bernard pour lesudisions sympas qui parfois, je le
confesse, ne focalisaient pas uniquement survaitr&hame on us !

Durant ma these, jai eu la chance d’étre monisuCIES de Grenoble J'ai pris
beaucoup de plaisir & enseigner et ai suivi leséions du CIES avec beaucoup d’intérét.
Merci donc au centre pour son encadrement et sesafions. Je tiens en particulier a
remerciefMichele Vuillet pour sa disponibilité, son écoute et ses conggiidrées gros merci
a Hervé RRRaynaud pour son ouverture d’esprit communicative et sesseils. Ses stages



de formation furent vraiment des souffles d’aiidréerci aPierre Aldebert avec lequel j'ai
eu le plaisir de travailler dans le cadre de llatek Eveil aux sciences a I'école ». Ce fut un
plaisir de discuter et de collaborer avec un peraga généreux et original. MerciClaude
Gaubert qui a su prendre le temps de m’écouter et de meeiier. Ce fut un plaisir de
discuter avec lui du métier d’enseignant-cherctoguil m’a décrit de fagcon passionnée et
passionnante.

Merci a Yannick Arnoud et Monique Giroud qui ont dirigé les équipes
d’enseignants dans lesquelles jai eu la chancasdigner. lls ont été a I'écoute des
remarques des enseignants confirmés comme deggeases débutants, toujours avec le
méme objectif : rendre les enseignements plusdssa@nts, plus compréhensibles et plus
pédagogiques.

Etant moniteurCESIRE (Centre d’Enseignement Supérieur et d’Initiationlaa
Recherche par I'Expérimentation), jai eu aussicleance d’enseigner en laboratoires de
recherche pour permettre aux étudiants de s’'oawrimonde de la recherche dans le cadre
d’expériences sur une thématique particuliere. tdaivé cette expérience trés enrichissante
et ai pu observer tout I'intérét de rapprocher tinde universitaire du monde de la recherche.
Je souhaite donc remercier toutes les personnesapaiupent de ce centre. En patrticulier, je
tiens a exprimer ma reconnaissanddamouk Abkarian et aJacques Derouardqui m’ont
tous deux fait confiance en me donnant le relaig poendre en charge les deux TPs CESIRE
dont je me suis occupé et dont ils s’occupaientasayant. Un grand merci pour cette
opportunité qu’ils m’ont donnée et pour leur coaghnitial.

Pas de theése sans financement de thése (au mostseaes « dures »), je remercie
donc le Ministere de I'Education Nationale, de kcRerche et des Technologi®ENRT)
pour le financement qu'’il m’a accordé, via I'Ecdboctorale de Physique de Grenoble, a
I'issue de mon DEA. Merci aGESIRE de m’avoir donné acces a mon poste de moniteur.

Durant ma these, j'ai eu de nombreuses occasionsoti¢éer des dossiers de demande
de financement pour prendre en charge, par exenwlepldt de mes déplacements en
Allemagne. Je remercie don&MBO (European Molecular Biology Organization) pour les
deux bourses qu'elle m’a accordées et qui m'onmygerd’aller a plusieurs reprises en
Allemagne. Je tiens a saluer chaleureusement @ @etasion les personnes qui ont accepté
de soutenir ces demandes. En particulier, un gnardi aJean Muller etMichel Schlenker
pour la premiéere application, puidaniel Riveline et Erich Sackmann pour la seconde. Je
les remercie aussi pour les discussions tres sg@ntes que nous avons eues ensemble, sur
mon travail et d’autres sujets. Chaque rencontrec ases personnes me fut agréable et
jespére que d’autres suivront.

Je tiens aussi a remercier tres chaleureusenfRCl’(Association pour la Recherche
contre le Cancer) pour la bourse d’'un an qu’ella atcordée, signe de son intérét pour mon
sujet de recherches. Les diverses rencontres guieljanise notamment entre chercheurs et
son engagement contre le cancer en font une assaoaidile.

Merci a tousles thésardsque j'ai pu rencontrer et avec lesquels jai pgétales
réflexions et passé de bons moments, thésardoquatancer la recherche et sans lesquels
les paillasses mourraient vraisemblablement d’ennui

Enfin, merci @ mon entouraganis, famille) qui m’a encouragé et supporté dans mes
états divers et variés tout le long de cette tAeGeenoble et & Martinsried. Un merci spécial a
I'IVS (International Valbonnais Society) dont les merslse reconnaitront et avec lesquels
jai passé d’excellentes soirées.



Merci a tous ceux qui sont venus a la soutenarioa gtii m’ont envoyé leurs pensées
et/ou qui m'ont aidé a organiser le pota mereg Stefanig mes soeursPierre et Elisabeth
Agnés et JérébmeChristophe, Laétitia, Céling Anais et ThomasDavid, ...).

J'oublie probablement d’'autres personnes. Qu'eleesn’en tiennent pas rigueur, leur
absence sur ces pages n’enléve pas la reconnasgaae peux leur témoigner.

jeremie_dalous@yahoo.co.uk

specer e

Laboratoire de Spectrométrie
Physique

UMR 5588-CNRS/UJF
Grenoble

>
/
MENRT

MIHIE-TEFLE
o

T4 A
RELC HEFLE HE

4

N

Associanon
pr b Recnerche
sirr-Jo {Cancer

Max-Planck Institute of
Biochemistry

Cell Dynamics group
Martinsried Germany

GRENOBLE

Département Réponse et
Dynamique Cellulaires

Laboratoire de Biochimie et
Biophysique des Systémes Intégrés
UMR5092 CNRS/CEA/INSERM/UJF

NIVERSITE
JOSEPHFOURIER

SCEVCES, TECRNOLOGIE NENECINE

REDAE

Les.

Camlm dnitiation &
FEneskgremam Supérisur

iy
(Erglao



TABLE DES MATIERES

INtroduction ENETALE..........coiiuiiiiiie ettt et e e e s e e e e naaeeea 11

Introduction au premier volet de mon travail de thése : Application de contraintes sur des

systemes artificiels, dégonflement de liposomes fonctionnaliS€s ...........cccveevveeevieeririeenieenns 13
I Introduction, état des connaissances : les liposomes, leur fonctionnalisation ....................... 17
1.1 LS MEMDBIANES ..ottt sttt ettt et e e b e sanesnees 17
1.1.1 Qu’est-ce qu une vésicule ? DEfINIIONS ......ccceerveiiiieiiiiieiie e 17
Lo 1.2 LeS TIPIAES weneeiniiiiieeiie ettt st ettt st et 18
1.1.3 Des fluides bi-dimensionnels ..........cocceevieriiriiiiiinienieiceeeeeee e 20
1.2 Propriétés mécaniques des bicouches lipidiques........cccooeeviiririenenininiininieeeeee 21
1.2.1 Elasticité de cisaillement (ShEar)..........cccecuveeviiiriieiie e 21
1.2.2 Elasticité d’étirement (StretChing) .....oovveevieeriieiiiiiniieniieceeriee e 22
1.2.3 Elasticité de courbure (Dending)..........ccvevverierierireenieeniieniieniesreeieenieesseesneseneennes 23
1.3 Les fluctuations thermMiqUES ..........cecuieiieiiienienieeie ettt seaeenees 26
1.4 Morphologies de VESICUIES .....cuvieiiiiiiieiiie ettt et sbeeeereeseveesbeesbaeens 26
1.4.1 Un Modele SIMPIC....cuuiiriiiiiiiiiiieiiieeiee ettt sttt e e e 26
1.4.2 Des modeles de plus en plus €laborés. La théorie ADE (Area Difference Elasticity)
.......................................................................................................................................... 28
1.5 Perméabilité des bicouches lipidiques.........cccuevviriiiiiiiniiiiiiiciiceieeeeee e 30
1.5.1 Processus diffusif a travers une membrane sans protéing ............cceeeeveverveeeeennennn 30
1.5.2 Différentes perméabilités selon le SOIUtE ..........ccoevieiiiiiiiiiiiiiiieee e 31
1.5.3 Formation de pores Mmembran@ires ..........oocueevveernieeenieeniiienniieenieesnineenneeseeesnsneenens 32
1.6 PreSSiON OSMOTIQUE....eiuvieriieriiteenieeeriteeriteesiee ettt esireesabeesstaeesibeessbaessseesssaesnsnessseessseeens 33
1.6.1 Définition générale de la pression osmotique d'une solution...........cecceeevververenennee. 33
1.6.2 Application au cas du dégonflement de vésicules.........ccovvvviriirvieniiieniienieeeieene, 34
1.6.3 Calcul pratique de la pression osmotique d'une solution .........cceevveerieerrieeenineenn. 34
1.7 Les IS PRYSIQUES .....coeietieiieiiie ettt ettt et ettt ettt 35
1.7.1 Introduction générale sur les gels physiques........cocceeieeiiiiiiiiiiiiieiiee e 35
1.7.2 La transition sol/gel et sa manifestation ...........ccceeveerierienieiieieeeee e 35
1.7.3 Le @EI d'a@ATOSE ... .eeiuiieiieiieiieciie ettt ettt st ettt sttt 36
1.7.4 Théorie du gonflement d'un gel, cadre de Flory (1953)....cccceviiiiiiiiniiniiiieee, 37
1.7.5 Gonflement, dégonflement et morphologies de gels......c.ccovvevvviieiriiiniiiiniiieeineene, 38
1.8 Morphologies de globules TOUZES ......eieviiiriiiiiiiiiieie ettt 41
1.9 Membranes lipidiques associées a des POlyMEIes......cocvevvveeriieriiieiniienireenreenieesieeens 43
1.10 Vésicules soumises a un flux hydrodynamique ............cccceeriiniiiiiniienienieniecieeen 46
1.10.1 Mouvement de sphéres rigides sous écoulement et pres d’un substrat................. 47
1.10.2 Mouvement d’objets déformables sous écoulement et au contact d’un substrat .. 47
1.11 L’adhésion spécifique & un SUDSIIAL .........cooiiiiiiiiieiieieee e 49
1.12 Objectif du travail de these, premier VOIet ............coceeiiiiiiiiiniiiiiieeeeee 52
IT Matériels € MEthOdEs .......ccoeoriiiiiiiiieee e 53
2.1 Fabrication des [IPOSOMES .......eieriiiiriiieniiieiiieeniee sttt esreesiaeesireesireesibeesibeesabeesnnseesanees 53
2.1.1 Les lPIdes ULILISES ...oovuveeueieiieiiieeieeie ettt st 53
2.1.2 La méthode d’€lectroformation...........ccueeueerieenienieeieeiee e 54
2.1.2.1 Les 1ames ITO ...oouiiuiiiiieiieeeeeeee ettt st 54
2.1.2.2 Le dépot de LIPIAES ..ecevvveiriiieeiiieiiieeniieeeiee ettt e sree e e sbeeesiveesaveee e 55



2.1.2.3 La chambre d’€lectrofOrmation .........ueeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeeas 55

2.1.2.4 La croissance des VESICULES .......cccviiiiiieiiiieiieciieeee et cee e s 56
2.1.3 La méthode de formation SPONtANEe ............ceceevveeieeriienieeiieeniie et 57
2.1.4 Liposomes de DOPC avec solution interne aqueUusSe...........cceerueerveerreeneeesveerreennnes 58
2.1.5 Liposomes avec incorporation d’un gel d’agarose........ccoceeevveeeerieencieeenveescveeennen. 58
2.1.6 Liposomes avec glyCOLIPIAES ......ovvieiuieriiiiiieiieriieeieeieeee et 60

2.2 MICTOSCOPICS ..veuveenvieeereeieestteeteesteessteaseesseessseesseesseessseesseesseessseesseesssesssesseesssesseenseesses 60
2.2.1 La microscopie a contraste de phase ........cccceevvueeiriieiiiieciiecceece e 60
2.2.2 La microscopie de fIUOTESCENCE .......uiivuviieiiiieciie et 63

2.3 Application d’un ChOC OSMOTIQUE ......ccvieriieiiiieiieriiecie ettt et 67

2.4 Application d’une contrainte de cisaillement...........cccecuereriieiiiiiieniiieriee e 70
2.4.1 Chambre @ fTUX ..c..eooviiiiiiiiei e 70
2.4.2 Calcul de la contrainte hydrodynamique appliquée et du taux de cisaillement ...... 72
2.4.3 Validation du calcul th€oTIQUE ..........ceevuiiiriiiiiiieiie e 73

2.5 Traitement de surface, greffage de 1ectines...........ccccveeeiiieiiiiiiiiiiiciiicce e 74

2.6 Acquisition, numérisation, traitement et analyse d’images...........ccccuereveerreenieecieenreennnn. 76
2.6.1 Acquisition et numMErisation des IMAZES .......eeevvererreeriieeririeerieeereeerree e e ereeenanees 76
2.6.2 Traitement et analyse d IMaZES .........ccevveeeriiiiiiieciee et 76

IIT Résultats : Dégonflement de vésicules phospholipidiques : comparaison entre vésicules

remplies d’une solution aqueuse et vésicules remplies de gel d’agarose.........c.ccceeveevevenuennee. 77
3.1 Dégonflement de vésicules remplies d’une solution aqUEUSE...........ccvereeveeeeuveeereeennnen. 77
3.1.1 Dégonflement progressif étape par étape (ou dégonflement lent) ..............cc.......... 77
3.1.2 Dégonflement rapide.........cccueeeiuiieiiiiieiiieeiie ettt 79
3.2 Dégonflement de vésicules remplies de gel d’agarose..........ccceeeeveeecieeecieeccieeeeeeen. 80
3.2.1 Dégonflement progressif €tape par €tape .........cccveeveerieerieeiieiieeieere e eeee e 80
3.2.2 Dégonflement rapide.........cccuieeiuiieiiiieiiieeiie ettt e 83
TV DISCUSSION ..ttt ettt et et b e e et et e sateeab e e bt e s ab e e bt ebeesaeeenneenaees 87
4.1 Dégonflement de vésicules remplies d’une solution aqueuse............eeeuveeeeveeeeveeeennenns 87
4.1.1 Fragilité des vésicules remplies d’une solution aqueuse...........cceeceeeerrereeeveeneennen. 87
4.1.2 Perte de lipides lors du dégonflement .............ccceeevieeiiieeiiieeiieeee e 87
4.1.3 Equilibre osmotique et théorie ADE dans le cas du dégonflement progressif........ 88
4.1.4 Morphologies particulieres lors du dégonflement rapide : effet framboise et effet
0152 (TSR PRUPRRRRPR 89
4.2 Dégonflement de vésicules remplies de gel ........ccooeevuiiiiiiieiiiiciieeeeeee e, 89
4.2.1 Le gel confere une résistance a la déformation...........cccoeeveevivevieniieiienienieeeee. 89
4.2.2 Effet de rétention d’eau par le gel. La pression élastique du gel varie comme le
carré de la concentration de @el.........cooovviieiiieiiii e 89
4.2.3 La cinétique de dégonflement de vésicules remplies de gel d’agarose n’est pas
affectée par 1a présence du el ........ooviieiiieiieeeeeeeee e e 92
4.2.4 L apparition de CTAtEIES......ccueeevuireeirieeeiieeeieeeeteeeeteeeeeeeeaeeeeaeeeesseeeseeesaseeennseeennes 93
4.2.5 L’apparition de morphologies originales, ressemblance avec les échinocytes ....... 95
4.2.6 Hypothese pour expliquer 1’apparition de morphologies rappelant celles
d’échinocytes avec les vésicules remplies de gel..........oocveveiieiieniiieiiiniieeeeeeeeeee, 96
4.3 CoNClUSION, PEISPECTIVES ...uvvieirieeiiieeiieeeieeeeteeetteeeteeesaeeeaeeesseeessseeesseesseeesnseeensseenns 97
V Résultats, discussion : Systéeme biomimétique de 1’adhésion cellulaire............c...cccveeenneeenn. 99



Introduction au second volet de mon travail de thése : Application de contraintes sur des
systeémes vivants, réorganisation mécanosensible du cytosquelette de cellules Dictyostelium

................................................................................................................................................ 103
VI Introduction, état des connaissances : motilité cellulaire et mécanosensibilité ................ 107
6.1 Qu’est-ce que la motilité cellulaire ?..........coovvveiiriieiienieceee e 107
6.2 Qu’est-ce qUE 1€ CYLOSQUEIETLE 7. coouviiiiiiiiiieeiieeiee ettt e beeeneaee e 107
6.3 Description détaillée des réseaux du cytosquelette .......ooovvervvieniieiiieiniiieniieciee e 107
6.3.1 Le réseau de filaments d’actine............cooeeeieiiieiiiinicniiniceceeceee e 108
6.3.2 Le réseau de microtubules........c.ooeeiiiiiiiniiiiniiicctecccee e 108
6.3.3 Le réseau de filaments intermédiaires ..........cceeeevvereeieneriicnenienenrenenreseeeene 110
6.4 Diftérents types de motilités cellulaires (bactérie Listeria monocytogenes, fibroblaste,
neutrophile, kératocyte, amibe DictyOStelitn)...........cccueeecuveevieeicieeaiiienrieeiiieervee e 111
6.4.1 Motilité de bactéries comme Listeria monoCytogenes ...........ccouevcvereeeeniveeniveennns 111
6.4.2 Motilité de fIbroblastes........ccoveviiririiniiiiniieieeeceeeee e 112
6.4.3 Motilité de NeUtrOPhiles ........cccevviiriiiiiiiiiiie e 114
6.4.4 MOtilit€ de KEratOCYLES ..evvuviiiiriiiiieeiieeiieeeiee et et steeeiae e b e e e s e 116
6.4.5 Motilité de Dictyostelium diSCOIAEUN ..............cc.oeveueeeviriiiciiiiiiieniieeciee e, 116
6.5 L amibe Dictyostelium diSCOIAEUNI ................cceeveuveeiiiieniiieeiiieesiiiesee e sieeeiee e 117
6.6 La migration cellulaire sur support Solide.........ccoevieiieniiniiiiiiiieeeceee 120
6.6.1 Premicere étape : I’émission de protrusions au front avant ...........cceeeeevvervennnnne 121
0.6.1.1 L ACHNE ..ccutiiiiiieeieeeet ettt st 121
6.6.1.2 La polymérisation de I’actine en filament...........cceevveeeriiiniiiennieeniee e, 121
6.6.1.3 Les filaments d’actine sont polaires .........ccceevvveerieeriieeenieeniee e svee e 122
6.6.1.4 Hydrolyse de I’ATP et mouvement de tapis roulant (treadmilling)............... 124
6.6.1.5 Les protéines qui interagissent avec [’acting..........cccevevvevienienieeieniieeieeee, 124
6.6.1.6 La nucléation et la création de nouvelles terminaisons barbées..................... 128
6.6.1.7 Mode¢le de nucléation dendritique avec treadmilling..........cccceevvevveeninennen. 130
6.6.1.8 Régulation des protéines se liant a 1’actine .........ccceevveeevveencieeniieeenieesiee e, 132
0.6.1.9 Tests bIOMIMETIQUES.....ccuveeeeeiieiieiie ettt ettt et teesiee e e ebeebeeseees 132
6.6.1.10 L’avancée du front avant : besoin d’un apport de membrane...................... 132
6.6.2 La deuxiéme étape dans la migration cellulaire : I’adhésion des protrusions au
SUPPOIT 1ttt eutiteeeitieeeeriiteeeettteeesitteeesatteesestbeeeesabtaeesstbeesansbeeeenabteeesnsseesansbeeeesabeaessnnsneesanes 134
6.0.2.1 CONCEPLS ZENETAUX .eeeveuerieeeriiireeriireeeeiiteeeritreesniteeessiteeeesnatreessssreeessssseeesnssees 134
6.6.2.2 L’adhésion chez Dictyostelium discOideum .................cceceevovevcvevensveneannne. 136
6.6.2.3 Complexes focaux et adhésions focales chez les eucaryotes supérieurs........ 139
6.6.3 Troisieme et quatrieéme étapes dans la migration cellulaire : le détachement du
SUDStrat €t 12 FEtraCTION «....ovueiiiiiiiiiierii ettt 141
6.6.3.1 Structure de la myosine-IL..........coovuvieiiiiiiiiiiiiicie e 141
6.6.3.2 Production de forces par la myosine-Il .........cccceeevrieriiienieniieniicieeieeiceee, 144
6.6.3.3 Régulation de la myosine-1L.........ccccooeuiriiiiniiniiniiieee e, 145
6.6.3.4 Fonctions de la myosine-II dans différents processus biologiques. Role dans la
MIZration CEIIULAITE ...o.vviieiiiiiiiieieecie e e e e e e s 146
6.6.4 Les microtubules dans la migration cellulaire..........ccoocveevvieiviiiniiieniieeieenieee 151
6.7 Chimiotactisme, voies de signalisation. Détection d’un gradient chimique, polarisation
et orientation CEIIULAIIES ......oiuiiiiiiiiiiieiet et 153
6.8 La production de forces et leur transmission au SUbSIrat .........ccceeveveeerieenieerieeenieenns 159
6.8.1 Trois types de fOrCES .....ueiiiiiiiiiiiiieieee e 159
6.8.2 La mesure des forces exercées par les cellules.........ccooueriiniiiininiiiiinicnie 163
6.8.3 La transmission des forces au SUDSIIat .........cccueverrereeiieneriienenenenrereeee e 166



6.9 Réponses a I’application de forces mécaniques. Mécanosensibilité et

MECANOTTANSAUCTION ...c..eiuiiiiiieeitieite ettt ettt ettt e sb e e ate e b e e sate et eenbeesaee e 167
6.9.1 GENEIAlILES......eoiiiiiiiieee ettt st 167
6.9.2 Les cellules endoth@liales............c.coviiriiiiiiiniiiiieieeeeeeeeee e 170
6.9.3 Les cellules €pith@liales. .........cceevviiiieriiiiieieeieceee e 174
R B B G 21 (016 1T SRS 176
6.9.5 1ES LEUCOCYLES ...uveieniiieeiie ettt ettt ettt e et e et e et e e ta e e e beeesabeeenaeesanaeeenseeennns 177
6.9.6 Les fIDTODIASTES ....c..evuieiiiiiiieiece e 180
6.9.7 La mécanosensibilité chez Dictyostelium discoideum ....................ccoueveveennnnnn.e. 185
6.9.8 SYStEMES TECONSIITUESS ... .eeeeurieeiiieeiiieeieeeeteeeete e e reeeetee e teeeebeeesabeeenaeesseeeenseeennns 187

6.10 Objectif du travail de theSe........c.coeviiiiiiiiiie e e 188

VII Matériels €t MEthOdEs. ....cc.coviiiiiiiiiiiiiericeeeceeceee e 191

7.1 Cultures CElIUIAIIES ....c..evveeiiriiiieieiieere ettt 191
7.1.1 Culture en milieu NULEIEIT......ccoiiiiieiie e e e 191
7.1.2 Cellules en milieu non nutritif (StAarvation) ........c.cceevvveervieeenieeniieenieeenreenvee s 193

7.2 Souches cellulaires ULHHISEES ...cvuviiiiiiiriiiiriieriiecie et 194

7.3 Conservation des SoUChes CelIUIAIIES ........cecviiriieiiiieeiiieciee e 196

7.4 Transformation des cellules : fabrication de souches mutantes ............ccccceeeevveeniveenee. 198
T A1 L7 EleCtrOPOTAtION ...eouviiiieeiit ettt ettt sttt e et ebeesbaesseesanesaneens 199
7.4.2 Amplification de vecteur (ou de plasmide) ........ccceeeevuereeienirierinieiinecrceenen 199
7.4.3 Protocole de transformation par électroporation............ceeceeeeeenieenienieneenienneane 201
7.4.4 Protocole de clonage de cellules Dictyostelium mutées..........ooovvvvvveeniveencneennennn 203

7.5 Préparation des cellules et de la chambre a flux pour les expériences sous flux......... 205
7.5.1 Mesure de la concentration cellulaire...........cocvevvieriiieiiieiniienieecee e 205
7.5.2 Lavage des CEIIULES......uiviiiiiiieiieciiece ettt e s n 205
7.5.3 Traitement de surface des lames et lamelles ........cccoevveeriiiiiniiiniiieniiieenieeceen 206
7.5.4 Chambre a flux latéral @ 1ames ..........cccccvveriieiiiieiiieeceeeee e 207
7.5.5 Calcul de la contrainte hydrodynamique appliquée ...........cccooevieeiiinieninncnnce. 208
7.5.6 Chambre a flux latéral @ 1amelles .........coevieviniiiiininiiiccccecee 208
7.5.7 Calibration, vérification du bon fonctionnement de la chambre a lamelles.......... 211
7.5.8 L’écoulement d’un bécher amont vers un bécher aval............cccceevevvecieenniennnn. 215

7.6 Expériences de ChimiotaCtiSINE ......ueieivieriieriieiiieeriee sttt e s et esbeeeiaeesens 217

7.7 La microscopie confocale a balayage laser (Laser Scanning Microscopy)...........e..... 218
7.7.1 Couplage des balayages de la source et du détecteur..........cooverveeniinienienienncne 219
7.7.2 Les trous d’€pingle (PINhOLES) ......coevviiiiiiiiiieiiieiieeeeeiee e 220
7.7.3 Schéma d’un €pimicroscope confocal.......cccovcveeriiiiiiiiiiiiiiniieniceciee e 221
7.7.4 Résolution du microscope confocal & fluorescence ...........ccoeveeveerieenienienienneane 222
7.7.5 Réglages de la brillance et du CONraste ..........covueevueerienieniieniieeeeeseeee e 223
7.7.6 Les sources, filtres d’émission et miroirs dichroiques utilisés.........cc.cceevvevvernenns 223

7.8 Le développement des protéines fluorescentes : la GFP et la mRFP........................... 224

7.9 Traitement et analySe d’ IMAZES .......cceerierierieeiieieeeeree ettt 227
7.9.1 Quantification du mouvement cellulaire sous flux (vitesse et directionnalité).....227
7.9.2 Relocalisation de protéines, programme de détection par contours actifs ............ 229
7.9.3 Quantification de la rétraction du bord cellulaire..............ccccoooeviiiiiiiineeiine e, 234

VIII Résultats, premiere partie : Mise en évidence de plusieurs motilités cellulaires sous flux
................................................................................................................................................ 237



8.2 Effet du flux hydrodynamique sur la motilité de cellules non-axéniques NC4a.......... 242
8.3 Effet du flux hydrodynamique sur la motilité de cellules axéniques AX2-M en
conditions de CAreNCE MULITTEIVE.......ecuieruieeieeiierieeeteeteeeeeete et eebeeteessaeebeeseeeneeenseeens 247

IX Résultats, deuxiéme partie : Réorganisation du cytosquelette d’actine apres un changement

de sens du flux et cinétiques de relocalisation de protéines...........cccceevveeeveveeecieeniieeeeieeenenn 251
9.1 Effet du flux sur les cellules « sauvages » : polarisation et orientation cellulaires...... 251
9.2 Réorganisation du cytosquelette d’actine apres un changement de sens du flux......... 257
9.3 Relocalisation de la GFP-myo-II apres un changement de sens du flux...................... 260
9.4 Durant la réorientation sous un flux de 2,1 Pa, ’activité protrusive dépendant de
I’actine préceéde la rétraction dépendant de la GFP-myo-I1 ..........ccooeeiiiiiiiiciiicieccs 264

X Résultats, troisieme partie : Origine de la mécanosensibilité cellulaire............c.ccccuenee. 269
10.1 Role de la myosine-II dans la mécanosensibilité et relocalisation de 1’actine sans
MYOSINE-TL 1..eiiiiiiiie et ettt et e st e et e e taeenbeenbeeseeenaeenne 269
10.2 Le front riche en Lim-GFP contre le flux est un site d’adhésion au substrat............. 272

XI Résultats, quatrieme partie : Réorganisation du cytosquelette et réorientation cellulaire en

réponse a un stimulus chimique. Comparaison au cas sous flux ..........ccccceeeeeeviieeiieercneeennee. 277
XTI DISCUSSION ....eeeivieeiieeeiieeeiieeetteeetee ettt e st e e e aeeebeeesabeeesseessseeessseessseesnseeensseesnsaeensseesnnsens 283
12.1 Différents types de MOtIILES .......cccueeriiiiiiiiiieiecieeeeee e 283
12.1.1 Différentes motilités de Dictyostelium discoideum sous flux et dans un gradient
chimique. Influence des conditions de culture .............ccceeeeveeeeiieiiie e, 283
12.1.2 Différentes motilités sous flux de différents organismes. Migration dans le sens
des forces ou CONLIe 188 TOTCES. . ccuviiiiiiiiiiieciie et 285
12.2 Réorganisation du cytosquelette d’actine sous fluX .........ccecvvevieeviieiieniieeniecieeee, 286
12.2.1 Polarisation et orientation des cellules soumises a un flux..........cccceeveeniennnnn 287
12.2.2 Réorientation apres un changement de sens du flux, relocalisation de la Lim-GFP
€t de 1a GFP-MYO-T1.....ooiiiiiiiieiie et e e 288

12.2.3 La diffusion n’est pas le facteur limitant dans la relocalisation des protéines.... 291
12.2.4 La polymérisation de 1’actine au nouveau front avant précede la rétraction de
I’arriere durant le processus de réorientation sous flux. Un lien complexe entre I’activité

de contraction et la relocalisation de la GFP-myosine-I1............ccccccoovviiiiiiiiniireniene, 292
12.3 MécanosensIbIlIte........cocuiviiiiiriiniiiienieeee et 294
12.3.1 Etude de la relocalisation en fonction des forces appliquées et mécanosensibilité

........................................................................................................................................ 294

12.3.2 Comment expliquer la relocalisation plus rapide de Lim-GFP sous un taux de

cisaillement plus faible 2 .......c..oooiiiiiiii e e 296

12.3.3 MECANO-TECEPLEULS ...eouvvierniiieriiieiiiieeiteesieeeireesteeesbeeesieeesbeeesareessseesaseeennseesnnes 297
12.3.3.1 Le role des microtubules dans la sensibilité aux forces mécaniques ........... 298
12.3.3.2 La myosine-II ne joue pas de role dans la mécanosensibilité ...................... 298

12.3.3.3 Role du front avant contre le flux en tant que zone d’adhésion au substrat. 301
12.4 Réorientation sous flux versus réorientation en réponse a un stimulus chimique ..... 302

12.5 Conclusion, PEISPECLIVES ...ccuutiiuuiiiriieiiieeeiteeette ettt sie e et ee et e e st e e sib e sbeeesbeesnaeeeeas 307
CONCIUSION ZENETALE ......eeeeiiieiieeiee ettt e e e e et e e s e e esaeeeaaeesaseeesseesnneeas 311
RETEIENICES ...ttt ettt et e st st sbee st ea 313



ANNEXE: List of publications

Résumé/Abstract ..........co.........

10



Introduction générale

Les capacités d’'une cellule de migrer, d’adhénen &ubstrat ou a une autre cellule, et
de sentir des forces mécaniques extérieures satispgnsables a de nombreux types
cellulaires pour remplir de nombreuses fonctiomsdgiiques.

De maniere générale, la migration et I'adhésiotulztes interviennent dans un grand
nombre de processus biologiques importants. Pamgee la cohésion des organismes
pluricellulaires repose sur I'adhésion cellule-glel Le développement et I'organisation des
organes (dans la morphogenése, et en particuderbfyogenése) nécessitent la migration
ordonnée de cellules les unes par rapport aux saufyans le processus de phagocytose,
'adhésion a la particule a phagocyter est une eétafcessaire. Au préalable, la cellule
phagocytaire doit migrer jusqu’a la cellule ou Ertgule cible a ingérer. La propagation de
métastases cancéreuses intervient lorsque dedesethalignes se détachent de la tumeur
initiale et se lient a des cellules cibles. Pdeaik les propriétés adhésives particuliéres des
neutrophiles leur permettent d’adhérer aux vaisseamguins a I'approche d’'une plaie, et
ainsi d’initier la réponse inflammatoire. Lorsqg’ibnt établi des liens avec la couche de
cellules endothéliales, ils roulent sur celle-cispaccroissent leur adhérence et entament une
phase d'étalement-migration. Une fois la diapéddfertuée, ils migrent par chimiotactisme
jusqu’'au site infecté. Les amibeBictyostelium pour accomplir leur programme de
développement migrent les unes par rapport awesutans des courants et établissent des
contacts adhésifs pour former des agrégats teelltiles dont la forme évolue avec le temps.
D’un point de vue industriel, dans le domaine degibalimentaire, 'adhésion de micro-
organismes sur les parois de matériaux utilisés pempaquetage de produits alimentaires,
est a l'origine de I'encrassement des récipient&ietl’objet de recherches permettant un
meilleur nettoyage.

La mécanosensibilité est aussi trés répandue dan®mbreux types cellulaires. Elle
est centrale dans les cellules spécialisées qmgint I'acquisition de sens tels I'ouie et le
toucher. D’autres cellules non spécialisées somieégent mécanosensibles, comme par
exemple les fibroblastes ou les cellules endotlesliaLa capacité de sentir des forces
mécaniques extérieures permet aux cellules deymardeur environnement et de s’organiser
les unes par rapport aux autres dans un tisswexeanple lors de I'embryogenéese. De plus, la
vascularisation et le développement de patholdgiéss que I'athérosclérose sont étroitement

liées a la mécanosensibilité cellulaire.
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Pour pouvoir observer, mesurer et finalement medéla migration, 'adhésion et la
réponse mecanosensible des cellules, plusieurs@ms sont possibles. Celle des biologistes
consiste majoritairement a étudier le systéme mdndent complexe qu’est la cellule (seule
ou intégrée dans un tissu). Une autre approchs,ghlysique, consiste a simplifier le systeme
« cellule » en reconstruisant un systeme biomirétigt en le fonctionnalisant de facon a lui
conférer diverses fonctions que I'on souhaite @udCette approche simplificatrice permet
ainsi de réduire I'immensité des parameétres nonrglés dans la cellule. Par exemple, il est
possible d’insérer un canal protéique dans une mamebmodéle de phospholipides dans le
but d’étudier ses propriétés de transport ionigliaide de la technique de patch-clamp. Cette
approche, outre des mesures simplifiees dans uansgsmieux controlé, permet de valider
un modele proposé en vérifiant que les ingrédiamismums de ce modele suffisent a obtenir
les effets attendus.

Lors de ma thése, j'ai utilisé ces deux types dapipes en appliquant des contraintes
mécaniques, dans un premier temps sur des liposfimesonnalisés et, dans une deuxieme
partie de ma thése sur des cellules vivabies/ostelium

Dans mon premier travail de recherches, j'ai obs@tvquantifié le dégonflement de
systemes passifs que sont les liposomes géantdisediyn gel d’agarose, lorsqu’ils sont
soumis a un choc osmotiqudarties Il et I\j). En remarquant que ces liposomes
fonctionnalisés adoptent, dans certaines conditidesdégonflement, des morphologies
semblables a celles d’échinocytes (formes paréoedi crénelées de globules rouges), jai
tenté de proposer un modéle de morphogenése eaptitjapparition de ces formes.

Toujours dans le cadre de systémes reconstitués,epsayé de fabriquer des
liposomes contenant des glycolipides de manieteidie® sous flux leur adhésion spécifique
a une surface recouverte de lectines. Ces tergatiomt pas abouties et je présente quelques
pistes utiles pour continuer ce trav&bftie \).

Dans un deuxiéme volet de recherches, j'ai traaillec des systémes actifs que sont
les cellules vivanteBictyostelium discoideund’ai étudié la réorganisation du cytosquelette
de cet organisme modele en réponse a des forcesdyymiques de cisaillement. A l'aide
d’'une chambre a flux adaptée a mes besoins eida ki différentes souches cellulaires et en
particulier de plusieurs protéines de fusion flsoentes, jai quantifié la relocalisation de
protéines majeures du cytosquelette apres un chwmede sens du flux et ai validé
l'utilisation d’outils permettant de mieux compreades mécanismes de mécanotransduction

cellulaire sous fluxRarties I1X et X
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Introduction au premier volet de mon travail de these

Application de contraintes sur des systemes
artificiels: dégonflement de liposomes fonctionnatés

Lors de mes premiers travaux de recherche, jl@idaé des systémes biomimétiques
artificiels et les ai soumis a des contraintes dgjues ou hydrodynamiques. Dans ce cadre,
j'ai utilisé la bicouche phospholipidiqgue comme raledde membrane cellulaire. Deux types
de fonctionnalisations des membranes lipidiquesétdtrecherchées : la premiére consiste a
remplir le milieu interne des liposomes d’'un gel mdymere pour mimer le cytosquelette
viscoélastique d’une cellule, la deuxiéme vise mermil’adhésion spécifique de cellules a une
surface recouverte de lectines en incorporant yeslgides dans la bicouche lipidique.

Ayant observé expérimentalement que le dégonflemdm liposomes géants
renfermant un gel d’agarose menait, dans certaooeslitions, a des morphologies tres
semblables a celles d’échinocytes qui sont desdsnmnises par des globules rouges dans des
conditions pathologiques, mes objectifs étaientdéierminer les conditions expérimentales
menant a I'apparition de telles morphologies, dgistrer et de quantifier le dégonflement
osmotique de ces objets, d’établir les cinétiques dégonflement et de proposer un
mécanisme pouvant expliquer I'apparition de cemés.

Concernant I'adhésion spécifique de vésicules g8aatune surface greffée avec des
molécules adéquates, mon objectif était de fabrigiess membranes phospholipidiques
contenant des glycolipides afin d’observer sousx fliattachement spécifique et le
détachement de ces systemes modeles avec desawulorverre recouverts de lectines.
Cependant, mes tentatives d’obtenir un tel systemoelele artificiel mimant I'adhésion
cellulaire spécifique n'ont pas abouti et je présem quelques pistes pouvant favoriser la
continuation de ce travail ambitieux.

Ainsi, dans la partie liftroduction, état des connaissances : les liposgnheur
fonctionnalisatio, jintroduis toutes les notions utiles a la borcwmmpréhension de mon
premier projet de recherches et je commence denfgéoérale par ce qu’est une bicouche
phospholipidique. Je présente les propriétés mgaanide ces membranes pour que le lecteur
puisse se familiariser avec la physique de cesslfm particulier, jinsiste sur les modeles
théoriques permettant de trouver les formes d'daqeilde vésicules aqueuses, étant donné
gue je comparerai ces morphologies a celles dewlési remplies de gel d’agarose. Dans

mon projet de recherches, mon but étant de dégodfie vésicules remplies d'un gel
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d’agarose grace a un choc osmotique, je me dois demprésenter de fagon générale les gels
physiques, ainsi qu'une théorie du gonflement des @els et des travaux de
gonflement/dégonflement de gels menant a l'apparitie morphologies variées de ces
réseaux élastiques. Je parle aussi de la perntéaddéis membranes pour expliquer le
transport sélectif a travers une bicouche phospiditjue. Je définis brievement ce qu’est la
pression osmotique d’'une solution et explique ldhode employée pour appliquer un choc
hyper-osmotique. Ayant remarqué une forte ressamblantre les morphologies acquises par
les vésicules remplies de gel aprés leur dégonfieetecelles de globules rouges crénelés, je
présente la structure de ces cellules sanguinasoetle les travaux théoriques permettant de
retrouver la séquence qui méne une hématie derzefstomatocyte a la forme discocyte et
enfin a la forme échinocyte. Enfin, je parle delmations rapportant la fonctionnalisation de
vésicules avec des chaines polymeres pour moraraginhalité de nos travaux consistant a
introduire un gel physique dans le volume interlume vésicule géante.

Pour introduire la partie « adhésion spécifiquessfiux », je mentionne I'équation
hydrodynamique de Navier-Stokes et le mouvement sgheres rigides ou d’objets
déformables sous écoulement et pres d’'un sub&eats un dernier paragraphe, je cite des
travaux ayant abouti a la fabrication de vésictitextionnalisées adhérant spécifiguement a
des surfaces traittes ou a dautres vésicules et pamticulier un travall
d’attachement/détachement spécifique de vésicé@astgs sous flux.

Dans la partie |l Matériels et Méthod@sje détaille les protocoles de fabrication des
liposomes, en particulier la méthode d’électrofaroraqui fut la principale utilisée. J’aborde
les fondements des techniques microscopiqueséatlisians ce premier projet (contraste de
phase et fluorescence). Je décris la chambre dmfiégent que jai mise en place et utilisée
pour la majorité des expériences de choc hyper-tigo® En ce qui concerne les expériences
sous flux hydrodynamique, je montre le disposiipé&rimental de chambre a flux et rappelle
le calcul théorique de la contrainte hydrodynamigppliquée. Aprés avoir mentionné le
protocole de greffage des lamelles de verre avec ldetines, je mentionne les outils
d’acquisition, numérisation, traitement et analg$mages utilisés.

Dans la partie lll Résultats: dégonflement de vésicules phosphaiipédi:
comparaison entre vésicules remplies d’'une solutiqneuse et vésicules remplies de gel
d’agarosg, je présente mes résultats expérimentaux de flégmnt de vésicules remplies de
gel et compare leur comportement sous un choc kpygraotique a celui de vésicules
aqueuses. Je montre que le dégonflement osmotiggeegsif d’'une population de vésicules

agueuses provoque l'apparition de morphologieséearidécrites par le modéle théorique

14



ADE (Area Difference Elasticity) avec souvent deissions de vésicules. Au contraire, le gel
empéche la division d’'une vésicule en deux vésgtilees lors du dégonflement. De plus, le
gel retient I'eau lors du dégonflement osmotiqueceetd’autant plus que la concentration
initiale d’agarose est grande et que la pressicarcée sur les veésicules est grande. La
présence du gel n'affecte pas les cinétigues derdiggnent mais stoppe précocement le
dégonflement du fait de sa pression élastique. tB8apart, nous avons observé que ces
liposomes fonctionnalisés acquiérent des morphetogiénelées lors de leur dégonflement
rapide pour une concentration du gel comprise eéhd@& et 0.18 % en masse. Ces formes
originales avec pics ressemblent a celles d’éclypescparfois prises par les globules rouges
dans certaines conditions pathologiques. Nous @ un mécanisme de formation d’'une
couche superficielle de gel effondré comme pouvdre a 'origine de I'apparition de ces
morphologies originales (Partie I\Discussio.

Dans la partie V Résultats, discussion: Systéme biomimétique dehdsion
cellulaire), je présente succinctement ma tentative de faériges liposomes contenant des
glycolipides et pouvant reconnaitre spécifiquemaene surface de verre recouverte de
lectines. En analysant quantitativement le mouverderces vésicules sous flux, je n'ai pas
pu mettre en évidence la création de liens spémficentre ces objets et la surface greffée. Je
propose quelques hypothéses pour expliquer I'écleeces tentatives et quelques pistes

pouvant étre exploitées pour continuer ce travalil.
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| Introduction, état des connaissances : les
liposomes, leur fonctionnalisation

1.1 Les membranes

Les membranes permettent de délimiter des miligtférdnts tout en assurant une
communication entre ces milieux. Elles assurentperenéabilité sélective entre deux milieux
et gerent ainsi la régulation des échanges. Hiesviennent dans le transport de molécules
(par exemple le transport de I'hémoglobine et ddad’oxygene par les globules rouges).
Toute cellule de n'importe quelle espéce vivantspde une membrane plasmique délimitant
son espace interne.

Le modeéle choisi pour cette étude est la doublel®wphospholipidigue géante ou

vésicule phospholipidique géante unilamelfhire

1.1.1 Qu’est-ce qu’une vésicule ? Définitions

Le terme «ésicule» regroupe toute sorte de membrane referméelsuméime. Si la
membrane est composée de molécules grasses, idsslides vésicules sont appelées
liposomes Les liposomes sont ditsnilamellaires quand leur membrane est une bicouche
moléculaire unique (Fig. 1_1). On les classe suileur taille : Small (20-50 nm), Large (50-
500 nm) ou Giant (0.5-10Am) Unilamellar Vesicles. Les SUV et les LUV peuvétte
comparés a certains organites cellulaires : vésscdé sécrétion, vésicules de transport entre
les compartiments internes de la cellule (appateiGolgi), etc... Les liposomes géants ou
GUV ressemblent davantage a la membrane plasmiguweltlles (qui sépare le cytoplasme
du milieu extérieur

Figure 1_1: coupe d’'une membrane
lipidique unilamellaire sphérique.

! Dans cette partie consacrée aux liposomes, ndiserdns indifféremment les termes vésicule oodipme.
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1.1.2 Les lipides

Les trois principaux types de lipides membranasmed les phospholipides, les
glycolipides et le cholestérol.

Les phospholipides sont dérivés soit du glycéralgarle alors de phosphoglycérides
ou de glycérophospholipides; Fig. 1 2 A et B),tsde la sphingosine (pour la
sphingomyéline qui est le seul phospholipide memddra non dérivé du glycérol mais dérivé
de la sphingosine ; Fig. 1_2 D et E).

Les phospholipides sont constitués de deux chaiiaegles gras et d'une téte polaire
avec un groupement phosphate (deux exemples ddfiguee 1_2 C). Les chaines d’acide
gras comportent habituellement un nombre pair dia®de carbone, typiquement entre 14 et
24. Les plus communes sont celles a 16 et 18 at@®meS. Chez les animaux, la chaine
hydrocarbonée n’est pas ramifiée. Elle peut étteiréa (que des liaisons simples) ou
insaturée (présence d’'une ou de plusieurs doublssiis).

On note une chaine hydrocarbonée Cn:m, ou n indegnembre d’atomes de C et m
le nombre d’insaturations. Par exemple, C18:1 {@jslont le hom est oléoyl et qui est la
chaine aliphatique du phospholipide DOPC (Fig. £)2 est une chaine comportant 18
atomes de carbone et une double liaison cis si@"@ atome. Cette double liaison cis
introduit un « coude » dans la chaine.

Les glycolipides (aussi appelés glycosphingolipidesnt des lipides dont la téte
polaire contient des oses (Fig. 1_2_F). Dans ldgles animales, les glycolipides dérivent de
la sphingosine. Enfin, les membranes plasmiqueseliges eucaryotes sont habituellement
riches en cholestérol (Fig. 1_2_ G), tandis querlembranes des organites de ces cellules ont
typiqguement des quantités moindres de ce lipidéra€liableau 1_1).

Les lipides sont des molécules amphiphiles, c'editéi qu’elles possédent a la fois
une partie polaire hydrophile (alcools phosphorytésidus osidiques, ...) et des groupements
hydrophobes (les chaines aliphatiqgues ou chairesdé’ gras). Les molécules amphiphiles
sont solubles dans les solvants organiques apolaoesne le chloroforme. Lorsque des
phospholipides sont dans de I'eau, il apparaitidesactions antagonistes avec I'eau d’ou
une organisation spontanée donnant naissance struiceure dont la géométrie dépend de la
forme initiale du phospholipide utilisé (Israeladhv1995). Cette organisation permet
d’éviter le contact des parties hydrophobes aveaul’ en laissant les tétes hydrophiles

exposées a l'eau.
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Figure 1_2: Les trois principaux types de lipides membranaires sont les phospholipides, les
glycolipides et le cholestérol (A, D, G tirés de Stryer, 1995; F tiré de Alberts et al., 1994).
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Tableau 1-1:  Compositions lipidiques approximatives de différentes membranes
cellulaires (tiré de Alberts et al., 199

Pourcentage des lipides totaux en poids

5] <5}

= =

g =) =

e E, 2

k= S8 g S

) 25 =l g

[«B] <B} = =)

52 5£ 0, EEs E&

oy ! = a < = .

Q8 Q0 % = O = =" ~

EE E° © g£E§5 &85 %
Lipides =i S S = S EE = 5 =S
Cholestérol 17 23 22 3 6 0
Phosphatidyl-éthanolamine 7 18 15 35 17 70
Phosphatidylsérine 4 7 9 2 5 traces
Phosphatidylcholine 24 17 10 39 40 0
Sphingomyéline 19 18 8 0 5 0
Glycolipides 7 3 28 traces traces 0
Autres 22 13 8 21 28 30

1.1.3 Des fluides hi-dimensionnels

Les bicouches lipidiques sont des fluides bi-dinmmels organisés. Une des
propriétés essentielles des membranes phosphgligisliest I'existence d’une température de
transition liquide-gel Tc (température de crissallion) au-dessous de laquelle les chaines
lipidiqgues sont figées dans une phase cristallideeflham and Evans, 1988; Sackmann,
1995). Au-dessus de Tc, la bicouche est dans uasepiésordonnée dans laquelle les lipides
sont libres de se déplacer latéralement.

La température de transitiory Tépend de la longueur des chaines des acide®igras
de leur degré d’insaturation. Ceci se comprend b&nces deux parametres vont influencer
les interactions entre les chaines. La phase ltinstarigide, est favorisée par la présence de
résidus d’acides gras saturés. Une double liaisomlans une chaine abaissg du fait de
I'angulation de la chaine qui rend plus difficilensinteraction avec des chaines voisines.
Quand la longueur des chaines d'acides gras augm&naugmente, ce qui favorise donc
I'état ordonné.

Les lipides sont susceptibles de diffuser latératgntans la membrane (fluide bi-

dimensionnel). Selon que la bicouche est dang ffigide ou cristallin, la mobilité des lipides
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au sein de la bicouche lipidique est fortement géanDans la phase cristalline, le coefficient
de diffusion translationnel varie entref0et 10" cn/s ; dans la phase fluide, la mobilité
des lipides est plus grande et se situe entfe 8010 cnf/s (Almeida et al., 1992). Ceci
signifie qu’un lipide explore, dans la membranee végion de 1 & 10m?en 1 s.

Les lipides peuvent également basculer d'un feudie la bicouche a l'autre. Ce
mouvement de « flip-flop » est beaucoup plus larg g diffusion latérale parce que la téte
polaire doit traverser la partie hydrophobe (Fig3)L A I'équilibre thermodynamique, le
temps de demi-réaction pour que la moitié desépipgasse d'un feuillet vers 'autre varie de

la journée a la semaine (Homan and Pownall, 1988).

2 ﬁ ﬁ R Figure 1_Z: Diffusion latérale et diffusion
i H }% % transversale (tiré de Stryer, 1995).
O
111
—
=1

Diffusion transversale
{Flip-flop)

1.2 Propriétés mécaniques des bicouches lipidiques

Une bicouche lipidique peut étre assimilée a undléemince, Iégerement déformée
par rapport a sa forme d’équilibre. On peut aleganener a la théorie de I'élasticité des
milieux continus. Pour caractériser les réponsesamgues a une contrainte, Helfrich (1973)
a introduit trois types d’élasticité : I'élasticitéde cisaillement, I'élasticité d’étirement et

I'élasticité de courbure (Fig. 1_4).

1.2.1 Elasticité de cisaillement (shear)

Le cisaillement d'un élément de surface peut éisaalisé comme |'élongation dans
une direction tangente a la membrane L=dlo+et la compression dans une direction

perpendiculaire L=L@®L (toujours tangente a la membrane). L'aire deéhént reste
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constante pendant cette déformation. En fait, ad#sticité intervient dans les membranes
dans leur état rigide ou dans les membranes bolegi a cause du cytosquelette mais est
guasiment inexistante pour les bicouches lipidigdass leur état fluide, les lipides étant

libres de se déplacer les uns par rapport auxsautre

- y

# Figure 1_4 Contraintes de
a) cisaillement, b) extension
ou compression, ¢) courbure.

(b

{C)

1.2.2 Elasticité d'étirement (stretching)

Les bicouches lipidiques présentent une grandestaégie aux efforts de type
compression-dilatation. Les interactions électtipi@s au niveau des tétes polaires luttent
contre les efforts de compression alors que lesantions hydrophobes d’'origine entropique
luttent contre les efforts de dilatation (Israeldlth 1995). Ces interactions entropiques
cherchent a maximiser I'entropie en maximisantdenbre de configurations des molécules

d’eau autour des lipides, de facon a minimiserdiéie libre. Ce sont ces interactions
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entropiques qui sont a l'origine de la formatios deembranes lipidiques (Evans and Rawicz,
1990).
Une membrane présente deux régimes d’élasticité :
- A faible tension (< 0.5 mJ.A), l'aire totale de la vésicule varie peu, mais pantre,
son aire apparente augmente, c’est-a-dire que liarde des fluctuations thermiques
diminue (Fig. 1_5).

Aire apparente initiale Aire apparente augmentée

P |-
« > « >

ETIREMENT
A 2 ———

(amplitude des fluctuations réduite)

Amplitude des
fluctuations

Figure 1_5 Augmentation de I'aire apparente sous étirement.

- Dans le régime des fortes tensions (> 0.5 mij.ma dilatation augmente
proportionnellement a la tension, jusqu’a la ruetqui correspond au cas limite ou

I'énergie de traction est égale a I'énergie de smmehydrophobe.

L’augmentation maximale de l'aire totale d’'une meante avant qu’elle ne se rompe

est faible, elle ne dépasse pas 3 a 4 % de liaitiale.

1.2.3 Elasticité de courbure (bending)

La membrane peut étre également soumise a un memeata flexion, I'écartant de
son plan tangent. Les bicouches phospholipidiqaestses flexibles. En effet, la déformation
d’un film fin tel qu’'une bicouche lipidique ne celgu’une faible énergie de courbure.

Dans l'espace, en chaque point d'une surface séfimisl deux rayons de courbure
principaux R et R. Ce sont les rayons de cercles osculateurs pdam#gides, comptés
négativement si le centre du cercle est situéddieeur de la vésicule (Fig. 1_6). La courbure
moyenne est alors définie par H=1MH/R,. Par exemple, pour une sphere de rayon R,
H=2/R, et pour un cylindre de méme rayon, H=1/Rm8® H n’est pas suffisant pour décrire
I'état de courbure d’'une membrane (H peut étreenoilEme dans le cas d’'une membrane
courbée), on définit aussi la courbure de GaussGFrRR,. Deux exemples illustrent ces

deux grandeurs (Fig. 1_7).
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Figure 1_€: Rayons de courbure
d’une surface en un point M.

Figure 1_7: Courbures moyenne et Gaussienne. Photos avdesesculateurs.
A gauche, vésicule en forme de poire : H<0 et G<O0.
A droite, invagination : HO et G<0 (semblable a une selle de cheval).

Quelle que soit la forme globale de la vésicukendrgie de courbure locale, par unité
de surface, est donnée par une expression inteopaitHelfrich (1973):

o= (1/2)x H* + K'G (1.1)

ou x et K’ sont deux modules élastiques de courburecéss respectivement aux
courbures moyenne et gaussienne. On peut remagqlien’y a pas de terme d’ordre impair
en H du fait de l'invariance de I'énergie par rapi@u signe de la courbure.

L’énergie libre totale de courbure de la membrastel'mtégrale sur toute sa surface
de I'énergie de courbure d’Helfrich. Dans le casvésicules, la membrane est une surface
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fermée et le second terme dg jpeut étre ignoré. En effet, l'intégrale de la dtowe
gaussienne sur toute surface fermée est une ctastdast un invariant qui ne dépend que de
la topologie de la membrane.

k est donc l'unique module élastique de courburesidéné. Il posséde la dimension
d’'une énergie, et son ordre de grandeurxest10*° J, soit de 10 & 20 fois I'énergigTk
d’agitation thermique. Plus est grand, plus I'énergie qu'’il faut dépenser poourber une
membrane est grande. Pour un rayon de courburevicbenl um, on obtient donc des
ondulations thermiques visibles impliquant une gigede courbure par unité de surfage=g
2*107 J.m?,

Dans les liquides usuels, on ne tient jamais cordpteette énergie de courbure, car
elle est négligeable devant la tension de surfacgui est supérieure 2072 J.m?. Par contre,
pour une membrane, peut étre inférieure & YM.m? et I'énergie de surface est quasi nulle.
L'énergie de courbure prend alors un réle prépaattér

Dans le cas d’'une asymétrie entre les deux fesiitletla bicouche, si cette asymétrie
peut s’exprimer au niveau local (c'est le cas d'asgmétrie qui apparait quand les deux
solutions interne et externe sont différentes, oang les deux feuillets de la bicouche sont
composés de phospholipides de natures chimiqudséredifes, ou encore lorsque des
particules, protéines, ou ions rentrent en intewaavec la membrane), il faut introduire, dans

le modeéle de Helfrich, une courbure spontané#aas I'énergie de courbure :

0= (1/2)x (H-co)® (1.2)

Méme lorsque les lipides sont tous de méme nathmmique, lorsque les deux
solutions interne et externe sont rigoureuseneniriémes et lorsqu’il n'y a pas d’interaction
avec des patrticules, il peut subsister une dermigyeétrie. Cette asymétrie, qui est globale,
apparait lorsque les deux monocouches qui constitaemembrane n’ont pas la méme aire
(par exemple, pas le méme nombre de molécules,asulgpméme densité surfacique de
molécules). Cette contribution a 'asymétrie denkembrane dépend de la forme géométrique
globale de la vésicule, et ne peut donc étre aedains I'expression locale de I'énergie de
courbure spontanég,gomme cela a été fait juste au-dessus.

On peut néanmoins la décrire, grace a un modedtigile qui considere la différence
d’aire des deux feuillets. Cette description estadglobale et considére la vésicule dans sa
totalité.
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En conclusion sur ces trois types d'élasticitén peut dire que la déformation de
courbure des membranes est prépondérante par rappaersaillement quasi-inexistant (au-
dessus de Tc) et a I'étirement tres faible. Une brane lipidique est donc un fluide
bidimensionnel incompressible qui se courbe redatient facilement.

1.3 Les fluctuations thermiques

L’énergie de courbure dont nous avons parlé plus §appose aux déformations de
la membrane, mais cette énergie étant faible, thigh thermique suffit & provoquer des
fluctuations incessantes de la membrane, fluctnatiui sont visibles au microscope optique.
En effet les ondulations sont supérieures au mietmanLa membrane plissée des vésicules
fluctuantes posséde un réservoir conséquent dtaichée. On parle « d’exces de surface »,
défini comme l'aireAA récupérable en dépliant les fluctuations. A kétampletement
détendu (tension membranaive= 0), cette fractio\A représente 5 a 10 % de la surface

moyenne projetée (Fig. 1_8).

10 |J=I 1k Lm

Figure 1 & Fluctuations thermiques. Images de microscopieflaerescence
d’une vésicule géante fluctuant.Photos dans le méme plan a différents instants,
b) reconstruction a partir de plusieurs plans (teé€sdndre, 2000).

1.4 Morphologies de vésicules

1.4.1 Un modéle simple

La recherche des formes d’équilibre de vésiculeffegtue en minimisant I'énergie

libre de Helfrich et, en fait, uniguement I'énerdie courbure qui, comme nous lI'avons vu, est
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prépondérante dans le cas d’'une bicouche a I'éidef Pour simplifier cette recherche, dans
le cadre d’un modéle simple, plusieurs hypothesasfaites :

- comme déja dit, la membrane est dans I'état flgdgequi permet de ne considérer que
I'énergie de courbure)

- les deux feuillets sont symétriques (ce qui pernigtiliser I'expression 1.1 pour
I'énergie locale de courbure)

- lavésicule conserve la méme topologie (pas destcomme dans le cas d’'un tore, pas
de fission), ce qui permet de négliger le termetsatonstant, d’énergie de courbure
gaussienne

- la surface totale de lipides, A, est constante.

Dans ces conditions, les formes d’équilibre thaergy dépendent d'un unique
paramétre, le volume réduit, qui dépend de la sar& du volume de la vésicule (Seifert et
al., 1991) :

v = 3V/[4m(A/4T)*

En particulier, la forme ne dépend ni de la tailiela vésicule, ni de la valeur de la
rigidité de courbure. Le paramétre sans dimengiqgnantifie simplement le gonflement de la
vésicule, la valeuv = 1 correspondant a une sphere, c’est-a-diref@arhae géomeétrique qui
contient le plus grand volume V, pour une aire Ame. Les valeurs de strictement
inférieures a 1 correspondent a des vésicules flégen On obtient alors différentes
morphologies axisymétriques qui sont fonctionvd@Fig. 1_9). D et B° correspondent aux

transitions discontinues prolate (cacahuete)/oblétiéscoide) et oblate/stomatocyte,

00vl==(|(J0

005 03 0591 | 059

respectivement

0.8 095 — vy

Figure 1_¢: Morphologies théoriques de vésicules en fonatiowolume réduit (tiré de Seifert
et al., 1991).

Ainsi, ce modele théorique simple prévoit des fesnd’équilibre de vésicules, en
fonction uniquement du volume réduit. Ces forme®r#eobtenues expérimentalement par
Kas et Sackmann (1991). Certaines correspondergsantbrphologies adoptées par des
globules rouges sains (discocytes) ou malades &tmytes observés chez des personnes
atteintes de drépanocytose ; Jay, 1975).
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1.4.2 Des modeles de plus en plus élaborés. La thé ADE
(Area Difference Elasticity)

Cependant, d’autres formes pourtant observéesimgrétalement ne sont pas prédites
par ce modele tres simple : par exemple, les lealtdissymétriques ressemblant a des poires
ou les formes en étoile de mer, ayant jusqu’alseptches (Wintz et al., 1996).

Des modéles de plus en plus élaborés sont appatsegpliquer le large éventail de
morphologies de vésicules observées. Au début deéesa soixante dix, le modéle de la
courbure spontanée a été proposé. Ce modele ufiispression 1.2 pour I'énergie de
courbure et prend donc en compte une courbure apéatlocale, ¢ qui traduit I'existence
d’'une asymétrie locale entre les monocouches (csitipos lipidiques différentes des deux
monocouches, ou solutions internes et externeérdiffes, ou éventuelles interactions de la
membrane avec des molécules, des particules). éies fuillets ont, cependant, la méme
surface (Canham, 1970 ; Helfrich, 1973 ; Miao et#)91 ; Seifert et al., 1991). Le « modele
simple » présenté juste au-dessus n’est qu’undificapon de ce modéle.

Un peu plus tard est apparu le « modéle de couptegéa bicouche » (bilayer-
coupling model ; Sheetz and Singer, 1974 : Svetinal., 1982 ; Svetina and Zeks, 1989 ;
Seifert et al., 1991). Ce modéle prend en compmsythétrie globale induite par une
différence d’aire entre les deux feuillets. Dansrmléle, les aires de chaque feuillet et donc
aussi leur différence sont constantes.

Cependant, aucun de ces modeles ne put explicggpdtition de certaines formes
(Wortis et al., 1993). Finalement est apparu le @®d\DE (Area Difference Elasticity
model) dans lequel l'aire de chaque monocouche yagr (localement et globalement) et
s'étendre de maniére élastique sous une contrdiétieement/compression (Fig. 1_10 ; Miao
et al.,, 1994; Mui et al., 1995; Dobereiner et 4897). Dans ce modele, les aires des deux

feuillets sont donc différentes et variables.

~—— | uche intermne est Figure 1_1(: Le modéle ADE :

comprimée, celle déeformations élastiques.

externe est étirée. Prise en compte des variations d’aires

\ locales (et globales) sous des contraintes
La couche interne est étirée. d’étirement/compression.

Celle externe est compréssée.
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Chaque monocouche est caractérisée par une sudfaoee (A", ou A™) qui est
déterminée uniqguement par le nombre de lipidesligué®ntient. Mais chaque monocouche
peut voir sa surface varier et a donc une aire giasde ou plus petite {Aou A% que celle
relaxée. On peut donc définir la différence endredires relaxees :

DAG= A% A = (Nexi- Nint )@
ou No et Ny sont les nombres de lipides dans les feuillets riexté et intérieur
respectivement, et,ast l'aire relaxée occupée par chaque lipide. ©ut @ussi définir la
différence entre les aires réelles des deux couches

AA= ASC_ plnt

Cette différenc&A dépend de la forme globale de la vésicule.

Les deux énergies prises en compte dans le modBE gont donc I'énergie du
modele de courbure spontanée (expression 1.2 régéyr toute la surface de la vésicule) et
une énergie élastique d’étirement nécessaire pair AA différente deAA,, et calculée de
facon globale sur la vésicule entiére.

Cette théorie ADE conduit & un diagramme de phaségue avec seulement deux
parameétres : le volume réduitet une différence d’aires réduite effectiva qui tient compte
a la fois de la courbure spontanée locgldicmodeéle de Helfrich, de la différence de sudace
relaxées entre les feuillets et de deux modulestiglees de courbure de la membrane : celui
local déja rencontré et un autre, non locat,(Fig. 1_11).

On peut remarquer gu’expérimentalement les deuxocmurches possedent toujours
des nombres de molécules différents. Ces nombreenvad’'une vésicule a l'autre a
I'intérieur d’'une méme préparation (le temps d'dquage des feuillets par flip-flop est

supérieur au temps d’observation des vésicules).

Figure 1 11 Diagramme de

6 phases simplifié du modele
8 ADE (tiré de Mui et al., 1995).
Axe des ordonnées: la

U difféerence  d'aires  réduite

""""" effective, Aa,. En abscisse : le

1 ) O volume réduit. En pointillés :
= les formes non axisymétriques.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0



1.5 Perméabilité des bicouches lipidiques

Le mécanisme de transport passif au travers d’'upebrane peut étre soit une
diffusion le long des squelettes hydrocarbonédlilipies, soit une diffusion au travers de
protéines membranaires facilitant le transport, soeiécoulement par des pores membranaires

transitoires.

1.5.1 Processus diffusif a travers une membrane ssn
proteine

Pour traverser une membrane lipidique sans prqtéine molécule doit franchir la
barriere de perméabilité que constitue le squeleytirophobe. La perméabilité n’est pas
définie uniguement comme une résistance du sqeefsttirophobe de la membrane a la
molécule de soluté. En effet, il faut aussi teoimpte de la barriere énergétique que forme la
zone interfaciale constituée des tétes polairédidjpes.

Lors du dégonflement d’'une vésicule sphérique)'mi fait I'hypothése que la
réduction de volume est gouvernée par la diffuslen’eau a travers la membrane (pas de
pore), la courbe R(t) qui montre les variationspgerelles du rayon de la vésicule permet, en
principe, la détermination de la perméabilité dmli a travers la membrane, P. En effet, la
perméabilité, qui a la dimension d’une vitesseifiecla relation suivante :

9r_ —aPAc
dt

ou Ac est la difféerence des concentrations molairesalaté des solutions extérieure et
intérieure etr = 18 cn?.mol* est le volume molaire de I'eau (Boroske et al§11)9

En 1978, Fettiplace a mesuré la perméabilité daul'ele diverses membranes
artificielles en utilisant une méthode osmotiquet{iplace, 1978). Il trouve une perméabilité
de I'eau d’environ 35-40 um/s a 25°C pour des mams de pur DOPC ou d’egg-PC. En
utilisant comme lipide la sphingomyeline, la perbié# est d'un ordre de grandeur plus
faible que celle obtenue avec la phosphatidylckeoliRlus récemment, en utilisant une
technique d'aspiration et de manipulation avec opigette de maniere a plonger des
membranes dans un environnement hyper-osmotiqperiaéabilité a I'eau a été mesurée au
travers de vésicules géantes unilamellaires conggodgé lipides phosphatidylcholine PC
poly-insaturés (Olbrich et al, 2000). La gamme disunes des permeéabilités de I'eau a 21°C

se situe entre 30 et 40 um/s pour des phosphdimiyies avec une insaturation sur une ou
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les deux chaines (42 +/- 6 um/s pour des memb@d@d3OPC) jusqu’a environ 150 pm/s
pour du diC18:3.

La perméabilité a I'eau dépend donc de la commositpidique et, en particulier, du
nombre d’insaturations des chaines hydrocarboides.le nombre d’insaturations est grand,
plus la perméabilité est grande (Huster et al, 1,9Ibrich et al, 2000). De plus, les valeurs
indiquées plus haut ont été mesurées au-dessus. dnTaessous de; Tla perméabilité des
membranes phospholipidiques diminue et peut atteides valeurs de I'ordre de=P10*
pum/s pour I'eau.

En résumé, plus la membrane est ordonnée et codelepisis la barriere est élevee et
plus la perméabilité a I'eau est faible.

1.5.2 Différentes perméabilités selon le solute

Les coefficients de perméabilité a travers uneuxbe phospholipidique fluide ont été
mesurés pour des molécules neutres solubles dems télles le glucose et le sucrose. Les
valeurs trouvées, lorsque la membrane est a Ifeiate, sont d’environ 18 um/s pour le
glucose et de 3.10um/s pour le sucrose (Alberts et al., 1994). Denm@ue pour I'eau, le
passage de la membrane de I'état fluide a I'éth gmtraine une diminution brutale de la

perméabilité pour ces molécules.
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N N2 . .
1o i Figure 1_1z Ordres de
b= grandeur de la perméabilité
0 de molécules a travers une
b 2 . ...
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dans [I'état fluide. Les
valeurs sur laxe sont
données en cm/s.
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En comparant ces perméabilités avec celle de leagonstate donc qu’une bicouche
de phospholipides laisse passer I'eau tres faciéralors que le sucrose et le glucose ne
peuvent pratiquement pas traverser la membrane XFig).

1.5.3 Formation de pores membranaires

Si des pores apparaissent dans la membrane, & sela détourné pour passer dans
les pores qui présentent une résistance beaucaospfable a son passage que le squelette
carboné. On a un écoulement de fluide a travepsie.

Les pores apparaissent pour relaxer la tension waraibe. D’une maniere générale,
ils se forment spontanément dans les régions deelmbrane riches en défauts. On peut
artificiellement provoquer I'ouverture de poressamumettant la membrane a des contraintes

extérieures, comme, par exemple, un choc hypo-ogugtun étirement mécanique dd a

'adhésion a un substrat, une illumination inteagd’application d’un champ électrique (Fig.
1 13; Taupin et al., 1975 ; Sandre et al., 19B8mard et al., 2000 ; Tekle et al., 2001 ;
Karatekin et al., 2003).

Figure 1_1Z Fermeture
d’'un pore dans une
vésicule tendue par
illumination. L’addition
de glycérol dans cette
expérience ralentit
considérablement le
processus et permet
I'observation de ce pore
transitoire
macroscopique (tiré de
Sandre et al., 1999).
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La durée de vie d’'un pore dans un milieu aqueuxedtordre de 100-200 ms (Tekle
et al., 2001 ; Karatekin et al., 2003).

On peut définir I'existence d’'un pore en terme deston de lignegy, colt d’énergie
libre par unité de longueur du bord exposé. La &iom d'un pore dans la membrane
engendre I'exposition a I'eau de chaines hydrophdipédiques d’ou la création d’'un bord
fortement courbé pour protéger ces phospholipifies {_14).

Figure 1_14 Pore montrant les lipides perturbés au niveabaid.

On considére en général un pore comme un troulaireuwde rayon r dans une
bicouche plane (Taupin et al., 1975). L'énergieli pore de rayon r peut s’écrire :
E (r)=y2m-onr
ou o est la tension de surface de la membrane.
E, (r) atteint un maximum quand r 2 y/ o et E, () = my?* / 0. Ceci signifie que
lorsque r < T, le pore tend & se refermer tandis que si T, # tend & grossir indéfiniment
jusqu’'a éclatement de la vésicule. La tension dmeliy pour une membrane de

phosphatidylcholine est de I'ordre de™tN ou J.mT (Taupin et al., 1975 ; Karatekin et al.,
2003).

1.6 Pression osmotique

1.6.1 Definition générale de la pression osmotiqué'une
solution

Considérons une cuve a deux compartiments, dangudiss ont été placés
respectivement une solution (solvant et soluté)eesolvant pur correspondant. lls sont
séparés par une cloison poreuse "semi-perméahlissaht passer les molécules du solvant,
mais pas celles du soluté (Fig. 1_15).

Figure 1_15 Membrane semi-perméable et osmose.

33



b

On constate que le solvant pur a tendance a mapas le compartiment de la
solution. Les variations de volume dans chaque ewotimpent se traduisent par une variation
de niveau dans les deux tubes : il baisse du adEolvant et monte du cété de la solution.
C'est le phénomene de I'osmose.

Ce phénoméne s'arréte lorsque la différence damwentre les deux compartiments
crée une surpression hydrostatique suffisante pyposer a I'entrée du solvant dans le

compartiment de la solution. On appelle cette jjwada pression osmotique de la solution.

1.6.2 Application au cas du dégonflement de vésied

Lorsque la concentration extérieure a une vési¢ple exemple de glucose) est
supérieure a la concentration intérieure (par exerdp sucrose), on parle de choc hyper-
osmotique. La vésicule subit alors une différeneeptessions osmotiques égale gnP=
Pgiucose— Pucrose Avec les faibles concentrations utilisées dans ex@ériences (de I'ordre de
100 mM), la pression osmotique est proportionréella concentration du soluté, comme nous
allons le voir dans la partieGalcul pratique de la pression osmotique d'une . La
vésicule réagit au choc hyper-osmotique en exptidarieau de maniére a concentrer son
milieu interne pour égaliser les concentrationérietire de sucrose et extérieure de glucose et
ainsi les pressions osmotiques. Elle a donc teredarse dégonfler.

Dans le cas contraire (choc hypo-osmotique), dréera un flux d’eau vers l'intérieur
de la vésicule pour diminuer la pression internerppport a la pression externe. La veésicule
a donc tendance a gonfler. Le soluté (sucrose)itaégalement tendance a sortir de la
vésicule, mais ce processus de transport a tréaerembrane est beaucoup trop lent et en
pratique n’a pas lieu sur I'échelle de temps dgpéience. Si la vésicule gonfle trop, elle
peut éventuellement éclater ou former des poresitares de fagon a expulser rapidement
un volume de solution interne, ce qui permet daxesl sa tension membranaire.

Le choc osmotique est une manipulation tres brutategradient de concentration d’a
peine 40 mM représente une différence de pression bar de part et d’autre de la

membrane.

1.6.3 Calcul pratique de la pression osmotique d'un
solution

Un calcul thermodynamique a I'équilibre permet denirer que dans une solution

(solvant et soluté), la pression osmotiguete la solution vérifie:
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™V 1=RT*m,

ou V; est le volume d'un kg de solvant et @st appelée la molalité du soluté. C'est le nombre
de moles de soluté par kilogramme de solvant. Jetraule n'est valable que lorsque la
fraction molaire du soluté est négligeable devaritdction molaire du solvant.

La molalité d'une solution, s est calculée dans des tables en fonction de la
concentration du soluté dans la solution. Pour ctescentrations de soluté peu élevées
comme celles que nous allons utiliser, la molatieé la solution est proportionnelle a la
concentration du soluté et la pression osmotiquaevdonc linéairement avec cette

concentration.

1.7 Les gels physiques

1.7.1 Introduction générale sur les gels physiques

Les gels physiques constituent une catégorie irdtdiaire entre les gels temporaires
(qui n'établissent pas de connexion entre les nmagkécules) et les gels chimiques (qui
établissent des liaisons covalentes entre les mmdécules). Ces gels physiques sont
constitués de chaines pontées physiquement. Cdagesnnon covalents ont une énergie
petite, de I'ordre de KT (interactions coulombiesnateractions dipdle/dipble, interactions de
van der Waals, liaisons hydrogene, transferts degeh ...) et ne sont généralement pas
ponctuels, mais au contraire correspondent a desszae jonction plus ou moins étendues et

ayant une structure plus ou moins ordonnée.

1.7.2 La transition sol/gel et sa manifestation

Par définition, la gélification est la transitioe ¢ghase entre un état non gélifié dans
lequel les macromolécules sont dissoutes et ndoulé&s (la solution est alors appelée
« sol ») et un état gélifié dans lequel des jomgtientre ces macromolécules sont établies.
Autrement dit, la gélification implique la formatiod'un polymére géant (dont la taille est
limitée par la taille du récipient, aussi appel@itbde réaction") grace a la bascule d'un
« levier » physique (par exemple, un abaissemeterdpérature). Le taux d'avancement de la
réaction, P, ou taux de liaisons formées, est larpatre qui permet de caractériser |'état d'un
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systeme au cours de son évolution. En particlbsrpropriétés mécanigues macroscopiques
du systeme en cours de gélification dépendent et du degré d'avancement de
I'apparition de ces jonctions.

Soit Pc, la valeur de P au seuil de gélification.

Pour P < Pc, le systéme est un liquide dont laogise est d'autant plus grande que
I'on approche de Pc. On a un ensemble de polyrdéreslles variées mais finies.

Pour P > Pc, le systeme ne coule plus, la phaseng#lconnectée acquiere une

élasticité permanente.

1.7.3 Le gel d'agarose

Le gel d'agarose utilisé pour remplir le milieuemme des vésicules est un gel
physique, thermoréversible. Il gélifie par abaissetrde la température a environ 36°C pour
des concentrations supérieures a 0.05 % en massetiA&t al., 1974). A haute température,
les macromolécules présentent des configuratiorchdimes désordonnées qui ne permettent
pas leur association. L’abaissement de la temp@r@itovoque une transition (cristallisation
partielle) vers des configurations en hélices ggigSelon le type de gel, les hélices peuvent
étre a simple brin ou multibrins. Elles sont dosbfmur I'agarose.). Avec le temps, ces
hélices s’associent pour former des fibrilles, goint des zones de réticulation, c’est-a-dire

des agrégats d’hélices (environ 200 hélices pagarose ; Fig. 1_16).

Transition Transition
chaines sol - gel
désordonnées - hélices

80°C 50°C 40°C

SOTS>OOSK

~

Figure 1 1€ La transition sol-gel avec des macromoléculesigiioe biologique.
Formation d’hélices puis association de ces hé(iTaé de Cabane et Hénon, 2003).
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Lorsque le réseau de fibrilles s’étend a travetd te volume disponible, le sol est
devenu un gel. La cinétiqgue de gélification esttcée par un mécanisme qui repose sur la
nucléation, dans lequel I'étape limitante est iEgtion d’hélices. Plus la température est
faible (en-dessous de 40°C), plus la cinétiqueagste. A 40-50°C, nous avons observé que
le début de gélification de nos préparations d'agmrapparait en environ 30 minutes. Ce
processus de gélification est réversible et ilpassible de retrouver 'état sol en élevant la
température. Cependant, du fait d'un fort hystérélsi température de fusion des chaines
d’agarose dans I'eau est d’environ 100°C. Le moéldstique d’'un gel d’agarose dépend de
sa concentration : il augmente environ de 10 4 R4 lorsque la concentration d’agarose
augmente de 0,07 & 1 % Wilw

1.7.4 Théorie du gonflement d'un gel, cadre de Flgr
(1953)

Un réseau de polymeres tridimensionnel peut absanie large quantité d'un liquide
approprié avec lequel il est placé en contact. dquede réseau de polymere gonfle, une force
élastique apparait qui s'oppose a ce phénomeneoAtraire, lorsque le réseau se mélange
avec les molécules de solvant, cela permet d'augmém nombre de configurations du
systeme solvant plus réseau, et donc d'augmeeaigropie. Il y a donc une force de dilution
qui tend a pousser le réseau a gonfler. Finalenmenétat d'équilibre est atteint dans lequel
ces deux forces s'eéquilibrent.

La variation d'énergie libraF correspondant au mélange du solvant pur avexstau
de polymeres initialement pur, amorphe, sans cioérgc'est-a-dire isotrope) est considérée
comme étant la somme de deux termes : I'énergie b mélang&AFm et I'énergie libre
elastiqueAFel. Ainsi, il est possible d'écrire\F = AFm +AFel.

De plus, on peut écrittFm sous la forme :

AFmM = KT (n1*In v1 +x*n1*v2) 1)

ou nl et n2 sont respectivement les nombres decmlek de solvant et de soluté, vl et v2
sont respectivement les fractions volumiques deaswlet de soluté est un nombre sans
dimension qui caractérise I'énergie d'interactintiecle polymére et le solvant, par molécule

de solvant et divisée par KkT.

2 w/w : en masse
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On a: vl = nl/(n1+x*n2) et v2 = x*n2/(n1+x*n2) alest le rapport des volumes molaires du
soluté et du solvant.

On peut écrird\Fel = -T*ASel, ouASel représente la variation d'entropie associée a |
variation du nombre de configurations quand on mééo le réseau. On considere la
déformation du réseau isotrope. En écrivanie facteur de déformation linéaire, on peut

écrireAFel sous la forme :
AFel = (kTv/2)*(3a”2 - 3 - Ina”™3) (2)

ouv est le nombre effectif de chaines dans le réseest-a-dire le nombre de chaines entre
deux points de réticulationt vérifie a*3 =V/Vo ou Vo est le volume du réseau non soéicit
et V est le volume du gel gonflé.

Le potentiel chimique du solvant dans le gel tééiest donné par :
pl - ul° = N(@AF/ONl) » = N(OAFmM/ONnl) » + N(OAFel/da), s(0a/onl); p 3)

ou N est le nombre d'Avogadro.

De plus, on peut écrire la pression osmotiquddata gel,i;, grace a la relation :
V1= -(ul - p1°) (4)
ou V1 est le volume molaire du solvant.

Cette pression osmotique du gel réticmésomprend donc deux termes :

- un terme de mélange qui est la pression osmotiduwemélange non réticulé
solvant/polymeéres et dont I'action tend a faireftgrie gel

- et un terme élastique du gel réticulé dont I'attiend a empécher le gel de gonfler

(dans le cas d’'un gonflement) ou de se dégonfemgqde cas d’'un dégonflement).

1.7.5 Gonflement, dégonflement et morphologies delg

Le gonflement et le dégonflement de gels sont desessus physiques qui attirent
beaucoup d’attention de la part de la communauéntsfiqgue notamment du fait du réle de
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ces processus dans de nombreuses applicationgrghehen biologie, couches hygiéniques,
couches bébés, industrie agroalimentaire, équipemeportifs, cosmétiques, industrie
pharmaceutique, ...).

Ainsi, de nombreuses études théoriques et expétates décrivent quantitativement
le gonflement et le dégonflement de gels en répandeers stimuli, comme I'application
d’'une pression hydrostatique (Tanaka et al., 1948cht and Geissler, 1980), une variation
de pression osmotique (Tanaka and Fillmore, 1979¢, variation de température (Matsuo
and Tanaka, 1988), un changement de compositi@olgant (Matsuo and Tanaka, 1992).

De ces études ressort I'importance du coefficieat diffusion collective, D, qui
caractérise les cinétiques de gonflement et derdiegoeent des gels. D prend en compte
'aspect élastique du réseau de chaines polymésesulées et I'aspect de dissipation
visqueuse due a la friction entre ces chainessetmlielécules du liquide jouant le role de
solvant. Ainsi, D s’écrit :

D=E/f
ou E est un module élastique qui caractérise kearésle chaines polymeres. Il s’exprime en
fonction de K et p qui sont respectivement les nexiélastiques d’étirement et de
cisaillement du réseau seul (Tanaka et al., 19%&3t le coefficient de friction entre le réseau
de chaines polymeres et le fluide du gel. D pous dels polyacrylamide-eau vaut
typiqguement de 1 & 4.70cnf/s pour des concentrations en acrylamide allar#, 8 6,5 %
en masse (Tanaka et al., 1973 ; Tanaka and Fill&i ; Hecht and Geissler, 1980).

Dans certaines conditions de gonflement/dégoniemées gels traversent une
transition de phase volumique et cette transitgtrde premier ordre (Fig. 1_17 ; Matsuo and

Tanaka, 1988 ; 1992).
70F
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A la transition, on peut alors avoir des gels dentolume change brutalement dans un
rapport 1 a 1000 (llavsky et al., 1984). Lorsqus gels subissent un changement de volume
suffisamment grand, il arrive que des morphologiadiculieres caractérisant la séquence de
gonflement/dégonflement apparaissent (Matsuo andkeg 1988 ; 1992). Ainsi, on peut voir
des gels de polyacrylamide initialement cylindrisjagi acquierent des formes « bubble » ou
des formes « bamboo » (Fig. 1_18 ; Matsuo and Tar92 ; Boudaoud and Chaieb, 2003),
ou des gels initialement sphériques qui se dégaindle faisant apparaitre transitoirement des
« bulles » sur toute leur surface (Fig. 1_19 ; Matand Tanaka, 1988).

Figure 1_18: Dégonflement de gels et morphologies obtenues
en fonction de la longueur finale du gel fixée par I'expérimenta-
teur et en fonction de la concentration d’acétone de la solution

eau-acétone dans laquelle le gel est plongé pour provoquer le

dégonflement (tireé de Matsuo and Tanaka, 1992).

SHRINKING

a) Morphologie “Bubble” qui apparait sur un gel cylindrique
d’acrylamide (16 mM sodium acrylate et 700 mM acrylamide)
dont la longueur est conservée a 90% de sa longueur initiale
relachée et qui se dégonfle quand immergé dans une solution
eau-acétone (30-70%vol).

b) Morphologie “Bamboo” qui apparait sur un gel cylindrique
d’acrylamide (32 mM sodium acrylate, 700 mM acrylamide)
placé dans une solution a 85% d’acétone et dont la longueur
est laissée libre. Cette morphologie correspond a des couches
minces de gel effondré perpendiculaires a I'axe du cylindre.
Le nombre de couches augmente avec le temps.

Figure 1_19 (gauche): Un gel sphérique de N-isopropyl-
acrylamide est dégonflé en augmentant la température. Ce
genre de morphologies transitoires sont observées a la surface
| d’un gel si il subit un changement de volume suffisamment

| grand (tiré de Matsuo and Tanaka, 1988).
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Dans les deux cas, I'apparition de ces morpholodés des gels qui se dégonflent
semble s’expliquer par la formation d’'une coucHerefrée, dense et imperméable en surface.
A l'apparition de cette couche imperméable, le adéigment est stoppé momentanément. Le
gel intérieur encore gonflé exerce une pressionasaoouche en surface qui, dans le cas d’'un
gel sphérique, finit par éclater par endroits, oé grovoque I'apparition de ces bulles en
surface. Le gel continue alors son dégonflemelgsebulles disparaissent.

Dans le cas de gels d’agarose, des expériencéaisinont été réalisées (Rochas et
al., 1996 ; 1997). Le gel, soumis a un dégonflenumiexial ou isotrope, subit une transition
de phase avec I'apparition d'une couche supéridargel dégonflé au-dessus du reste du gel
qui est toujours gonflé. Contrairement a un gegdiase non contraint, le gel dans la couche
supérieure est bi-réfringent et fortement anis@ram ce qui concerne ses propriétés
élastiques. On a donc une transition de phaseatuier ordre entre un état isotrope et un état

anisotrope.

1.8 Morphologies de globules rouges

Les globules rouges (ou érythrocytes ou hématies} des cellules sans noyau
possédant une membrane phospholipidique reliée eytasquelette. Ces cellules montrent
une grande variété de formes adoptées en partie kelr environnement (Fig. 1_20).

B crénele normal gonflé lysé

GLOBULE ROUGE

concentration
ionique de I'espace
extracellulaire ———

HYPERTONIQUE ISOTONIQUE HYPOTONIQUE TRES
HYPOTONIQUE

Figure 1_20: Différentes morphologies adoptées par des globules
rouges. A) Formes discocyte (D), stomatocyte (S) et échinocyte (E) (tiré
de Elgsaeter et al., 1986). B) Evolution de la morphologie d’un globule
rouge d'un milieu hypotonique (ou il peut éclater) a un milieu hypertonique
(ou il adopte une forme crénelée). Le globule rouge se dégonfle par

l osmose lorsque le milieu est hypertonique (tiré de Alberts et al., 1994).

La plus abondante des protéines associées a lacjaoplasmique de la bicouche
lipidique est la spectrine, une protéine fibreumggle, fine et flexible, d'environ 100 nm de
longueur, qui constitue environ 25 % de la massepdetéines associées a la membrane des
globules rouges. C'est le principal composant dasgyelette, réseau protéique qui est situé
sous la membrane de I'nématie et qui maintiertédiité structurelle et la forme biconcave

habituellement rencontrée de cette membrane. Legneités de plusieurs tétrameres de
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spectrine sont liées a de courts filaments d'a&irge une autre protéine (la bande 4.1) en un
complexe de jonction formant ainsi un réseau r@sistjui sert de base a toute la surface
cytoplasmique de la membrane (Fig. 1_21). C'estytesquelette a base de spectrine qui
permet a I'hématie de résister a la contraintecéeesur sa membrane lorsqu'on la fait passer
a travers des capillaires étroits. La protéine mmde partie responsable de l'association de la
spectrine du cytosquelette a la membrane plasmidgquiéématie s'appelle I'ankyrine. Elle se
fixe a la fois a la spectrine et au domaine cy®pigue d'une protéine transmembranaire

appelée bande 3.

adducine

actine complexe
de jonction

dimeére
de spectrine

actine

spectrine \
bande 4,1

tropomyosine

ankyrine bande 4,1

bande 3
(B) glycophorine
100 nm
Figure 1 21 Représentation schématique du cytosquelette dlobule rouge et de ses
liaisons avec la membrane plasmique (tiré de Asbetrial., 1994).

Les érythrocytes ont beaucoup été étudiés et it@wtu depuis plus de 50 ans qu’un
certain nombre d’agents chimiques et physiques gr@umodifier la forme habituellement
discoide des globules rouges, ceci a volume eacairfonstants (Ponder, 1948). Ces agents
(teneur en sels, variation du pH, quantité de cétel dans la membrane, ...) peuvent
provoquer I'apparition d'une série de formes créas] appelées échinocytes, formes
caractérisées par des spicules (sorte de pics)vichenun micron, ou alternativement
I'apparition de formes concaves, appelées stomtgecyOn parle ainsi de la séquence
stomatocyte-discocyte-échinocyte qui est une séguemiverselle au sens ou les formes
observées et leur ordre d’apparition ne dépendipdagent utilisé.

Il est aujourd’hui possible de reproduire théorigeat la séquence qui méne une
hématie de la forme stomatocyte a la forme diseoeytenfin a la forme échincoyte ceci en
faisant varier seulement un parametre : la difféeed’aires relaxées entre les deux feuillets
de la bicouche phospholipidiqu&A,= A%, - A™, (Lim et al., 2002). Dans leur modéle, les

auteurs prennent en compte les propriétés de labnag® composite, décrite comme
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I'association bi-dimensionnelle du réseau de spectélastique ancré dans la membrane
plasmique. Ainsi, I'énergie libre totale de cetteembrane composite est la somme de
I’énergie libre de la bicouche lipidique (calculggns le cadre de la théorie ADE, c’est-a-dire
avec courbure spontanée et le terme élastique Igtpldraduit la possibilité pour chaque
feuillet d’acquérir une aire variable différente slen aire relaxée) et de I'énergie libre du
cytosquelette qui est une énergie élastique qupsime en fonction des modules élastiques
d’étirement et de cisaillement du cytosquelette.

Pour trouver les formes d’équilibre (configuratidosalement stables) d’hématies en
fonction d’'un parametre, les auteurs ont cherch@ulées minimums de I'énergie libre totale
de cette membrane composite en fixant ce paran@trégccurrence ici la différence d’aires
relaxées. Ainsi, la Figure 1_22 montre une séqudec®rmes calculées en augmentaAt,
d'une valeur initiale négative (forme obtenue denwtocyte) a des valeurs positives
supérieures a 1 (formes obtenues d'échinocytes)i #n gardant toutes les autres
caractéristiques de la membrane (aire, volume, fesdélastiques d’étirement et de
cisaillement, ...) fixes. On voit bien sur cettguiie que la seule variation dé\, permet de
retrouver théoriquement la séquence stomatocytmclse-échinocyte, les formes théoriques
calculées (a droite) étant tres proches des foohesrvées expérimentalement dans diverses
conditions (a gauche).

Il apparait une analogie entre les résultats olstedune part, avec ce modéle de
membrane composite et, d’autre part, avec I'hymshde Sheetz and Singer (1974) d’'un
couplage entre les feuillets. En effet, ce mod@&ecduplage (bilayer-couple hypothesis) a
pour la premiére fois introduit la différence d&srrelaxées comme un parametre dont les
variations permettent de retrouver différentes rholpgies. Néanmoins ce couplage entre les
couches a lui seul ne permet pas de retrouveateaition discocyte-échinocyte parce qu'’il ne
prend pas en compte I'énergie élastique du cytdstieesous-jacent. Cette énergie élastique
du cytosquelette de spectrine a été mise en avgmise en compte dés les études clgli
(1997) et de Waugh (1996).

1.9 Membranes lipidiques associées a des polymeres

Pour mimer le comportement de cellules vivantesmenpar exemple, des globules
rouges, il apparait clair que des vésicules rempliegne solution aqueuse sont de portée

limitée. En effet, pour ce faire, il semble néceesd’introduire dans une vésicule un réseau
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de polymeéres qui puisse structurer la membraneapaiogie au cytosquelette, et lui conférer

des propriétés viscoélastiques proches de cellsgrodes dans les cellules qui nous

intéressent.
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entre morphologies
de globules rouges
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des conditions
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formes calculées
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(tiré de Lim et al.,
2002).



Ainsi différents travaux rapportent la fonctioneation de vésicules avec des chaines
polymeres. Dans une étude de 1984, Gaub et alamndipdes vésicules dont la bicouche
contient une fraction de lipides butadiéne polys®#si Plus récemment, des réseaux auto-
assemblés de filaments d’actine ont été attachBexterieur de la surface de vésicules
géantes unilamellaires et le comportement viscbéles de cette membrane composite a
clairement été démontré (Helfer et al., 2001). Maleusement, ce systeme ne permet pas
d’accéder au feuillet lipidigue externe. Un moyea dontourner cet inconvénient est
d’introduire un réseau polymere dans le volumerieté de la vésicule.

Ainsi, des réseaux d’actine réticulés par desdmmes de réticulation naturelles comme
I’ a-actinine et la filamine ont été formés dans desicudes géantes (Hackl et al., 1998 ;
Boulbitch et al.,, 2000 ; Limozin and Sackmann, 20(elon la protéine de réticulation
utilisée, les concentrations relatives d’actinedetprotéine de réticulation et la taille de la
vésicule, les réseaux d’actine montrent différentesrphologies comme des «toiles
d’araignée », des anneaux parfois enroulés, deBeib(Fig. 1 23). Dans ces expériences, le

réseau d’actine ne supporte pas toujours la merabrais peut la déformer (Fig. 1_23 B, C).

Figure 1_23: A, B, C, D, E, F) Enroulements et fibrilles de filaments d’actine. G) Réseau
d’actine en toile d’araignée (tiré de Limozin and Sackmann, 2002).

Deux méthodes ont été proposées pour obtenir ueauwédlexible réticulé de
poly(NIPAM) (N-isopropylacrylamide) attaché au fiket interne de liposomes (Kazalov et
al., 2002 ; Stauch et al., 2002). Les auteurs ndppbla formation de vésicules dont le
volume interne est complétement rempli par le néstale vésicules supportées par un réseau
bi-dimensionnel. Ces études sont malheureusemeanitééis a des liposomes de tailles

inférieures au micron si bien que I'observationcawe microscope optique est impossible.

Jusqu’a maintenant, j'ai introduit les notions egilau travail de dégonflement de
liposomes dont le milieu interne est rempli d'uth dlagarose. Dans la suite, jintroduis mon
travail consistant & appliquer des forces hydrothigaes sur des vésicules sensées pouvoir

adhérer spécifiquement a un substrat recouvegamés.
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1.10 Veésicules soumises a un flux hydrodynamique

Dans un milieu liquide, le mouvement d'objets déieés de I'ordre du micron dépend
des forces visqueuses. Le transport de quantitha&ement par convection (turbulence,
tourbillons) ne joue pas de role (Guyon et al.,0@our s’en convaincre, il suffit d’estimer
le nombre de Reynolds de I'écoulement correspondant changeant de référentiel, le
mouvement d’'un objet dans un liquide au repos @& vu comme I'écoulement de ce

liquide autour de cet objet fixe. Ainsi, le nomidie Reynolds sera égal a :

_ flux__convectif_de_la_quantit¢_de_mouvement pU?* _ oUL
flux_diffusif _de la_quantité¢_de mouvement /7% n

ol p etn sont, respectivement, la densité (en Ky/et la viscosité dynamique (en Pa.s) du
liquide, U est une vitesse caractéristique de Uémment (c'est-a-dire la vitesse de
déplacement de I'objet), et L est une taille canastique de I'objet.

Dans le cas de cellules ou d'objets de tailles'aelle de 1-100 pm en mouvement
dans un liquide agueux au repos, le nombre de Rdymst trés inférieur a 1, ce qui signifie
gue les forces visqueuses (et le transport diffassfocié) sont dominantes. L'écoulement est
donc trés stable, par opposition aux écoulememtsilents observés lorsque le nombre de
Reynolds est supérieur & 200.

Dans toutes les expériences sous flux réaliséesdmicette these, nous sommes dans
des conditions donnant des faibles nhombres de Ry I'équation de Navier-Stokes du
mouvement d’un fluide se simplifie alors et s’éptur un fluide en régime stationnaire :

NAV - 0p +fexe =0
ouV est le champ de vitesse de I'écoulement, p gatession du fluide dt.y sont les forces
extérieures appliquées au fluide.

La condition d’incompressibilité du fluide s’écrit

divV =0

Les études auxqguelles je fais référence dans fa simscrivent toutes dans un cadre
dans lequel ces équations sont vérifiées.

Comme nous l'avons déja vu, les vésicules sont algsts qui se déforment en
réponse aux contraintes extérieures. Pour comprelalr mouvement quand elles sont
soumises a un écoulement hydrodynamique, nous salbabord nous intéresser au
mouvement de spheres rigides sous flux. Dans uondetemps, nous verrons l'effet de la

déformabilité des liposomes dans le comportemeus 8ox.
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1.10.1 Mouvement de spheres rigides sous écoulement
pres d’'un substrat

Le cas du mouvement d'une sphére de rayon R seag®yla une hauteur h d'un
substrat (distance du bas de la sphére au substrapumise a un flux de cisaillement a été
étudié par Goldman et al. (1967). Les auteurs btéru une solution exacte des équations de
Stokes pour les vitesses de translation et deiontdbdans le cas d’'une sphere trés proche du
substrat (h/R << 1), ces vitesses peuvent alocsigésous la forme :

V/G =0.7431 (h + R) / [0.6376 — 0.200 In(h/R)]

2w/G =0.8436 / [0.6376 — 0.200 In(h/R)]
ou V etw sont les vitesses de translation (en um/s) et tion (en rad/s) de la sphere
respectivement, et G est le taux de cisaillemenste

Ces équations nous permettent alors d’écrire :

V/G = (h + R) /[0.8580 - 0.2691 In(h/R)]
etwR/V = 0.5676 / (1 + h/R).
wR/V est le ratio de la vitesse de rotation (en pisus la vitesse de translation (en pm/s).

1.10.2 Mouvement d’objets déformables sous écoulente
et au contact d’un substrat

Des calculs numériques en deux dimensions condelmamouvement d’une vésicule
en adhésion non spécifique avec un substrat etiseuamun écoulement de cisaillement ont
été réalisés par Cantat et Misbah (1999). Dane settulation, la vésicule en adhésion faible
avec le substrat a initialement une forme symétripgar rapport a un axe perpendiculaire au
substrat et passant par son centre. Elle est ensmitmise a un flux de cisaillement dont la
contrainte augmente progressivement. On observelagwesicule se déforme (brisure de
symeétrie), puis sa longueur d’adhésion avec letsatbdécroit (I transition), et finalement

pour un taux de cisaillement critique, elle findrpdécoller complétement du substrdt"2

transition ; Fig. 1_24). Flux de Ciseillement

. B @
Calculs théoriques 2D de la

morphologie d’une vésicule Tiare transition

soumise a un flux de ’
tion

cisaillement dont la

. ., trans
contrainte augmente (tiré de
Cantat et Misbah, 1999).
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Ces calculs montrent ainsi I'existence d’'une fodee portance qui s’exerce sur la
vésicule et permet son décollement du substrat. DB@sulations numériques
tridimensionnelles confirment I'apparition d’'unerde de portance et I'existence d’'un taux de
cisaillement critique pour lequel les veésiculesaglinésion (et sans poids) se détachent du
substrat (Sukumaran and Seifert, 2001). Ce commpertie de décollage sous flux n’est
possible que grace, d'une part, a la déformabitd&Es objets comme les vésicules
(contrairement au cas des spheéres rigides dontanarss parlé plus haut) et, d'autre part, a la
présence du substrat.

D'un point de vue expérimental, Abkarian et al. 2P ont observé de coté le
mouvement et la morphologie de vésicules partigl@mdégonflées, en adhésion non
spécifique a un substrat et soumises a un fluxisillement de contrainte de plus en plus
grande. Ces expériences valident qualitativemensil@ulations numériques précédentes en
mettant en évidence l'apparition d’'une brisure gméirie du contour vésiculaire pour des
taux de cisaillement inférieurs a un taux de desaiént critique, et I'existence d’'une force de
portance hydrodynamique qui provoque le décollagdadvésicule au-dessus de ce taux

critigue (Fig. 1_25). Cette force de portance stggpaux forces d’adhésion et de gravité. De

plus, un mouvement de chenille de char de la memebeat observe.

Reflection—

€))

Figure 1_2t Observation de c6té d’'une vésicule initialemantepos sur un substrat (a),
puis soumise a un taux de cisaillement de pluslen grand. La vésicule finit par décoller
au-dessus d’un taux critique d’environ™1(&ré de Abkarian et al., 2002).

Lorsque les vésicules se déplacent dans le sefilendtiout en restant trés proches
avec le substrat (taux de cisaillement inférieur taux critique), elles ont une forme
légerement asymétriqgue. Dans ces conditions, mlgent et glissent simultanément le long
du substrat avec autant de glissement que de reale@R/V = 0,5 en moyenne sur deux
vésicules). De plus, dans ces conditions, la coadp&rimentale V/G fonction de R semble
bien décrite par le modéle de Goldman et al. (196% spheres rigides (Abkarian et al.,
2002).
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1.11 L’adhésion spécifique a un substrat

L’adhésion non spécifique de vésicules a un subgiea exemple de verre, est assez
faible. Par exemple, Radler et al. (1995) ont abténl’'aide de mesures d’angles de contact,
pour des vésicules adhérant a une surface de Wig= 4.10%J.m? comparé a 2.10J.m?
pour des celluleDictyostelium discoideunsur la méme surface (Simson et al., 1998).
L’interaction globale entre une bicouche lipidige¢ un substrat solide résulte de la
superposition d’un potentiel répulsif a courte peret d’'un potentiel attractif & longue portée,
essentiellement de type van der Waals (Evans, 1995)

L’adhésion spécifique de cellules avec d’autretulsd ou la matrice extra-cellulaire
est un mécanisme primordial dans de nombreux psasebiologiques comme la réponse
inflammatoire ou la morphogenése. L’'adhésion joussaun rble dans la formation de
métastases cancéreuses. C’est pourquoi la recaiwstitin vitro de modéles d’adhésion
spécifique entre un objet déformable, comme pam@k® une vésicule contenant des
molécules d’adhésion, et une surface fonctionraliggésente un intérét pour finalement
mieux comprendre I'adhésion de systemes plus comple

Pincet et al. (2001) ont mis en évidence la spé@fid’'un lien Lewis-Lewis en
mesurant I'adhésion entre deux vésicules géantestiémnalisées avec ce glycolipide. La
technique utilisée pour mesurer I'adhésion consisteettre en contact deux vésicules a l'aide
de l'aspiration créée dans des micropipettes (Fig6). La mesure de I'angle de contact entre
les vésicules permet de remonter & I'énergie d'siohgde I'ordre de I0J/nf). Il est & noter
gue le glycolipide posséde un espaceur entredastéire et les chaines hydrocarbonées.

Figure 1_2€ Deux vésicules maintenues aspirées dans dewopipettes et mises en
contact. Une des deux vésicules est maintenue unedaible pression de maniére a lui
laisser la possibilité de se déformer (tiré de &irat al., 2001). La mesure de I'angle de
contact permet de remonter a I'énergie d’adhésnredes deux vésicules.
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Boulbitch et al. (2001) rapportent la mesure degtaues d’adhésion entre une
vésicule géante fonctionnalisée avec un ligand RGI est spécifiqguement reconnu par
l'intégrine oypP3 des plaquettes sanguines) et une surface recowertette intégrine. Les
veésicules contiennent aussi des phospholipidegedPtEG (polyethyleneglycol) de maniere a
supprimer l'adhésion de type van der Waals nonigée. L'adhésion est observée en
utilisant la technique microscopique RICM (Refleatilnterference Contrast Microscopy ;
Fig. 1_27). L'énergie d’adhésion, qui est fonctides concentrations en PEG et en ligands
RGD, est de l'ordre de 10J/nf (Guttenberg et al., 2001). La transition entréatéle faible
adhérence non spécifique (contrélé par la graeit€ptat de forte adhérence spécifique est du
premier ordre. En utilisant la méme technique RIGCEk études ont trouvé le méme ordre de
grandeur pour I'énergie d’adhésion spécifique dacudes géantes fonctionnalisées avec une
glycoprotéine, la csA d®ictyostelium discoideuyma une surface recouverte de la méme

glycoprotéine (Kloboucek et al., 1999).

Figure 1_27% Aire d’adhésion d’'une vésicule a un substrat alisée par RICM. En a),
la vésicule repose juste sur le substrat, I'admésii non spécifique. En b) une région
d’adhésion forte spécifique est nucléée (fleche)cend), la région d’adhésion forte et
spécifique vésicule-substrat augmente (tiré de ldtakl et al., 2001).
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Hildebrand et al. (2002) mettent en évidence I'airé entre des grandes vésicules
(diametres d’environ 95 nm) fonctionnalisées avecglycolipide (le mannopyranoside) et
une surface de quartz recouverte de la lectine &@@walineA qui reconnait spécifiquement
ce lipide. Pour détecter I'adhésion, les auteusséat les vésicules en contact avec la surface
pendant 3 heures et repérent la variation de frémpid’'une microbalance a cristal de quartz
(QCM). Ce systeme biomimétique est intéressantaadinésion lectine-carbohydrate joue un
role important dans de nombreux processus biolegiq@inflammation, signalisation
cellulaire, interactions entre cellules du systémmunitaire, ...). La méme technique QCM
avec des vesicules biotinylées de tailles sim#a®00 nm) rentrant en contact avec une
surface recouverte de streptavidine méne aux mébs=rvations qualitatives. De plus, ces
auteurs utilisent un microscope de force a balaysge visualiser la morphologie des
vésicules qui sont de plus en plus aplaties ssubsstrat lorsque la concentration de biotine
dans la membrane augmente (Pignataro et al., 2000).

Toutes les études mentionnées juste au-dessusspondent a la fabrication de
systemes d’adhésion spécifique entre des vésiaglasdes et géantes et des substrats
fonctionnalisés. Dans tous ces travaux, les vésscabnt soumises a la gravité et aux forces
attractives (spécifiques ou non spécifiques) etilsdpes dues a la présence du substrat. En
laissant les vésicules sédimenter suffisammenttéongs, on se retrouve donc dans des
conditions d’équilibre. Le but d’études sur de tsistemes est de prédire dans quelles
conditions l'adhésion entre la vésicule et le swabsest possible, de calculer I'énergie
d’adhésion, et de mesurer la surface de contadbmction des propriétés des protéines
d’adhésion et des propriétés de la membrane. Lekegtprenant en compte, en plus de ces
forces, des forces de cisaillement hydrodynamiqué Iseaucoup plus rares. La présence d’un
flux permet de simuler, par exemple, I'adhésiorcelbules sanguines (leucocytes) aux parois
des vaisseaux sanguins lors de la réponse inflaom@abu encore le détachement de cellules
endothéliales. Dans ce type d'expériences, le it de décrire l'attachement et le
détachement d’objets adhésifs sous flux.

Wattenbarger et al. (1990) rapportent une telleéggpce dans laquelle des vésicules
géantes contenant des glycophorines sont soumises flux hydrodynamique dans une
chambre a flux dont la surface inférieure est ulbstat de verre sur laquelle des lectines
WGA (Wheat Germ Agglutinin), qui reconnaissent sfigieement la glycophorine, sont liées
de maniére covalente. Les auteurs observent d’dbsrdésicules sous flux se rapprocher du
substrat. Lorsqu’elles se situent a une distané&rigure a un micron du substrat, elles

peuvent soit adhérer de maniére définitive au satystoit alterner entre mouvements avec le
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flux et arréts. Les auteurs introduisent donc umpeobabilité d’adhésion définitive » qui est

I'inverse du nombre de contacts adhésifs (arréi®) lg@ liposome fait avant d’adhérer de
maniére permanente au substrat. lls observent eftee grobabilité décroit (présence de plus
d’arréts momentanés avant adhésion ferme) lorsguaericentration de glycophorine dans les
vésicules diminue et lorsque le taux de cisaillenagigmente, en accord semi-quantitatif avec

un modele théorique d’adhésion cellulaire dynamidiemmer and Lauffenburger, 1987).

1.12 Objectif du travail de these, premier volet

Dans ce premier volet de ma thése, mon objectiéigéd fut de reconstituer deux
systemes biomimétiques : deux types de liposomeantgécomportant chacun une
fonctionnalisation différente (présence d’'un geigle volume interne dans un premier temps
et insertion de glycolipides dans la membrane dansleuxiéme temps). L'observation du
comportement de ces systémes atrtificiels sousrdiftés contraintes est sensé apporter des
éclairages quant au comportement de cellules seusmnis mémes contraintes.

Dans un premier travail, ayant remarqué l'appanitite formes originales rappelant
celles d’échinocytes lors d’expériences prélimieside dégonflement de liposomes remplis
de gel d’agarose, nous nous sommes fixés pour tdbje) de fabriquer un dispositif
permettant de dégonfler des vésicules de maniéreddée et de les observer tout au long de
leur dégonflement, 2) de déterminer les conditidiedtention de ces formes en fonction des
parameétres ajustables par I'expérimentateur (valaurhoc osmotique, concentration de gel,
...), 3) de quantifier les cinétiques de dégonflemmeinant a leur obtention ainsi que la
morphologie de ces objets, et enfin 4) d’établimwdele expliquant cette morphogenése.

Pour ce faire, jai donc développé une chambre égonflement permettant
d’observer les liposomes sous choc osmotique danbotines conditions optiques et en
limitant les mouvements de convection. Apres auealisé des expériences de dégonflement
en utilisant différentes concentrations de gel,g@antifié les volumes des liposomes et en ai
déduit les cinétiques de dégonflement ainsi queedasion élastique exercée par les liposomes
remplis de gel.

Dans un second temps, notre objectif était de fomcaliser des liposomes géants a
I'aide de glycolipides pour mimer I'adhérence ciglite a un substrat recouvert d’'une lectine

servant de ligand spécifique des glycolipides.
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Il Matériels et Méthodes

2.1 Fabrication des liposomes

Deux meéthodes sont largement utilisées pour fabriqudes liposomes :
I'électroformation et la méthode de formation spmdte. J'ai utilisé essentiellement la
méthode d’électroformation et a quelques occaslandeuxieme. Voyons en quoi elles

consistent et quelles sont leurs avantages etilecmavénients.

2.1.1 Les lipides utilisés

Les phospholipides utilisés dans nos manipulatsomg le 1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-
phosphocholine ou DOPC' (Fig. 1.2 C) et le 1-stéraoyl-2-oléoyl-sn-glyc&o-
phosphocholine ou SOPE(Fig. 1_2_C). Le DOPC est un lipide synthétiquen rchargé
(zwitterionique) de température de fusion égal22°€. Le SOPC est un lipide également
non chargé, de température de fusion égale a 18d&hs quelques expériences, du
cholestérol a été utilisé pour modérer la fluidité des membsaans tous les cas, le produit
sec est dissout dans une solution de chlorofornteanél en proportion volumique 9:1. On
prépare deux solutions : une solution meéere conéen(l0 mg/mL) et une solution a la
concentration de travail, typiqguement 1,5 mg/mLs @eux solutions sont conservées au
congélateur (-20/-30°C) idéalement sous atmospiii@argon. La solution mére sert de stock
et permet de refaire une nouvelle solution a 1,5nmhgorsque les lipides de la solution de
travail semblent détériorés du fait des sortiegdelites du congélateur (les cycles de
congélation-décongélation sont toujours néfastee}. solutions peuvent se conserver au
congélateur sur une période de temps de 'ordnaais.

Pour les expériences d’adhésion spécifique a bstat (recouvert de lectines), deux
glycolipides ont été testés : le lactosyl-cérathetde GM3 (céramid@)Fig. 2_1). Le LacCer
est dilué dans un mélange de chloroforme/méthanolpmportion volumique 3:1, ou

alternativement dans du méthanol, a la concentrate 0,5 mg/mL. Le GM3 est dilué dans

' DOPC : Sigma, réf. P6354

2 SOPC : Avanti Polar Lipids, revendeur Coger, 880 467

% cholestérol : Avanti Polar Lipids, revendeur Cqgéf. 700 000

* lactosyl-céramide bovin : abrégé LacCer, achetz €ALBIOCHEM, réf. 427572 (revendeur Merck Eurglab
® gentiment donné par Yongmin Zhang de I'Instituti€u
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un mélange de chloroforme/méthanol en proportidoma@ue 2:1, & la concentration de 0,5-

1 mg/mL.

Figure 2_1:
Représentation

& Acidesialique  schématique des
deux

® Galactose glycolipides :
LacCer et GM3.

A Glucose

LacCer GM3

2.1.2 La méthode d’électroformation

Le principe de la méthode d’'électroformation egtplication d'une tension électrique
alternative entre deux électrodes planes sur Idsgusont déposés les lipides désirés pour
former les vésicules. Ces deux surfaces sont sEpaa@ un volume rempli d’'une solution
agueuse (milieu interne des futures vésicules)ppliaation du champ électrique alternatif
permet I'hydratation du film de lipides et la cisasice des vésicules. Ce procédé, proposé par
Angelova et al. dans les années 80 (Angelova et1802) fournit essentiellement des

vésicules unilamellaires sphériques de taillesprigas entre 10 et 100 um (Mathivet, 1996).

2.1.2.1 Les lames ITO

Les deux électrodes sont deux lames carrées (2,5 &m) de verre recouvertes d’'un
film conducteur d'ITA (pour Indium Tin Oxyde, ou oxyde d’étain dopéiadium). Ce film
d'ITO, de dimensions 2 x 1 cm et de résistivité(l,test déposé en couche mince (280Gt
a l'avantage d'étre transparent a la lumiere wsillles lames peuvent étre nettoyées et
frottées sans risque de détériorer ce film.

Un contact électrique permanent est réalisé sdada conductrice de chacune des
lames, par collage a la colle d’argent d’un fil @évre multibrin dénudé sur environ 5 mm.
Le contact est alors recouvert d’un joint silicbpeur le protéger du milieu aqueux.

Avant chaque dép6t de lipides sur ces lames, eltgd nettoyées a l'aide d’'une
solution diluée de tensioactif anioni§ueincées abondamment a I'eau bidistillée, frottées

® achetées chez Thomson LCD
" joint silicone en CAF4 de chez Rhodia
8 solution de 5 % de Decon 90 de chez Prolabo
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avec de I'éthanol a 95 % et enfin a nouveau rinadEmdamment a I'eau bidistillée. Les

lames sont alors séchées sous flux d’argon pur.

2.1.2.2 Le depot de lipides

En sortant la solution lipidique de travail du célageur, éviter la condensation dans le
flacon.

La solution lipidique est déposée sur chaque serfBldO a l'aide d'une seringue en
verre de 10 pL munie d’'une aiguille métallique (R2g2). 10 pL sont déposés de maniere
linéaire et continue (typiquement un serpentin) arerchant & maximiser la surface
recouverte par les lipides et en évitant d’inteteepune région déja recouverte. Le

chloroforme et le méthanol s'évaporent trés vite e€pbt est donc vite sec.

Substrat
d'ITO

AC Tension 0.2-2.0V
10Hz

Dépot de lipide

Figure 2_Z: Dépot de la solution lipidique sur une surfadd@@'a l'aide d'une seringue
munie d’'une aiguille métallique. Les faces conduet des plaques sont placées en regard
l'une de l'autre et sont emboitées dans deux sispgotéflon.

Les lames recouvertes de lipides sont alors plaséas vide primaire pendant au

moins deux heures pour éliminer complétement leasil

2.1.2.3 La chambre d’électroformation

Les lames servant d’électrodes étant transparenteta permet de suivre
I'électroformation en temps réel.

Les faces conductrices des plaques ITO (faces ssquélles se trouvent les
phospholipides) sont placées en regard I'une ded'&t sont emboitées dans deux supports

en téflon (Fig. 2_2). La distance entre les deufases paralléles est alors de 1 mm.
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On scelle ensuite la chambre & I'aide d’une bételaissant deux trous sur le coté sans
fil (Fig. 2_3), un pour insérer l'aiguille d’une réggue qui va servir a injecter la solution
aqueuse, et l'autre pour permettre la sortie de. l@n branche alors les électrodes au
générateur alternatif a une fréquence de 10 Hmetamplitude de 0,2-0,3 V. On injecte
lentement la solution aqueuse dans la chambre faisiéa chambre completement remplie de
la solution (ne pas laisser de bulle d’air), lesnddrous sont fermés avec la pate de
scellement. La chambre doit alors étre étanchelédong de I'électroformation pour éviter la

fuite ou I'évaporation de la solution.

Figure 2_Z Injection d'une solution
agueuse de sucrose dans la chambre
d’électroformation en partie scellée.

2.1.2.4 La croissance des vésicules

Des les premieres minutes suivant l'injection, skegctures circulaires de quelques

microns apparaissent. Ces structures vibrentr@tpménce imposée de 10 Hz et croissent avec

la montée progressive en tension grace a des phgmsnde fusion entre vésicules (Fig. 2_4).

Figure 2 <4 Les vésicules croissent
avec la montée progressive en tension
grace a des phénomenes de fusion.
Images en contraste de phase. Le temps
est indiqué en secondes. De 0 a 10 sec,
la fleche blanche indique la fusion de
deux vésicules. De 10 a 22 sec, une
vésicule a éclaté (indiquée par la fleche
rouge). La barre vaut 20 pum.

° pate de scellement pour tube d’hématocrite, CREAIS achetée chez Fischer Scientific
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L’augmentation de la tension va permettre de praeodapparition d’un maximum
d’évenements de fusion. Le réglage de la rampea#éa en tension est empirique et se fait
en fonction des observations dans la chambre.eSpé&rimentateur observe des fusions, il
peut laisser constante la tension. Au bout d’'unagertemps, les fusions sont de moins en
moins fréquentes et il faut alors passer a un pdketension supérieur. Au contraire, si on
observe plutdt des éclatements de vésicules, oa tmmdance a diminuer Iégérement la
tension appliquée pour stopper les éclatementsigligment, dans le cas de vésicules dans
une solution aqueuse sucrée (par exemple, 50 mBudmse), les paliers de tension et la
durée des paliers sont les suivants : on pass@dé ® 0,5 V en un quart d’heure, puis de 0,5
a 1V en une demi-heure, puis on stabilise la tenautour de 1,2-1,3 V durant deux a trois
heures.

Lorsqu’a la fin de I'électroformation, les vésicsi@le forme sphérique, ont atteint des
tailles comprises entre 10 et 100 um, elles restdathées au réservoir de lipides sur la
surface par un cou lipidique. On diminue alors, dzem les 10-20 dernieres minutes, la
fréequence du champ alternatif a environ 4 Hz etelasion a environ 0,3-0,6 V. Cette
fréquence plus faible permet le détachement dasulés de la surface.

L’électroformation étant terminée, on préleve éenént la solution de la chambre qui
contient ces nombreuses vésicules géantes enréiasgi I'aide d’'une seringue en plastique
munie d’une aiguille large et & grand bis€aour minimiser le cisaillement des vésicules.

On transfére doucement les vésicules dans un dpdefi,5 mL). Il est important
d’utiliser un récipient en plastique car les véksupeuvent adhérer de maniére non
spécifiqgue a du verre, ce qui risque de les failatér. On conserve alors les vésicules au

réfrigérateur a 4°C pendant typiquement une semaine

2.1.3 La methode de formation spontanée

Les dépbts de lipides (30 pL de la solution lipidicde travail) sont réalisés sur une
surface de téflon rayée (a I'aide d’un cutter) padomner un aspect strié a la surface.

Le substrat de téflon est ensuite placé sous videape pendant deux heures. Puis ce
substrat recouvert de lipides est immergé dans Ldenla solution aqueuse désirée pour
constituer le milieu interne des vésicules.

Le tout est laissé au repos pour une incubationedhwit a 37°C.

10 aiguilles Terumo 18G (1,2 mm x 40 mm), réf. NN-883
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Le lendemain, on observe des filaments blanchéitvdant dans la solution : ce sont
des amas de vésicules.

Cette méthode est donc tres simple. Néanmoindufzart des vésicules formées sont
multilamellaires, c’est-a-dire qu’elles possedehisigurs membranes disposées en pelures
d’oignons. Les tailles typigues obtenues sont de38 pm de diamétre. Elles sont donc aussi

plus petites que les vésicules obtenues par éleatmation.

2.1.4 Liposomes de DOPC avec solution interne aqusal

Les vésicules de DOPC avec une solution interneewssgl sont formées avec la
méthode d’électroformation. Les solutions interogbsées sont des solutions de sucrose de

concentrations comprises entre 20 et 50 mM.

2.1.5 Liposomes avec incorporation d'un gel d'agase

Pour donner des propriétés élastiques au milieernat des vésicules, nous avons
voulu les fabriquer de telle maniére qu’elles cemtient un gel viscoélastique. Le probleme
qui est donc apparu est que la solution dont on gaielle constitue le milieu interne des
vésicules et qui contient les macromolécules, dster fluide durant la formation, sans quoi
la croissance et la fusion des vésicules est arrété

Pour répondre & ces exigences, nous avons donisi cho gel d'agarose
thermoréversible. C’est un polysaccharide extraihel algue marine, I'agar. Ses applications
industrielles sont nombreuses (agent épaississa@diant dans l'industrie agroalimentaire,
industrie pharmaceutique, recherche en biologied@ectrophorése, milieu de culture, ...),
...). Il gélifie a une température de 36°C pour descentrations supérieures a 0,05 % en
masse (Arnott et al., 1974 ; Indovina et al., 19[8therby and Young, 1981).

Différentes concentrations d’agarose ont été aghs: 0,07 %, 0,18 %, 0,36 % et 1 %

wiw'2,

Les solutions injectées dans la chambre d'éleEmmmation sont des mélanges
d’agarose a la concentration désirée et de su¢omseentrations comprises entre 20 et 50
mM). Ces solutions de sucrose-agarose sont prépaggeviron une heure avant
I'électroformation. On prépare d’abord la solutidlagarose qui doit étre homogénéisée au

moins une heure dans un bain Marie d’huile a 108%@nt introduction du sucrose.

" agarose : Sigma, réf. A-6013
12 \w/w signifie en masse (w pour weight)
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Toutes les vésicules contenant un gel d’agaroseétinformées avec des lipides
DOPC et avec la méthode d’électroformation. Il anadallu adapter cette méthode de
maniére a conserver une solution fluide d’agarasant la formation des vésicules, ce qui est
réalisé en utilisant la propriété de thermorévdite ce gel.

L'idée principale est de former les vésicules dams solution d’agarose liquide, donc
de température supérieure a 36°C, mais en desso@®@C pour ne pas endommager les
lipides. Nous avons trouvé un bon compromis a 5@@pérature a laquelle la gélification
prend plus d’'une demi-heure. Nous avons donc lineiteemps de I'électroformation a 20
minutes pour nous assurer de n’avoir aucune phels€g temps est suffisamment long pour
faire croitre les vésicules sans qu’elles ne saemtrisonnées dans des gangues de gel. Pour
conserver la température du systeme au-dessus °@2 BOus avons utilisé un flux d'air
chaud et avons contrdlé la température tout le tinka fabrication.

Voici donc les changements opérés par rapport anéthode d’électroformation
précédemment détaillée.

Une fois la solution d’agarose homogénéisée, daisse refroidir a une température
de l'ordre de 60°C pour rajouter la masse de secdgsirée. Nous appliquons le flux d’air
chaud sur la chambre d’électroformation déja engkt branchée a 0,2 V et 10 Hz. Tous les
instruments qui seront nécessaires (seringues ea dénjection avec aiguille métallique,
seringue en plastique de prélevement, bouteillstiglae de stockage final des vésicules
formées, aiguilles) sont placés sous le flux daaiB0°C. On injecte dans la chambre (de la
méme maniére que dans le protocole vu plus hauspliation d’agarose-sucrose dont la
température se situe entre 50 et 60°C. L'étanckiéité chambre est d’autant plus importante
gue la chambre est sous flux d’air chaud (risqaeét’évaporation de la solution).

De maniere générale, on augmente la tension de 8.2)5-1,8 V pendant les 20
minutes, toujours en observant les fusions/éclatésnet en modifiant la tension en
conséquence. Typiquement, on monte de 0,2 a 0,6 ¥ minutes, puis de 0,5 V a environ
0,8-1 V en 5 minutes et enfin, de 1 V a 1,5-1,8nseminutes. Au bout de 18 minutes apres
I'injection, on baisse la fréquence a 4 Hz et lasten & environ 0,3-0,5 V et on laisse le
détachement des vésicules de la surface s’opénelapeenviron 2 minutes.

On préléve la solution de vésicules avec une seeiren plastique (préalablement
chauffée) et possédant un embout avec large bgmauéviter le cisaillement des vésicules.
Puis on injecte les vésicules dans une solutiogugdgques mL de sucrose ou de glucose a la
méme concentration (entre 20 et 50 mM) et préatadhe chauffée, de maniére a diluer

'agarose extérieur aux vésicules a une conceotratnférieure a 0,05 % en masse
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(concentration critique de gélification). Ainsi,teedilution permet d'éviter la gélification de
I'agarose a I'extérieur des veésicules lorsque mapigrature diminue. Autrement, les vésicules
formées seraient figées dans un gel. Par contrepliation interne aux vésicules gélifie
lorsque la température diminue.

Les tailles des vésicules obtenues sont compriges & et 80 pum.

2.1.6 Liposomes avec glycolipides

Les vésicules sont préparées par électroformatioocoasionnellement par formation
spontanée dans une solution mélange de sucrosee(doation de 20 mM ou 50 mM) et
d’hépes a 0,2 mM (pH = 7,4).

Différentes solutions de lipides ont été utilispesr les dépots:

DOPC : lactosyl-céramide, 95 : 5 (proportions enasp
DOPC : lactosyl-céramide, 90 : 10

SOPC : cholestérol : lactosyl-céramide, 60 : 30 : 1
SOPC : GM3, 90 : 10.

2.2 Microscopies
2.2.1 La microscopie a contraste de phase

Le microscope a contraste de phase a été dévettgp®les années 30 par Zernike,
physicien hollandais qui recut le Prix Nobel en395ur cette invention (Zernike, 1942a ; b).

Pour bien comprendre la particularité du microscdpentraste de phase, intéressons-
nous au microscope a fond clair et a la différeamttee objets d'amplitude et objets de phase.

Les objets observables au microscope a fond ctait des objets d'amplitude qui
agissent sur la lumiére soit en modifiant son isiténsoit en absorbant plus ou moins les
différentes longueurs d'onde de cette lumiére. dutraire, les objets de phase, par exemple
des cellules vivantes, ne modifient que trés peulkgrés de luminosité et de couleurs. Les
cellules vivantes sont donc inobservables avec igrostope a fond clair. D'ou le besoin d'un
nouveau type de microscope, le microscope a cdetrds phase, dont la principale
application est l'observation d'objets biologiquels des cellules vivantes. Les objets de
phase, comme leur nom lindique, seront détectés lgm différences de phase qu'ils

engendrent. En intervenant sur le trajet des rayj@méneux, le microscope a contraste de
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phase donne une image d'amplitude a partir deuatste de phase de l'objet observé. Méme
de tres faibles différences de phase peuvent &nsformées en différences de luminosité
nettement visibles.

Mais comment obtenir une image d'amplitude a paftin objet de phase? Pour
répondre a cette question, revenons sur le progsassidormation d'une image a partir d'un
objet grace a un microscope.

L'objectif d'un microscope donne de I'objet AB umage intermédiaire A1B1 qui est,
d'apres la théorie d'Abbe, la résultante d'interfées, au plan de formation de I'image, entre
la lumiere d'éclairement YE (lumiere directe) etumiére diffractée YD, en provenance de
chaque point de l'objet. Positives ou négatives, interférences donnent naissance a une
vibration lumineuse résultante Y1 d'amplitude ppusmoins grande, et I'image d'un point de
I'objet apparait ainsi plus ou moins lumineuse.

C'est au niveau du déphasage entre I'onde diferaattd'onde directe qu'intervient la
différence entre objets d'amplitude et objets disph

Dans le cas d'un objet d'amplitude, I'onde YD gpomdant a la lumiére diffractée par
I'objet est déphasée de 180° par rapport a YE.a§wh point du plan de formation de I'image
intermédiaire, I'onde résultante, Y1=YE+YD forménfge de l'objet. Comme YD est
déphasée de 180° par rapport & YE, I'onde résaltdhtaura une amplitude plus faible que
YE et d 'autant plus faible que l'intensité YD ddumiere diffractée sera grande. L'image des
différents points de I'objet sera alors plus ouma@ombre, alors que le fond de la préparation
sera plus clair, Iimage du fond n'étant due cau'laiiniere directe YE, puisque aucun point de
I'objet ne diffracte la lumiére a cet endroit. Gmprend donc comment un objet d'amplitude
est responsable de la plus ou moins grande amgldedYl. Il est donc observable en fond
clair et donnera une image contrastée.

Au contraire, dans le cas des objets de phaselel'diifractée YD n'est déphasée que
d'environ 90° par rapport a YE. L'onde Y1 (=YE+YDgsultant de l'interférence entre YE et
YD aura alors une amplitude trés voisine de YE retdéphasage avec YE de seulement

quelques degrés (Fig. 2_5).

Amplitudes
A

Figure 2_5: Interférences |.
entre YE et YD pour ur [/

objet de phase (tiré de Pér A
1994).
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Ces objets ne seront donc pas visibles en fond clai

L'idée physique qui vient alors naturellement estajouter un déphasage de 90° pour
le ramener a 180°. La solution technique la plusvent utilisée consiste a retarder de 90°
l'onde d'éclairement YE. Pour obtenir une imagempldaude d'un objet de phase, le
microscope doit permettre de déphaser de 90° I'atiéeairement sans modifier I'onde
diffractée. C'est ce que fait le microscope a emtér de phase grace a son optique particuliere
constituée d'un condenseur a diaphragme annuladire objectif & anneau de phase (lame

guart d’'onde conjuguée au diaphragme annulairg) ¢i6).

! A Figure 2_6:
| Détail du
f La lumiére d'éclairement converge au fonctionnement
Anneau | plan focal arriére de l'objectif ol se ;
de phase trouve un anneau de phase qui l'atténue d'un
| et engendre un déphasage de 90°. microscope a
Le(;'\:llllgtt)rjg&t; e - La plus grande partie de la lumiére contraste de
| diffractée par l'objet (traits fins munis de h
fleches) évite l'anneau de phase et phase.
remonte vers le plan de formation de Eléments
; . l'image intermédiaire. X
Préparation Optl q ues
L'objet diffracte la lumiére. ;. fi d
Condenseur Un objet de phase produit une onde specifiques au
: } diffractée décalée de 90° par rapport & microsco pe a
: I'onde d'éclairement.
! contraste de
Diaphragme Un diaphragme annulaire remplace icile
annulaire ESSSSQ / diaphragme d'ouverture et laisse passer phasg et
un'cénefcreux de lumiére vers la . fonctionnement
préparation. . ‘oz
(tiré de Péreé,
1994).
Diaphragme
de champ et / |\ berpaoerrs

Signalons enfin un inconvénient dans l'observaéinrcontraste de phase : l'effet de
halo. Un halo clair se forme en effet autour desilésombres de lI'image et un halo sombre
est visible autour des détails clairs. Ces haloegél'observation des contours et diminuent
la précision de mesures en microscopie a contdesfghase. La résolution de ce microscope
est de I'ordre du micron.

L'intérét de mettre une solution de sucrose &tiatir de la vésicule et une solution de
glucose a l'extérieur est maintenant clair : cedamgt de changer la phase de la lumiere
incidente du fait de la différence des indices éfeaction interne du sucrose et externe du
glucose. La différence de phase s’écrit :

¢ =2nd /A,
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ou 6 est la différence de marche, Jetest la longueur d’onde de la lumiére incidente. La
différence de marche s’écrit :

6 = e (Ruc- Ngw),
ou e est I'epaisseur de I'objet gjunnsyc sont les indices de réfraction de la solution e
de glucose et interne de sucrose, respectivement.

Avec ces deux solutions de sucrose et de gluoomsebtient donc un bon contraste de
I'image entre l'intérieur et I'extérieur de la vésie. Un objet d’'indice supérieur a celui du
milieu extérieur apparaitra noir sur fond clair.

De plus, le sucrose ayant un poids moléculaire reeypéa celui du glucose, les
vésicules sédimentent, ce qui facilite leur obsgoma

L'observation des vésicules pendant I'électrofoionagst faite avec un microscope a
contraste de phase Olympus IMT2.

Pour realiser les expériences de dégonflement agneotet de cisaillement
hydrodynamique, nous avons utilisé un microscop&adMIRB que lI'on a penché

horizontalement pour les expériences de cisailleérmgdrodynamique.

2.2.2 La microscopie de fluorescence

La microscopie de fluorescence prend de plus es dlimportance en biologie,
notamment du fait de la large utilisation des imomarquages, de la disponibilité d’outils
physiques d’'imagerie qui offrent une excellentehd$on spatiale et dynamique des images
d’échantillons biologiques, de son utilisation dasiautres techniques de microscopies
comme la microscopie confocale et celle a plusiqhetons. D’autre part, depuis une
vingtaine d’'années, la possibilité de construire geotéines de fusion avec des protéines
fluorescentes comme la GFP (Green Fluorescent iRyote encore grandement élargi
I'éventail d'utilisation de la microscopie de fl@scence. Enfin, il est aussi important de se
rappeler que la fluorescence est une propriétéadedtiere et qu’ainsi les caractéristiques
physiques de la lumiére de fluorescence émise smntces d’'informations sur la structure,
I'orientation et I'environnement des molécules fiescentes au sein d’un échantillon.

Pour obtenir une image de fluorescence a partin dchantillon contenant des
molécules fluorescentes, il faut d’abord excites nelécules, c’est-a-dire les faire « sauter »
de leur état fondamental vers un état excité (itians électroniques vers des états excités
instables). Ceci se fait par absorption d’énergie photons incidents dirigés sur I'échantillon

et émis par une lampe a incandescence (tube ardéyha la suite de son excitation, le
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fluorochrome se désexcite en revenant sur l'unétats vibrationnels du niveau électronique
fondamental. L’émission de lumiére de fluorescetmeespond uniquement a la transition de
I'état vibrationnel inférieur du singulet;Svers I'un des états vibrationnels du niveau
fondamental & Ainsi le pic d’émission de fluorescence est d&cadrs le rouge par rapport

au pic d'absorption (Fig. 2_7).

Figure 2_7: Etats

électroniques d'une

molécule.

A et D représentent les

‘53 _% chemins d’excitation

| == (absorption) et de

| —_—— —— désexcitation de la

S2 %? : molécule. F et P

| , T2 représentent respectivement

|s; s les émissions de

| E Ty fluorescence et de
phosphorescence (tiré de
Cibert, 2005).

7 Energie potentielle
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D’un point de vue pratique, pour obtenir une imalge fluorescence, il faut donc
illuminer I'échantillon contenant les fluorophor@sec une lumiére appropriée pour les
exciter. Il faut ensuite recueillir la lumiere dedrescence en éliminant les sources de lumiéere
parasite (dont la lumiére incidente d’excitationit fpartie). En effet, la lumiere de
fluorescence est toujours tres faible par rappdiintensité de la lumiere excitatrice. C'est
pour cette raison que l'on recueille la lumiere fleorescence dans une direction
perpendiculaire au faisceau incident et que I'difigoue a la fois le réle du condenseur
(iluminateur) et de I'objectif du microscope draibnventionnel. Un des éléments centraux
d’'un microscope de fluorescence est donc le blbe f(Fig. 2_8). Ce bloc contient trois
éléments, un filtre monochromateur d’excitation, wmroir dichroique, et un filtre
monochromateur d’émission. Le premier filtre d’'é¢ation permet a partir du faisceau
polychromatique de la lampe d’exciter I'échantill@vec le faisceau monochromatique
approprié. Le miroir dichroique a des propriétégéflexion qui ne sont pas les mémes en
fonction de I'angle d’incidence des faisceaux lueuix. || permet donc d’'une part, d’envoyer
le faisceau monochromatique d’excitation vers l&ufllon a travers I'objectif, et d’autre
part, de récupérer la lumiére de fluorescence ntooaotatique émise par I'échantillon. Par
ailleurs, comme le faisceau incident est toujoues intense par rapport a la lumiere de

fluorescence émise, il faut supprimer la lumiereidante diffusée par I'échantillon qui
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pourrait masquer I'émission de fluorescence. Clestrdle du filtre monochromateur
d’émission qui sélectionne une bande de longuelordd correspondant au maximum

d’émission des fluorophores et coupe totalemefgiseeau diffusé d’excitation.

FAISCEAU MONOCHROMATIQUE DE
FLUORESCENCE
A

FILTRE MONOCHROMATEUR
D'EMISSION

FILTRE MONOCHROMATEUR

D'EXCITATION
FAISCEAU POLYCHROMATIQUE MIROIR DICHROIQUE
PROVENANT DE LA LAMPE
PUPILLE
FAISCEAU D'EXCITATION FAISCEAU PROVENANT DE
MONOCHROMATIQUE L'ECHANTILLON
OBJECTIF
ECHANTILLON

Figure 2_8 Schéma d’un bloc filtre (tiré de Cibert, 2005).

A chaque fluorochrome -caractérisé par ses longuallonde d’excitation et
d’émission, est associé un bloc filtre contenastfiléres d’excitation, d’émission et le miroir
dichroique spécifiques.

Par rapport a un microscope classique a transmisk seule modification pour le
statif d'un microscope a fluorescence consisteaemise en place d'un montage optique qui
permette, a travers I'objectif, a la fois d’illuneinl’échantillon et de collecter la lumiere de
fluorescence (Fig. 2_9). L'objectif joue donc lédes de I'objectif et du condenseur. Pour
accroitre l'intensité de la lumiére envoyée sucHantillon, le tube a décharge est placé
devant un miroir concave. Ceci fait que deux faszevont étre focalisés sur I'échantillon :

le faisceau « direct », formé a partir des phottmss directement par I'arc de la lampe, et le
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faisceau « réfléchi », constitué a partir de l'imate I'arc de la lampe formée par le miroir

concave.
filtre
anti-calorique Fiikirn
raleur . .
@ l/j b ﬂlt;es gris  obturateur &
miroir % !
concave\i ¢ H A ] § A }. I
¢ : bloc
H j filtre
3 | v}
P D1 D2
réglage 3D de la "
position de la lampe lentilles objectif
et du miroir concave
¥

collecteur Echantillon
et filtre dépoli

Figure 2_9: Schéma du trajet optique dans un micraope de fluorescence.

D1 : diaphragme de champ (équivalent au diaphradgnehamp du banc optique du microscope
droit). Si on ferme ce diaphragme, on doit voir @pjfitre son image dans le plan échantillon
illuminé. Cette image doit étre parfaitement cemtpar rapport au champ observé. La série de
filtres gris sert a atténuer l'intensité du faiscemcident. D2 : diaphragme d’ouverture
(équivalent au diaphragme d'ouverture placé dangléa focal avant du condenseur du
microscope droit). Si on ferme ce diaphragme, éhsité recue par I'échantillon diminue, mais,
en contrepartie, la résolution du microscope pdrg Egerement diminuée. Il est préférable
d'utiliser les filtres gris pour atténuer lintetside lillumination et éviter le blanchiment de
I’échantillon (adapté de Cibert, 20C

Le trajet optique du microscope a fluorescence (nencelui a contraste de phase)
obéit au principe de Kohler (Fig. 2_10). Il fautndoajuster I'épimicroscope en se rappelant
gu’il 'y a pas de condenseur et en réglant latoside la lampe et du miroir concave.
Hormis le bloc lampe et le bloc filtre, les élénwelds plus importants placés dans le trajet
optique sont I'obturateur (qui permet d’éviter kopobleaching ou blanchiment en dehors des
périodes de prise de vue) et une série de filtezgres qui atténuent l'intensité du faisceau
incident sans en altérer la composition spectcadei, encore pour limiter le blanchiment et la
destruction de I'échantillon par effet Joule. Disels anti-caloriqgues permettent d’éliminer

partiellement la quantité d’énergie calorifiqueidéle par le tube a décharge.
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rétine

Figure 2_10: Principe de Kohler.

Le principe de Kdhler établit que le
filament de la lampe, le diaphragme
d’ouverture du condenseur, le plan

focal arriére de I'objectif et I'iris de

I'ceil sont conjugués. L’ajustement

de Kohler consiste en deux

réglages: 1) l'ajustement de la
plan focal L conjugaison des champs (mise au
arriére &e point sur un objet et ajustement de
E_j objectif la position du condenseur en

fermant la diaphragme de champ),

- et 2) en Otant un oculaire du

? i microscope (ou en utilisant une

lentille de Bertrand), on doit

an tocal _ condenseur observer la superposition des
P avant E:ﬁ images de la lampe, du plan focal
diaphragme @ avant du condenseur (diaphragme
d'ouverture d’ouverture) et du plan focal arriére
. de l'objectif. Il est nécessaire de
diaphragme refaire  systématiguement  cet

de champ . ., .
lampe ajustement (tiré de Cibert, 2005).

Dans le cadre de ma these, j'ai utilisé plusienitgoscopes de fluorescence :
- un AXIOVERT 135TV (Zeiss) avec un objectif Plan-dfkear 100x/1,30 oil (Zeiss)
- un Leica DM IRB avec différents objectifs.
La source lumineuse du microscope a fluorescenagneslampe a vapeur de mercure. Celle-
ci émet un spectre de raies lumineuses situéestdanse visible et dans I'ultraviolet, au-
dessus de 300 nm.
Dans I'étude du greffage de lectines sur un subdiaverre, j'ai utilisé une lectine
marquée a la fluorescéine isothiocyanate (FITC)FLEC est un marqueur qui est excité par
des radiations lumineuses bleues (pic d’absorpt@riré autour de 497 nm) et qui émet une

fluorescence verte avec un pic d’émission centtéuaile 521 nm.

2.3 Application d’'un choc osmotique

Le dispositif d’application d’'un choc osmotique & &éalisé pour observer le

dégonflement progressif ou rapide de vésicules gmsma un choc hyper-osmotique. La
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pression osmotique que subissent les vésiculagéds par augmentation de la concentration
de glucose a l'extérieur des vésicules.

Le dispositif doit permettre 1) d'augmenter cetb@aentration de maniere uniforme
dans toute la chambre, sans provoquer de couramntsrivection, 2) d’observer les vésicules
dans de bonnes conditions optiques, dés le dédigmdication du choc.

L’existence de mouvements de convection importaaisait pour conséquence
d’appliquer sur les vésicules un choc osmotique oaiforme et fluctuant ainsi qu’'un
stimulus non désiré, de nature hydrodynamique. tBégoart, I'apparition de mouvements de
convection aurait aussi pour conséquence d’entraimenouvement important des vésicules,
empéchant alors de les observer dans de bonnegicosdEnfin, la présence d’'un ménisque
au niveau d’'une surface libre de liquide est tr@&sagte pour I'observation microscopique et
doit étre éliminée.

Finalement, jai opté pour [lutilisation dun asselage de chambres
parallélépipédiques en caoutchblde base carrée de 25 mm de c6té, de profondeunrd,5
et trouées en leur centre sur un diamétre de 20 P les utiliser dans ce dispositif, il est
nécessaire de détacher le plastique transparelé sot le caoutchouc en plongeant les
chambres quelques heures dans un solvant (par é&xesthanol). De l'autre coté du
caoutchouc, la surface est traitée pour adhéreredsurface de verre. L’adhérence est aussi
bonne entre deux chambres, ce qui permet de lesnaks les unes sur les autres avec une
bonne étanchéité (Fig. 2_11). Si toutefois, laecelhtre le plastique et le caoutchouc ne part
pas complétement, des fuites peuvent apparaitr@e@nalors utiliser une pate silicdhen
faible quantité pour assurer I'étanchéité entrex ddambres successives.

Une lame de verre (lavée détergent, eau, éthaaolet séchée a I'argon) permet le
positionnement d’'une premiére chambre, dans lagseliht déposées les vésicules dans des
conditions iso-osmolaires. Typiquement, le voluredalchambre étant d’environ 0,8 mL, on
injecte 0,4 mL d’une solution de glucose 20 mM dt @IL de la solution de vésicules ayant
pour milieu interne soit une solution de sucrosen, soit un mélange d’'une solution de
sucrose 20 mM avec un gel d’agarose.

Sur cette premiére chambre est déposé un filtregémique poreux transparéht
(pores de 0,2 um). Une deuxiéme chambre en caauwtasi alors placée de maniere étanche

sur la premiere et sur le contour de la membrameuse. Cette chambre va pouvoir accueillir

13 chambres d'incubation pour lames de microscopimaeue GRACE Bio-Labs, Coverwell, Imaging
chambers, achetées chez Merck Eurolab (Poly Laéb)26704

4 pate silicone : Rhone-Poulenc, réf. 70428

!> Membrane ANODISC de diameétre 25 mm, Merck Eurotéh,69908.01
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une solution de glucose de concentration supéri&a@ mM, permettant ainsi d’appliquer le
choc hyper-osmotique. Le filtre poreux permet deefdiffuser la solution hyper-osmotique

de glucose en évitant des mouvements de conveotjportants.

1 lamelle

Figure 2_11
Dispositif utilisé
pour appliquer
un choc
osmotique aux
vésicules. En
rouge, les
chambres en
caoutchouc.

Chambres
empilées

membrane Anodisc

solution de glucose Cg Chambre cylindrique

Lame de verre

20 mm
25 mm

> vésicules

|

4
v

Deux options sont possibles selon que l'on veutliggpgr un choc de maniére
progressive ou de maniére rapide. Si I'on désingligger un choc osmotique rapide, on
choisit de poser simultanément quatre chambresl’qneremplira d'un seul tenant d’'une
solution hyper-osmolaire de glucose. Si I'on désippliquer un choc osmotique progressif,
étape par étape, on ajoute une chambre que I'oplited’une solution hyper-osmolaire de
glucose, puis on observe le dégonflement. On rémeteycle d’opérations (installation d’'une
chambre supplémentaire au-dessus, remplissage rde&cdome avec une solution hyper-
osmolaire de glucose, phase d'observation du dégoeht) autant de fois que I'on veut
(typiguement quatre). Chaque phase d'observatiagsafe remplissage d’'une nouvelle
chambre dure typiquement de 40 minutes a une HexpErimentalement, 40 minutes sont
suffisantes pour que les vésicules atteignentftaane d’équilibre).

Pour éviter les effets optiques génants dus adsepce de ménisque, une lamelle est
déposée au-dessus du dispositif aprés chaque ssaugdi de maniére a aplanir la surface de
liquide. Cette lamelle permet aussi d’éviter taénaporation.

Ainsi, ce dispositif permet, de par sa construgtibappliquer des chocs osmotiques
de maniére progressive ou de maniere brutale. blwision du processus de dégonflement
de vésicules, dans de bonnes conditions optiggeppssible des les premiers instants suivant
I'injection de la solution de glucose hyper-osmoéglLes mouvements de convection dus a
I'addition de glucose concentré sont limités, cé mprmet de suivre aisément une vésicule

éventuellement en mouvement.
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2.4 Application d’une contrainte de cisaillement

2.4.1 Chambre a flux

La chambre que nous utilisons pour cisailler lesiotdes et pour obtenir une vue de
cOté, est une chambre en quartz de spectrophoieraétrfaces optiques et a circulation. Elle
a été réalisé8 sur mesures (Fig. 2_12) et les deux extrémitésemes permettent la
circulation du fluide utilisé pour appliquer la d¢minte de cisaillement, ainsi que
lintroduction d’une lamelle. L'observation & I'aiddu microscope a contraste de phase

s’effectue au travers de la tranche la plus fimevige de c6té).

50 mm > 1 mam

A
\_ E
I Lo iH Figure 2_1Z Schéma de

/ la chambre a flux a 4 faces

A

) . . ‘ optiques  (adapté de
) Zﬁﬁged;t ilL(l)lr(Lee entrég Observatzonﬁ Abkarian, 2002).
du fluide
de la lamelle

Pour observer les vésicules perpendiculairememigaavité (ce que nous appelons « la
vue de c6té »), nous couchons le microscope aiZtwatale, pour éclairer la chambre en
lumiére rasante par la tranche (Fig. 2_13).

Pour réaliser les expériences d’'adhésion spécifigme lamelle recouverte de la
lectine désiré¥ est introduite dans la chambre et constitue disiurface inférieure de la
chambre.

Entre chaque expérience, la lamelle inférieureretstée et la chambre est plongée
plusieurs heures dans un bain d’eau et d’acidecuibmique en proportions volumiques 1:1.
Apres un rincage abondant a I'éthanol et a I'ealisbilée, la chambre est séchée sous flux
d’argon pur et est conservée dans un papier opéidabri de la poussiére.

Avant de les injecter dans la chambre de cisailigmes vésicules sont Iégérement
dégonflées dans une solution de glucose de comltientr g, I€gérement supérieure a celle de
la solution de sucrose du milieu interne des vésscuTypiquement, cvaut 55 mM si la

concentration de la solution de sucrose internevédsigules vaut 50 mM.

'8 par la société Hellma
7 Leica DMIRB
18 yoir le paragraph@&raitement de la surface inférieure
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Figure 2_13:
Microscope couché
pour permettre la
vue de cOté (tiré de
Abkarian, 2002).

Une fois la chambre installée sur le microscopeegt important de bien régler
I'horizontalité de la chambre), nous procédonsrarsmplissage avec une solution de glucose
(de concentrationgt et d’hépes 0,2 mM (pH = 7,4). L'injection des icées dans la chambre

se fait a I'aide d’'un raccord en Y (Fig. 2_14).

P

«+— Seringue ImL _
—> Figure 2_14
g Schéma du dispositif
G expérimental pour les
Vésicul expériences en

Ve'rs Bécher  chambre a flux (tiré de
[ 1 d’évacuation  Abkarian, 2002).

Pousse-
Seringue
L’écoulement est produit dans la chambre grace @awsse-seringd® muni d’un
moteur pas a pas. Ce dernier crée un écoulememélieconstant (pour des débits pas trop
faibles), de valeur minimale 0,254 mL/h pour unenggie en plastique standard de 5 mL, et
de valeur maximale 143 mL/h en utilisant une sernge 50 mL. Le débit est augmenté
grace a une molette possédant 100 crans (on niateraleur du cran de 0 a 99). A chaque
valeur entre 0 et 99 correspond une vitesse d'a@earsu piston de la seringue. En

conséquence, a chaque couple d’'une valeur g, 6néte99, et d’une seringue de diameétre

¥ pousse-seringue de chez Fischer BioBlock
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donné correspond un débit (produit de la vitesswaticée du piston par la section de la

seringue).

2.4.2 Calcul de la contrainte hydrodynamique appligée et
du taux de cisaillement

Pour calculer la contrainte hydrodynamique appkgpé@r un écoulement circulant
dans une chambre a flux de ce type, on fait 'axipnation que la largeur est tres grande

devant I'épaisseuws (Fig. 2_15).

Figure 2_1F:
Z Champ parabolique des vitesses
e/2 dans la chambre d’écoulement.
{
-el2

On peut donc ramener ce calcul au cas d’'un écoulesugvant la direction Ox entre
deux plaques planes, paralléeles et infinies. Omaese alors dans le cas d’un écoulement de
Poiseuille plan. Dans le cadre de cette approxanatin peut écrire la vitesse du fluide sous
la formev = v(z) &, ou e est un vecteur unitaire orienté selon I'axe Oxligeide utilisé est
un fluide newtonien et est incompressible, ainégliation du mouvement du fluide est
I’équation de Navier-Stokes.

Cette équation se simplifie, en régime permanent, e

0°v _ 0P
02> ox’
ou P est la pression gtest la viscosité dynamique (en Pa.s).
En intégrant cette équation et compte tenu desitbomsl aux limitesv(z = 0) =v(z =

e) =0, on trouve que la solution est de la forme :
V(z) = kz(e-2)
ou k est une constante.

Le débit volumique vaut

D= I/fdyejv(z)dz = &663

-1/2 0

d’ou l'on tire la valeur de la constante k. En ngpnt dans I'expression deon obtient :
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V= 6—[\o?z(e— 2)
le

La contrainte exercée par les forces visqueusesc@otrainte de cisaillement) au
niveau de la paroi s’écrit :

o= /76V
az z=0
et on obtient alors
6D
g = 2,7
le

Le taux de cisaillement, G, est défini par la ielasuivante :

ov
UZUG:”EJ
z=0

et I'on obtient donc pour le taux de cisaillement :

6D
G=—
le
Ces relations ne sont valables qu’a proximité dealei inférieure. A I'échelle d’'une
vésicule de 50 pm qui se trouve pres de la suifdégeure, elles doivent donc étre vérifiées.

Dans ces conditions, le profil du champ des viteese théoriguement linéaire.

2.4.3 Validation du calcul théorique

Pour vérifier que la relation G = 6D7le’applique bien & proximité de la paroi, nous
avons mesureé la vitesse de billes de latex de diar2éum soumises a des écoulements de
débits connus en fonction de leur distance au mtbstour des distances inférieures a 100
pm.

Pour un débit fixé (une valeur du cran g du powgssague et une seringue donnée),

nous mesurons la vitesse des billes en fonctidewtedistance h a la paroi (Fig. 2_16).

100

Figure 2_1€¢ Courbe vitesse des
; billes fonction de la distance h des
W billes a la paroi. La relation est
v, Ganis) | linéaire (tiré de Abkarian, 2002).
50 | b
o
% 20 0 60 80
h@lm)
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Nous vérifions que cette relation est linéairegaenous permet de mesurer G, étant

donné que:

G a_j
0z),.,
En faisant cette étude pour différentes valeurslié&hit, on peut alors tracer la courbe
du taux de cisaillement en fonction du débit oupduametre g (pour une seringue donnée).
Cette courbe est tracée dans la Figure 2_17, etrenone relation linéaire entre ces deux

parameétres, ce qui valide qualitativement le caleébrique de G en fonction du débit.

Figure 2 1% taux de
cisaillement en fonction du
débit dans la chambre (le
G (s débit est indiqué par le cran
2L ] g du pousse-seringue ; adapté
de Abkarian, 2002).

0. I U (W 1 L 5. N T |
0 5 10 15 20 25 30 35

q (arbitraire)

En mesurant la pente de cette courbe, on obtiant @€, la valeur de 0,778 mmh
En considérant maintenant les dimensions de la lstead€clarées par le constructeur : 1 = 9,5
mm et e = 0,9 mm, nous trouvons 840,780 mnT. Ces deux valeurs sont trés proches. Cela
permet de valider quantitativement le calcul thguei de G, et de vérifier que notre
approximation de départ est acceptable.

Remarquons que ces mesures de vitesses de biles&ion de leur hauteur et du
débit sont réalisées avec des billes distantedudede 1 mm de la face optique se trouvant
devant I'objectif (1 mm dans la direction Oy). 3inl se rapproche trop de cette surface
latérale, celle-ci influence le champ de vitessel'@pproximation d'un écoulement de

Poiseuille plan n’est plus valable.

2.5 Traitement de surface, greffage de lectines

Pour effectuer les expériences d’adhésion spéeifiquous voulons fabriquer des

substrats de verre sur lesquels sont greffées aéereacovalente les lectines d’intérét. Les
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lamelles de verf8 sont prétraitéés de maniére & pouvoir greffer les lectines & I'aitlen
protocole simple.

Ce protocole de greffage covalent des lectinedesutamelles prétraitées Xenobind
est le suivant :

- Préparer une solution de lectine efP@®,05 M). Le pH de cette solution doit é&tre
supérieur au point isoélectrique de la lectine. Nawons choisi une concentration en lectine
de 40-100 pg/mL.

- Plonger la plague de verre dans 10 mL de cettgi@o, puis incuber soit pendant
deux heures a 37°C, soit toute une nuit a tempéraimbiante.

- Enlever la solution de lectine et laver la plagwrec 15 mL d’'une solution de PB 50
mM, de pH 7.5 contenant 0.15 M de NaCl et 0.1 fv@ume) de Tween 20 ou de Triton X-
100, tout en agitant légerement pendant quinze tesnu

- Enlever cette solution et ajouter 20 mL d’'uneutoh de BSA (Bovine Serum
Albumin) a 3 % en masse préparée dans du PBS.dncuie nouvelle fois, soit deux heures a
37°C, soit toute une nuit a température ambianée BEA permet de saturer les sites non
occupés par la lectine. Alternativement, on peilisat de I'éthanolamine a la place de la
BSA.

- Laver la plaque une premiére fois avec 20 mIP8& 50 mM contenant 0.1 % de
Tween 20 ou de Triton, et ensuite trois fois aveanl d’'une solution de PBS 50 mM de pH
7.5 contenant 0.15 M de NaCl. Nous voulons aingiiger le Tween 20 qui est un détergent
et qui risquerait d’endommager les vésicules. Enfim place la plague dans une solution
tampon de PBS de pH 7.4 et contenant 0.1 % de; NN anti-bactérien). On conserve la
plaque a 4°C.

Nous avons utilisé comme lectines :

- la lectine PNA (Peanut agglutinin frofrachis hypogaea Lotan et al., 1975 en
couple avec le glycolipide LacCer
- lalectine PNA fluorescente, marquée au FITC

- lalectine MAL1?® en couple avec le glycolipide GM3.

2% lamelles de dimensions 9x50 mm de chez Poly-Labo

%! traitement effectué par la société Xenopore Camaitement Xenobind, covalent binding, réf. VXB,
www.xenopore.com/xenobind.htm

?2pB : phosphate buffer

23 PNA : Sigma-Aldrich, réf. L0881

24 PNA fluorescente : Sigma-Aldrich, réf. L7381

% MAL1 : Vector Laboratories, réf. L-1310
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2.6 Acquisition, numéerisation, traitement et analys
d'images

2.6.1 Acquisition et numerisation des images

Les expériences sont filmées avec une caméra CGibu(@910) placée sur le
microscope a contraste de phase Leica DM IRB. @etmet d’obtenir une image en temps
réel sur un écran de télévision. Les images sorggasirées a l'aide d’'un magnétoscope
SVHS branché sur la caméra.

Les séquences sont ensuite sélectionnées et néesear ordinateur (Mac G8) avec
une carte Scion LG-3. Le nombre d'images par udé@éemps est choisi en fonction des
analyses que I'on veut effectuer.

Le logiciel de numérisation et de traitement d'imagjue nous avons utilisé est le
logiciel gratuit NIH Scion Image 1.6%

2.6.2 Traitement et analyse d'images

Pour quantifier le volume de vésicules en trairsdelégonfler, nous avons utilisé la
procédure suivante. D’abord, nous avons trouvéoteatr de la vésicule en appliquant un
filtre Laplacien, un filtre moyenne, et un seuilagette succession d’opérations donnent une
image binaire avec un contour noir de la vésicuteus: fond blanc. Puis nous avons calculé
la position du centre de masse de ce contour del'diune macro écrite sous NIH Scion
Image. A partir de ce centre de masse, 36 rayorenob par rotations successives de 10° ont
été mesurés (distance du centre de masse au cdoetol@ur moyenne a fourni un rayon
moyen de la vésicule. Nous avons ensuite calcwéllene de la vésicule comme étant celui
de la sphére équivalente, en faisant I'hnypothéséodees axisymétriques. A partir de cette
évaluation du volume, nous avons calculé les cdramions internes de sucrose et
éventuellement d’agarose, a I'aide du logiciel ddteément de données KALEIDAGRAPH,
en supposant I'absence de fuite de sucrose, réspeent de glucose, vers l'extérieur,

respectivement I'intérieur, de la vésicule.

% ogiciel libre d’accés a I'adresse http:/rsb.imi.gov/nih-image/
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Il Reésultats : Dégonflement de veésicules
phospholipidiques : comparaison entre veésicules
remplies d’une solution aqueuse et vesicules remeé
de gel d'agarose

Pour étudier I'effet de la présence d’'un gel d’agardans des vésicules soumises a un
dégonflement par choc osmotique, nous avons rdaks@émes expériences de dégonflement
sur des vésicules remplies d’une solution aqueassudrose et sur des vésicules remplies de

gel d'agarose.

3.1 Dégonflement de veésicules remplies d'une
solution aqueuse

Nous avons d’abord observé le comportement de wWésicemplies d’une solution de
sucrose de concentration 50 mM et soumises a l'antation de la concentration de glucose
de la solution externe. Deux types d’expériencestinréalisées :

1) le dégonflement progressif (« lent ») est inghait 'augmentation étape par étape de
la concentration de la solution extérieure de gdecgoour atteindre une concentration
extérieure finale de glucose de 162 mM)

2) le deégonflement rapide par l'addition brutale redu solution de glucose de
concentration 400 mM au-dessus de la membrane sm@ir Figure 2_11), ce qui
donne une concentration finale de glucose autosrwvésicules de 330 mM aprés

équilibrage du gradient de concentration et donchat osmotique de 280 mM.

3.1.1 Degonflement progressif eétape par étape (ou
degonflement lent)

J'ai suivi la totalité du processus de dégonflemdmtplusieurs vésicules (durant 5
heures). Au départ, les vésicules ont des formesiegphériques, puis soumises au choc
osmotique, elles se déforment généralement fortermesc le temps. Le bourgeonnement
et/ou la division de vésicules dégonflées en delus petites vésicules filles (parfois

sphériques) ont souvent été observés.
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Une vésicule a maintenu une forme sphérique perstandégonflement et son rayon
a décru progressivement de 25 a 17 um, ce quisgonel a une perte d’environ 50 % de la
surface de la vésicule. Cette réduction du rayaerespond a une réduction de deux tiers du
volume initial. Le film enregistré a permis de datmer le volume de la vésicule a chaque
étape. Ainsi, en faisant I'hypothése que le nomieemolécules de sucrose présentes a
l'intérieur de la vésicule était constant, la cartcation de sucrose de la solution intérieure et
la pression osmotique correspondante ont pu étrsumdes a chacune des étapes du
dégonflement (Fig. 3_1). Comme cela apparait cfzerd, les pressions osmotiques a
l'intérieur et a I'extérieur de la vésicule sonfatg, ce qui montre que I'équilibre osmotique

est atteint a la fin de chaque étape de dégonflemen
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Figure 3 1. Pression osmotique intérieure (due au sucroseititm de la pression
extérieure (due au glucose). A la fin de chaqueeitdu dégonflement progressif d’'une
vésicule aqueuse, ces deux pressions sont édagsitibre osmotique est atteint.

Une grande variété de formes a été obtenue dasiabre d’expérimentation a la fin

du processus de dégonflement : ellipsoides, haltétematocytes, discocytes, poires, étoiles,
etc (Fig. 3_2).

Figure 3_z: Variété de formes
obtenues dans la chambre
d’expérimentation a la fin du
processus de dégonflement
progressif ~ de  vésicules
aqueuses (la barre vaut 5 um).




3.1.2 Degonflement rapide

Beaucoup de vésicules ont été photographiéesia tufprocessus de dégonflement
rapide et trois vésicules ont été flmées duramrteessus complet (2 heures). Des divisions
se sont produites dans deux de ces trois vésidutesroisieme est restée sphérique et jai
ainsi pu quantifié son dégonflement sous un chowotigue de 280 mM (voir la cinétique de
dégonflement (ligne pointillée) dans la Figure 3 @mme pour le dégonflement lent étape
par étape, les vésicules ont généralement été daauweformées par rapport a leur forme
sphérique initiale et j'ai observé de nombreusemés différentes. Cependant, une majorité
de vésicules ont été déformées a petite écheflewst types de déformations ressortent :

1) la formation de nombreuses petites invaginatides membranes pointant vers

l'intérieur des vésicules qui ressemblent aloresifdamboises

2) la formation de colliers de perles lipidiquesyRB_3).

Figure 3_3:

Lors du
dégonflement
rapide de
vésicules
aqueuses, on
obtient
majoritairement
(A) des
framboises (la
barre vaut 5 pm)
et(B, C et D)
des colliers de
perles lipidiques.
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3.2 Degonflement de veésicules remplies de gel
d’agarose

Avant de les dégonfler, les vésicules rempliesdjal d’agarose et d’une solution de
sucrose (de concentration 20 mM) sont diluées daessolution iso-osmolaire de glucose.
Elles sont observées en microscopie de contragphake a température ambiante et dans ces
conditions, apparaissent légerement marbrées sement des formes sphériques ou quasi-
sphérigues avec des rayons compris entre 10 etr88Fig. 3_4). Avec certaines vésicules,
les fluctuations thermiques sont visibles en faxsgissement de 60x, ce qui suggere une

faible interaction entre le gel et la membrane.

Figure 3_4 Une vésicule remplie d'un gel
d'agarose et d'une solution de sucrose (de
concentration 20 mM) est placée dans une
solution iso-osmolaire de glucose. Image en
microscopie de contraste de phase a température
ambiante. La vésicule apparait légerement
marbrée et présente une forme sphérique. La
barre vaut 15 pum.

3.2.1 Dégonflement progressif étape par étape

J'ai enregistré le processus de dégonflement papettape de plusieurs vésicules
préparées avec des concentrations initiales d’agade 0,18 % w/w, 0,36 % w/w et 1 % wi/w.
Les vésicules sont initialement diluées dans uretiea de glucose de 20 mM. Puis, la
concentration de glucose est augmentée en ajoaadttessus de la membrane anodisc, une
solution plus concentrée de glucose en trois odrgudapes, chaque étape durant au moins
40 minutes, de maniére a obtenir une concentréitiaie de glucose comprise entre 90 et 154
mM. Dans une expérience typique, la concentratidéreure de glucose est a chaque étape
successive égale a 20 ; 35; 56,6 ; 117,5 et 154resilkectivement.

A chaque étape du dégonflement, il a fallu queantife volume V des vésicules
observées. Ces vésicules, contrairement a desul&sisphériques, peuvent prendre des

formes assez compliquées. Pour quantifier le voJuraas avons toujours répété la procédure
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suivante. D’abord, nous avons déterminé le condeun vésicule, puis avons trouvé le centre
de masse de ce contour. A partir de ce centre dsanad6 rayons obtenus par rotations
successives de 10° ont été mesurés (distance the cenmasse au contour) et leur moyenne
a fourni un rayon moyen de la vésicule. Nous avamsilite calculé le volume de la vésicule
comme étant celui de la sphére équivalente, earfalfiypothése de formes axisymétriques.
Bien que les barres d’erreur soient probablemeavééls pour les vésicules les plus
déformées, ce calcul donne le bon ordre de grandeur les volumes. A partir de cette
évaluation du volume, nous avons calculé les cdratons d’agarose et de sucrose en
supposant l'absence de fuite de sucrose, respewivie de glucose, vers l|'extérieur,
respectivement I'intérieur, de la vésicule.

Les variations de la concentration de sucrogejans les vésicules, en fonction de la
concentration extérieure de glucosg, sont montrées dans la Figure 3_5. La ligne droite
rajoutée correspond a la courke=ag;. On remarque que tous les points de mesure snsitu
sous cette courbe, ce qui met en évidence que Haentration de sucrose intérieure est
toujours inférieure a la concentration de glucodéreeure. Ces résultats sont donc clairement
différents de ceux obtenus avec des vésicules resnglune solution aqueuse (données de la
Figure 3_1) pour lesquelles les concentrationsugeose intérieure et de glucose extérieure,

c’est-a-dire les pressions osmotiques intérieusx#rieure s'égalisent.
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Figure 3_E: Variations de la concentration de sucrogeeg fonction de la concentration
extérieure de glucosey pour des vesicules remplies d’'un gel d’agarosediate en
pointillés correspond a la droite y = x.
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De plus, il est possible de regarder la dépendalecey — G en fonction de la
concentration initiale de gel?aga pour une valeur déterminée de la concentratidériexire
de glucose. C’est ce qui est fait dans la Figuré Bour deux valeurs de la concentration
externe de glucose (50 et 100 mM). Il apparaitetaent que cette différencg-€ ¢ due a la
présence du gel d’agarose est d’autant plus grgondda concentration initiale de gel et la
concentration extérieure de glucose sont grandes.

1 I I 1 I

50 4 Figure 3_€: Dépendance degc- G en
fonction de la concentration initiale de
40 L i gel, Caga pour une valeur déterminée de

la concentration extérieure de glucose.
Carrés creux pourgc= 50 mM, cercles

30 ¢ ¢ 1 pleins pour ¢ = 100 mM. Courbe en
9 s | pointillée : fit des points pouryc= 50
20 HmM) La=FT"- mM et courbe pleine : fit des points pour
Pt ¢y = 100 mM.
10 - - .

S0 (% wiw)

0 02 04 06 08 1
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Un aspect important lors du dégonflement de véssctemplies de gel est que ces
vésicules n’expérimentent jamais de fission, corgnaent aux vésicules remplies de solution
agueuse. D’'un point de vue des morphologies obssnié est a noter que les ratios de
dégonflement WV les plus grands sont obtenus pour les concemisainitiales de gel les
plus faibles (Fig. 3_7).

Figure 3_7: Deux séquences typiques
de dégonflement de vésicules
remplies d'un gel dagarose de
concentration initiale 0,18 % w/{A)

. et 0,36 % w/w (B). Les chiffres
|| blancs indiquent le choc osmotique
imposé, en mM.
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Des formes irréguliéres sont observées lorsquenaeantration extérieure de glucose
augmente. Au début du processus, pour des contens&@xtérieures de glucose modeérees,
de faibles dégonflements sont observés et leswlésicestent quasi-sphériques. Puis, lorsque
la concentration de glucose augmente, des ingtabde forme sont observées. En particulier,
les vésicules préparées avec une concentratiorardsg de 0,18 % w/w présentent des
facettes (Fig. 3_7_A_2). Pour des concentrationdriexires de glucose encore plus grandes,
ces vésicules se déegonflent fortement et présedésnfiormes tres irréguliéres avec apparition
de bosses et de pics, comme montré pour une vegqiEigs 3_7_A 3 et 4). Les vésicules
préparées avec une concentration initiale d’agadlese,36 ou 1 % w/w se dégonflent moins
et présentent des déformations a plus petite écliely. 3_7 B). Les tailles typiques des
bosses et des pics sont comprises entre 0,5 et, Begmics les plus grands étant obtenus sur
les vésicules les plus déformées (concentratidrai@idu gel d’agarose de 0,18 % w/w). Les
déformations sont plus petites quand le moduletigles du gel est plus grand (0,36 et 1 %

w/w). Les distances caractéristiques entre picacadits sont comprises entre 1 et 8 um.

3.2.2 Dégonflement rapide

L'effet d’'un dégonflement rapide a été étudié sels sésicules préparées avec un gel
d’agarose de concentration initiale 0,07 % w/w. igrméthodes ont été utilisées pour
dégonfler les vésicules.

Dans la premiere méthode, les vésicules sonttdiment plongées dans une solution
de glucose hyper-osmolaire. L'observation ne peatraencer que lorsque les vésicules ont
sédimenté en bas de la chambre, c’est-a-dire enajpoes 10 minutes. Si le choc osmotique
est important, les vésicules sont alors déja tréforthées lorsque I'expérimentateur
commence a les observer. Elles présentent de |lprgesde tailles bien définies.

Dans la deuxieme méthode, nous avons utilisé vaedg chambre avec une surface
libre de liquide, dans laquelle une solution decgke concentrée est doucement injectée pres
des vésicules. Le dégonflement de vésicules pears d@tre enregistré dés le début du
processus. Lors du dégonflement, il est arrivé lguaembrane se sépare du gel et fasse des
fils et des colliers lipidiques. L'avantage de eeathiéthode est qu’elle permet de rediluer la
solution externe en injectant de I'eau pure. Damscas, les vésicules, précédemment
dégonflées, gonflent et les pics disparaissentproeessus de dégonflement est réversible a

condition que les déformations obtenues lors duimmax de dégonflement ne soient pas trop
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importantes. Lorsque la réduction de volume attemtiron 80 % du volume initial, une
faible déformation persiste, ce qui indique I'egigte d’un régime plastique.

Dans une troisieme méthode, jai procédé commeaijsa fait avec les vésicules
remplies d’'une solution aqueuse de sucrose et lageeésicules remplies de gel lentement
dégonflées. Cette méthode m’'a permis d’observecileitiques de dégonflement de quatre
vésicules remplies d’'un gel de concentration 0,0WA%. Les concentrations finales de la
solution extérieure de glucose étaient soit 324 (pbur trois vésicules ; ce qui correspond
donc a un choc osmotique de 304 mM), soit 404 mdl(une vésicule ; ce qui correspond
donc a un choc osmotique de 384 mM). Ces cinétiquoas montrées dans la Figure 3_8. Il
apparait que ces quatre courbes de dégonflemesgrpeit la méme pente pendant les 300
premieres secondes, et que cette pente commuggasta celle observée pour la vésicule
sans gel et dégonflée rapidement. Ce résultat mouke la présence de ce gel ne change pas

la cinétique de dégonflement.

20 T o —rr—

Figure 3 & cinétiques
de dégonflement rapide
de quatre vésicules
remplies dun gel de
concentration initiale
0,07 % w/w et dune
vésicule sans gel
également dégonflée
rapidement (ligne
pointillée).

0 100 200 300 400

Du point de vue des morphologies, les vésiculegplies d'un gel de concentration
initiale 0,07 % w/w sont trés déformées a la finptacessus de dégonflement. Des formes
typiques sont montrées dans la Figure 3_9. Comreereé dans le cas du dégonflement lent
de vésicules avec un gel de concentration inittall8 % w/w, les vésicules initialement
sphériques montrent progressivement des facettes (me réduction de volume d’environ
10-15 %). Les pics apparaissent pour des réductien®lume plus importantes. La réduction
maximale de volume est similaire a celle obserwéx ales vésicules remplies de gel de
concentration initiale 0,18 % wi/w, c’est-a-dire ltledre de 80 %. Dans ces conditions, des

pics prononcés sont clairement visibles.
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Figure 3_¢ Formes typiques observées avec des vésiculediesndfun gel d’agarose de
concentration initiale 0,07 % w/w et soumises &hac osmotique rapide (la barre vaut

10 pm).
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IV Discussion

4.1 Degonflement de vésicules remplies d'une
solution aqueuse

4.1.1 Fragilite des vesicules remplies d'une solon
agueuse

Comme nous l'avons vu, les vésicules géantes rempliune solution aqueuse sont
des objets trés fragiles qui souvent bourgeonnergeodivisent en plusieurs veésicules filles

lors de leur dégonflement lent ou rapide.

4.1.2 Perte de lipides lors du dégonflement

Lors de I'application de chaque type de choc hysenotique (progressif ou rapide),
jai pu suivre le dégonflement complet d’'une vélcqui a gardé une forme sphérique.
Lorsqu’une vésicule se dégonfle, sa surface deuamgement en exces, ce qui explique
pourquoi il est habituel de la voir se scinder dusigurs vésicules filles. Avec ces deux
vésicules, cela n'a pas été observé alors queallactién de leur volume correspondait a une
réduction d’environ 50 % de leur surface. En fl@itméme comportement a déja été observé
par Boroske et al. (1981) en soumettant une vés@&uwin choc osmotique bien plus faible, et
également par Sandre et al. (1999) avec des vésidd DOPC (marquées par une sonde
fluorescente qui se lie a la membrane) et soundisg®e illumination importante et continue.
Dans ces deux expériences, la réduction de lacguda la vésicule était interprétée comme
une perte de lipides de la membrane. Sandre ettiéisant la fluorescence du marqueur lié a
la membrane, constatérent la présence de petitBsubes fluorescentes a coté des vésicules
dégonflées et les interprétérent en termes de supetures lipidiques concentrées (phase
cubique bicontinue ; Kummrow and Helfrich, 199616&gen and Helfrich, 1997), formées en
conséquence de l'effondrement de I'excés de membr&es puits de lipides pourraient
expliquer le comportement observé dans notre castrdnsition étant probablement
déclenchée par l'application de la pression osruetigxtérieure, étant donné qu’il n’a été
observé, en microscopie de contraste de phaseg bodrgeonnement, ni la formation de

vésicules filles.

87



4.1.3 Equilibre osmotique et théorie ADE dans le sadu
degonflement progressif

Les vésicules dont nous venons de parler permettentérifier le comportement
habituel observé lors du dégonflement d’'une vésia@mplie de solution aqueuse : la
vésicule atteint I'équilibre osmotique, c’est-aedijue les pressions osmotiques intérieure et
extérieure (calculées ici a partir des concentngtide sucrose interne et de glucose externe)
s’égalisent pour devenir égales a la fin du dégoméint (Fig. 3_1 ; Boroske et al., 1981).

Lorsque I'on observe une chambre entiere a ladfinprocessus de dégonflement
progressif, on obtient une grande variété de formelipsoides, halteres, stomatocytes,
discocytes, poires, étoiles, vésicules avec unessgroinvagination intérieure ou un
bourgeonnement extérieur, etc... Ces formes songugsi des morphologies prédites par le
modele ADE (Area Difference Elasticity ; Mui et,al995) en fonction du volume réduit et
de la différence d’aire réduite effective. Une dellariété de formes a déja été obtenue
expérimentalement quand la différence d'aires eidge couches était controlée par la
température (Kéas and Sackmann, 1991 ; Ddbereiredr, €t993). Dans notre cas, nous avons
observé, en méme temps et dans la méme chambrigroes de vésicules correspondant a
toute la gamme de volumes réduits et toute la gadesdlifférences d’aires entre les couches
(Fig. 4_1). Ceci s’explique probablement du faitaléssion non contrdlée des vésicules et de

'asymétrie entre les deux couches des membrarsgsédrie qui varie d’'une vésicule a

'autre a I'intérieur d'une méme préparation.

Figure 4_1: Variété de morphologies de vésicules obtenuesdardégonflement lent de vésicules
agueuses. En méme temps et dans la méme chambrejultitude de formes de vésicules sont
observées, correspondant aux formes prédites paodele ADE (diagramme de phase au centre
tiré de Mui et al., 1995) dans toute la gamme adsmes réduits et toute la gamme des différences
d’aires réduites effectives entre les couches.dreebvaut 5 pm.

88



4.1.4 Morphologies particulieres lors du dégonflema
rapide : effet framboise et effet perle

Dans le cas du dégonflement rapide, les obsensatsomt globalement les mémes
(présence de vésicules tres dégonflées, variétéfalees obtenues), mais deux types de
morphologies apparaissent dorénavant majoritairgnaéors qu’elles n’apparaissaient quasi
pas lors du dégonflement lent. Il s’agit :

1) de la formation de nombreuses petites invaginatipointant vers l'intérieur des
vésicules et qui leur conferent un aspect de fraseb@-ig. 3_3 A). Ceci a déja été
observé par Anne-Laure Bernard (1999) et cette deyna qualifié ce processus
d’effet framboise. Il n’apparait que dans le casmdiégonflement rapide avec un choc
osmotique important.

2) de la formation de « colliers de perles » lipigig (Fig. 3_3 B, C et D). La formation
de ces colliers est probablement favorisée papédpon de faibles courants induits
par I'addition d’'un volume important de solution dkicose tres concentrée dans la
chambre d’observation. A cause de ces courangsrile que l'arriere des vésicules
s’allonge au contact du substrat (Abkarian et28lQ2), provoquant une déstabilisation

locale de la membrane, probablement a 'origineetecolliers.

4.2 Dégonflement de vésicules remplies de gel
4.2.1 Le gel confere une résistance a la déformatio

Un aspect fondamental des vésicules remplies deggeju’elles acquierent, grace au
gel, une résistance a la déformation : lors de d&gonflement (lent ou rapide), elles ne se
divisent jamais en vésicules filles et gardent lenité structurelle. Examinons maintenant

plus en détails le réle du gel d’agarose lors dgpdéiement d( a un choc osmotique.

4.2.2 Effet de rétention d'eau par le gel. La pressn
élastique du gel varie comme le carré de la conceation
de gel

Le deuxieme effet important de la présence du gietjee, contrairement au cas des

vésicules remplies d’une solution aqueuse, I'égadiitre la concentration interne de sucrose
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et la concentration externe de glucose a la fircliique étape de dégonflement n’est plus
vérifiee (Fig. 3_5). Sur cette Figure, il apparm@iirement que la concentration de glucose
externe est toujours supérieure a la concentratigmieure de sucrose, et ce quelque soit la
concentration de gel utilisée (de 0,18 a 1 % wA8. résultat montre que, sous la méme
pression extérieure, la concentration intérieuresuirose des vésicules remplies de gel est
inférieure a celle des vésicules remplies d’'uneitsmi aqueuse. Ceci veut dire que le gel
retient I'eau a l'intérieur de la vésicule. Polustrer cet effet de rétention d’eau par le gel, on
peut tracer la variation de la differengg—c en fonction de la concentration initiale de gel
d’agarose, %ga pour une valeur fixée de la concentration extelmglucose. C’est ce qui est
fait dans la Figure 3_6 pour deux valeurs de lacentration extérieure de glucosg €50 et
100 mM). Ces deux courbes permettent de faire dbsgrvations :

1) l'effet de rétention d’eau par le gel (Quantiiigr ¢ — ) est d’autant plus grand que
la concentration initiale d’agarose est grande.

2) l'effet de rétention d’eau par le gel est d’auitplus grand que la pression exercée

sur les veésicules (quantifiee pgJ est grande.

Pour mieux comprendre l'origine de cet effet, exaons les différentes contributions
physiques aux pressions osmotiques exercées dartigopr la solution extérieure de glucose,
Pgu et, dautre part, par le mélange intérieur de &siaule, B, Ces deux pressions
osmotiques sont, par définition de I'état d’équiipegales a I'équilibre.¢R étant simplement
proportionnelle a la concentration extérieure degse, intéressons-nous P

Comme nous l'avons vu dans la partigroduction la pression £, associée au
mélange du solvant avec le réseau de polymeregrasortionnelle a la dérivée par rapport
au nombre de molécules de solvant de I'énergie libtale du systeme solvant/polyméres.
Cette énergie libre totale s’écrit pour les gelsfifis comme la somme d’une énergie libre de
meélange, qui prend en compte les interactions dgoex dues au mélange des molécules de
solvant avec les chaines polymeres non réticukted’une énergie libre élastique qui prend
en compte la déformation du réseau réticulé denpéigs initialement isotrope. Cette réponse
élastique a la déformation implique des réarrangesngu réseau a grande échelle supérieure
a la taille de la maille (Flory, 1953 ; Dusek amh®, 1969 ; Mark and Erman, 1988). Ainsi,
pour les gels classiques les plus simples (chddngsies et flexibles, déformation des chaines
proportionnelle a la contrainte macroscopiquepréssion exercée par un gel gonflé s’écrit :

I::'gel = Poor + Pey,
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ou R correspond a I'énergie libre de mélange et est dmmpression osmotique du mélange
solvant/chaines polymeres non réticulées.gt9® la pression élastique.

Dans le cas présent, le terme de mélange corréspane solution ternaire avec l'eau,
le sucrose et les chaines d’agarose. Cependanétd montré que la contribution osmotique
des chaines d’agarose ne jouait pas de role sigtiffpour des gels d’agarose a I'équilibre
gonflés dans I'eau (Rochas et al., 1996 ; 1997)ebtme de mélange est donc principalement
déterminé par la contribution osmotique du sucrBsg, si I'on suppose que les interactions
entre le sucrose et les chaines d’agarose sonédaibe qui est probablement le cas étant
donné la faible concentration de sucrose utilig€eniM). De plus, Rochas et al. (1996) ont
montré, lors d’expériences de dégonflement de d&garose gonflés, que la pression
elastique était égale au module de cisaillemergeduG. En conséquence, a I'équilibre, il est
possible d’écrire :

Pyiu = Pyer= Psol+ Per = Psyc + Pe
et B=G
ainsi  Bu—Psuc= G

La pression osmotique du glucose en solution daas est proportionnelle a la
concentration de glucose de la solution extérieeirda pression osmotique du sucrose dans
I'eau est proportionnelle a la concentration dersse de la solution a lintérieur de la
vesicule. Ainsi, G est proportionnel g€ 6. En conséquence, la quantitge-cc, comme G,
devrait dépendre, d’'une part, des caractéristigtresturelles du réseau, comme la densité de
réticulation qui est déterminée par la concentraiiitiale d’agarose,otg,ga et d’autre part, de
I'état de déformation du réseau comparativemerdétatlinitial de repos, déformation due au
dégonflement, et que I'on peut donc caractérisetepaatio \b/V.

En tracant la variation dg € G en fonction de ces deux parametres, plus préciseme
en fonction de leur produit, on observe, a l'aidend représentation double logarithmique
(Fig. 4_2), que les données tombent raisonnabletyientsur une courbe unique (droite) de
variation de g—  en fonction de la concentration d’agarose dangsicule, gga(Caga= Caga
x Vo/V), avec une pente égale a 2. Ce résultat monteela réponse élastique du gel varie,
dans la gamme de pressions extérieures testéesleasarre de la concentration du geé;fc

Ces propriétés de dégonflement particulieres asicules avec gel tirent leur origine
des propriétés mécaniques et structurelles duuébagarose. L'effet du gel ne peut pas étre
interprété comme une simple contribution osmotiquajs résulte de la pression élastique
exercée par le gel. Cet effet ne dépend pas deot@eatration initiale du gel, mais

uniquement de la concentration du gglas coagax VoV (courbe unique de la Figure 4_2).
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Figure 4_Z: cg-Cs (grandeur proportionnelle au module élastiqueisigltement) en fonction
de la concentration instantanée d’agarose.

De telles lois de puissance avec des exposanthgsae 2 ont déja été trouvées avec
plusieurs biopolyméres, pour des concentrations pdéymeres fixes et égales aux
concentrations de préparation (Normand et al., 2dDans notre cas, il faut bien voir que la
concentration du gel d’agarose n’est pas consttn&est donc pas celle de formation du gel,
puisqu’elle résulte du dégonflement du gel, doeffét sur la réorganisation de la structure du
gel n’est pas connu. Pour des pressions extéridaitdes, quasi aucune déformation du gel
n'apparait, mais pour des pressions extérieuregeéde la réduction maximale de volume que
nous avons observée est de I'ordre de 80 %, legellors tres déformé et sa concentration

est alors tres différente de sa concentratioraieiti

4.2.3 La cinétigue de dégonflement de veésicules rphes
de gel d'agarose n’est pas affectée par la présente gel

J'ai aussi réalisé des expériences de dégonflerapitte sur des vésicules remplies de
gel d’agarose de concentration initiale égale & @0w/w. En utilisant la chambre permettant
d’observer le processus complet de dégonflemeait,pli quantifier les cinétiques pour 4
vésicules. Comme nous l'avons vu dans la Figure [@s84 courbes montrent la méme pente,

pendant les 300 premiéres secondes, que celleusbpaur la vésicule remplie d’'une solution
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agueuse. Il semble donc que la présence d’'un gghaddse ne change pas la dynamique de
dégonflement d’'une vésicule.

Pour mieux comprendre ce point, intéressons-noxseahelles de temps qui rentrent
en jeu dans le processus de dégonflement. En cecanderne le gel, la cinétique de
dégonflement de gels classiques est généralemardidénée comme contrdlée par le
coefficient de diffusion collective (ou coopéradyv®, et par la taille du gel (Tanaka and
Fillmore, 1979 ; Matsuo and Tanaka, 1992). Le tenspsactéristique;r, associé au
dégonflement d’'un gel s’écrit alors comme :

1 = R¥n°D,

ou R est le rayon du gel.
Dans notre cas, la taille typique des gels d'agadmne R = 10 um et en considérant un
coefficient de diffusion collective aussi petit qu&’ cnf.s®, cela donne un temps
caractéristique de l'ordre de 1 seconde. Ce terapdanc tres court comparé aux temps de
dégonflement observés dans la Figure 3_8. De [dagyels d’agarose sont constitués d’'une
matrice rigide dans laquelle les chaines de polgmae sont pas mobiles. En conséquence,
en ce qui concerne les propriétés de transpodellese comporte probablement comme un
matériau poreux dont la maille est beaucoup plasdg que la taille des molécules d’eau, de
telle maniere que la diffusion de I'eau dans leagtiprobablement de 'ordre de la diffusion
de I'eau en volume (10cn?.sY). En conséquence, la pression élastique du giéota pas la
cinétique de dégonflement. Le dégonflement d’'ungicude remplie d'un gel d’agarose est
ainsi probablement contrélé uniqguement par le parisde I'eau a travers la membrane et
s’apparente donc au dégonflement d’une vésicul@lierd’'une solution aqueuse.

En conclusion, le gel n'affecte pas la cinétiquedégonflement (par exemple, en la

ralentissant) mais arréte précocement le dégonfiethefait de la rétention d’eau.

4.2.4 L’apparition de crateres

Parmi ces quatre vésicules remplies d'un gel deaumation initiale 0,07 % w/w, une
vésicule montre un dégonflement plus rapide penda@atpériode d’environ une minute (Fig.
3 _8). Ce dégonflement rapide est associé a I'ajiqari’'une forme de « cratére » dans la
région supérieure de la vésicule puis dans dautéggons (Fig. 4_3). Je n'ai pas
d’explication solide en ce qui concerne ce crat&€ependant, il est peu probable que ce
cratére soit associé a un simple pore avec éjedeosolution sucrée hors de la vésicule. En

effet, plusieurs arguments s’opposent a cette eajhin : (i) en solution aqueuse, la durée de
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vie moyenne d’'un pore est d’environ 200 ms (Teklale 2001 ; Karatekin et al., 2003), (ii)
cela n’a aucun intérét d'éjecter un volume de smhueau/sucrose hors de la vésicule a travers
un pore transitoire puisque cela ne change riecegyui concerne la concentration interne de
sucrose, (iii) la vésicule a déja legerement conu@eson processus de dégonflement et a
donc, normalement, un exces de membrane. La tensgonbranaire est donc a priori nulle.
Or, pour gu’'un pore apparaisse avec éjection ded@interne vers I'extérieur, la membrane
doit étre tendue. Cela est par exemple réaliséa@arft adhérer la vésicule au substrat
(Bernard et al., 2000; Karatekin et al., 2003) aulleiminant de maniére intense la vésicule
(Sandre et al., 1999). L'ouverture d’un pore geléion de liquide interne permettent alors de

relaxer la tension membranaire.
début d’'un cratere

0 23 34 40 46
55 60 66 70 80 95

Figure 4_Z Le dégonflement plus rapide et transitoire auutlétu dégonflement d’une
vésicule (cinétique avec triangles et support gndipleine de la Figure 3_8) est associé a
une morphologie de type « cratére ». Nous lui avdor®é ce nom du fait de I'impression
de creux au niveau du cratére. Le temps est indiqusecondes. La barre vaut 10 um.

51

L’éjection de liquide vers I'extérieur dans notpgérience de dégonflement ne peut
donc apparaitre que dans le cas ou le processuwndport de I'eau a travers la membrane est
saturé du fait de I'intensité du choc osmotiquenéctie plus de 300 mM). Une telle saturation
a déja été rapportée par Sten-Knudsen (1978). Pareas, le processus de perméabilité a
travers la membrane étant saturé, la membrane gte@t maintenue tendue du fait de
I'acquisition, induite par la pression extérieu&jne forme non sphérique (ratio aire/volume
plus grand). Ainsi I'exces de pression osmotiqueégs de pression au-dela de la pression
provoguant la saturation) peut provoquer I'éclatette la vésicule, qui s’apparente alors a
une membrane imperméable, trop tendue et qui expuislemment du liquide vers

I'extérieur. La formation de ces crateres seraibhadassociée a I'éclatement (temporaire,
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puisque le systéme continue de se dégonfler) daembrane, qui, aprés relaxation de sa
tension membranaire, se refermerait sur le gafatjirait donc d’'une forme de pore associee

a la saturation du phénoméne de perméabilité arsda membrane.

4.25 Lapparition de  morphologies  originales,
ressemblance avec les échinocytes

Les formes de vésicules soumises a un dégonfleasnobtique sont tres différentes
selon que les vésicules sont remplies de gel ddsgaou d’'une solution aqueuse, méme si
leurs cinétiques de dégonflement sont similairesreplement déterminées par le transport de
I'eau a travers la membrane. Contrairement a lagma élastique du gel qui ne dépend pas de
la concentration initiale de gel, mais uniquementlal fraction volumique de ce dernier, les
morphologies observées pour des vésicules remplesgel, elles, dépendent de la
concentration initiale du gel. Ainsi, les vésicul@®parées avec une faible concentration
d’agarose (0,07 et 0,18 % w/w), c’est-a-dire aveqel de faible module élastique, montrent
des instabilités de forme, avec des facettes (Querétrouve dans le cas de vésicules géantes
supportées par un réseau de filaments d'actin@whises a une variation de température
(Boulbitch et al., 2000)), puis des bosses et pie définis typiguement de plusieurs
microns. Les vésicules préparées avec des gelkiddqots modules élastiques (0,36 et 1 %
w/w) présentent des déformations plus petites aimes a des rides d’environ un micron. Ces
morphologies sont stables dans le temps.

Un aspect intéressant des vésicules avec des gelailldes modules élastiques et
dégonflées progressivement ou rapidement a l'aide @¢hoc osmotique important est
I'apparition de morphologies réminiscentes d’échiies qui sont les formes crénelées de
globules rouges observées en quantité anormale larsas de certaines pathologies
(Turchetti et al., 1997 ; voir Figures 1_20, 123 9).

L'apparition de morphologies a beaucoup été déatdas la littérature dans des
structures contenant des réseaux élastiques, catesngels polyméres ou des cellules. En ce
qui concerne les matériaux polymeres, des formignates sont observées dans des gels
lorsqu’ils subissent des transitions de phase vigjue) par exemple en les chauffant ou en
faisant varier la composition du solvant ou la pi@s osmotique (Matsuo and Tanaka, 1992).
On peut, par exemple, observer des morphologiésrare de tige plus ou moins épaisse avec
des régions alternativement gonflées ou dégonflEes 1 18). Ces formes sont souvent

stables pendant plusieurs mois.
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Au niveau cellulaire, les érythrocytes ont beaucétfpétudiés et il est connu (Ponder,
1948) qu’'un certain nombre de stimuli extérieuravemt modifier la forme habituellement
discoide des globules rouges, ceci a volume easeirfonstants. Ces stimuli (variation de la
teneur en sels, du pH, de la quantité de choldsdares la membrane, ...) peuvent provoquer
I'apparition d’'une série de formes crénelées, ameléchinocytes, ou alternativement
I'apparition de formes concaves, appelées stomtaecyOn parle ainsi de la séquence
stomatocyte-discocyte-échinocyte.

Cette séquence a théoriguement été décrite enmrenacompte les propriétés de la
membrane composite, décrite comme |'associatiogirbensionnelle du réseau de spectrine
élastique ancré dans la membrane plasmique (Liah,e2002 ; Mukhopadhyay et al., 2002 ;
voir la partielntroduction). Ce modéle permet, pour des globules rougesgetieuver les
formes de la séquence stomatocyte-discocyte-égitm@n faisant varier un seul parameétre
qui est la différence d'aires relaxées entre lasxdeuillets PA= AP - A™), les autres
parametres comme la surface et le volume restarstaats. Ainsi, les résultats obtenus avec
ce modeéle de mécanique membranaire établisseriffémedce d’aires relaxées comme un
parameétre dont les seules variations sont suffsapbur suivre la séquence de formes
d’hématies observées expérimentalement.

Par contre, ce modéle théorique n’explique pas cembmn agent extérieur (chimique
ou physique) agit sur le globule rouge et sa mengbmmposite. Ainsi, il n’est pas prouvé
gu’en réalité, un globule rouge subit la séquenamatocyte-discocyte-échinocyte du fait de
I'action d’un agent qui ne modifie que la différend’aires relaxées. De ce point de vue, les
recherches biochimiques qui tentent de compreridffetl d’agents sur les globules rouges
restent trés qualitatives (Gimsa and Ried, 199%ny§y1999).

4.2.6 Hypothese pour expliguer [lapparition de
morphologies rappelant celles d’échinocytes avec sle
vésicules remplies de gel

Les vésicules remplies de gel de faible moduletiglas ressemblent trés fortement a
des échinocytes aprées dégonflement sous choc apraotiCependant, leur structure
(interactions probablement faibles entre le gelaemembrane, gel tri-dimensionnel) et les
conditions d’obtention de leurs morphologies créasl(réduction de volume importante) sont

trés différentes de celles de globules rouges ehdeele évoqué plus haut et expliquant
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I'apparition d’échinocytes pour les globules rougespeut s'appliquer au cas des vésicules
remplies de gel d’agarose. Par exemple, si ce raodg@ppliquait, la taille typique des
spicules, définie comme la racine carrée du rappurtiule de courbure de la membrane
divisé par le module de cisaillement (Mukhopadhgawl., 2002), devrait étre de I'ordre du
nanometre dans notre systeme, ce qui n'est évidetnpas le cas.

L’'apparition de morphologies particulieres dans dgss polyméres fortement
dégonflés a été expliquée par Matsuo et Tanaka2j19& la formation d’'une couche dense
imperméable a la surface du gel ou le dégonflernemmence. Cette étape est suivie par un
changement de forme de cette surface, du fait diejabilité de la couche extérieure
imperméable, ce qui engendre donc l'apparition atenés figées. Dans des expériences de
dégonflement de gels d’agarose, une transition ltese entre un état isotrope et un état
anisotrope a été observée sous l'effet d’'une pmesshiaxiale ou par séchage lent de la
surface supérieure du gel. Dans la région supéridurgel, un état dégonflé, biréfringent, et
anisotrope en ce qui concerne ses propriétésalastise forme et coexiste en équilibre stable
avec la phase gonflée et isotrope de la régionigufée (Rochas et al., 1996 ; 1997). Il est
possible qu’un processus similaire ait lieu darssMésicules remplies de gel d’agarose. Le
dégonflement osmotique de ces vésicules pourravtoguer la formation d’'une couche de gel
dense et imperméable au niveau de la surface dengebntact avec la membrane, ce qui
éventuellement bloquerait I'expulsion de I'eau. déformation de la couche extérieure qui
suivrait pourrait donner lieu a la formation de ptavlogies originales, d’une fagon similaire

aux observations de Matsuo et Tanaka (1992).

4.3 Conclusion, perspectives

En conclusion, nous avons établi une nouvelle nu&thmermettant de fabriquer des
vésicules géantes unilamellaires remplies d’'un djabarose conférant a la vésicule des
propriétés élastiques.

Nous avons mis en évidence l'effet de rétenticead’ du gel sous l'effet d’'un choc
hyper-osmotique entrainant le dégonflement deswies fonctionnalisées. De plus, lors du
dégonflement, nous avons constaté I'apparitionstéibilités de formes avec des vésicules qui
montrent des facettes, puis des bosses et picgmia concentration initiale de gel est faible
(0,07 et 0,18 % wi/w). Ces formes rappellent cetiechinocytes qui sont des formes de
globules rouges retrouvées en quantité anormale tarsang de personnes atteintes de

certaines pathologies.
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Cette étude ouvre la voie a la fabrication deordes géantes contenant une couche
mince bi-dimensionnelle d’un gel polymére ancré sdéam membrane. Dans ce genre de
systeme élaboré, il serait possible de faire vatierune gamme la plus large possible tout un
ensemble de paramétres physiques tels la courporgasmée de la membrane (en changeant
la composition lipidique de la bicouche ou en cleamg les solutions interne et externe a la
membrane), les propriétés mécaniques viscoélastiquegel (en jouant par exemple sur la
densité de molécules de réticulation ou le poid&#ouaire des chaines) ou le couplage du
réseau polymere a la membrane (en introduisantq@iusoins de molécules d’ancrage a la
membrane). L'étude de l'effet de ces variations legr propriétés macroscopiques de la
membrane composite devrait mener a une meilleumpoehension de l'origine des
propriétés viscoeélastiques du cortex des celluieantes et a une meilleure compréhension

des morphologies cellulaires observées.
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V Résultats, discussion : Systeme
biomimétique de I'adhésion cellulaire

Dans une deuxiéme partie du premier volet de msetisar des systemes artificiels,
jai tenté de mettre en place un systéme biomimétide I'adhésion cellulaire. L'idée était de
fonctionnaliser des vésicules géantes unilameflaiyec des glycolipides reconnus
spécifiguement par des lectines tapissant un aitosrverre.

Nous avons d’abord essayé le couple lactosyl-déelPNA (proposé par Anne
Imberty et Rachel Auzély du Cermav/CNRS). La lextifNA (Lotan et al., 1975) reconnait
spécifiquement le groupe lactose du lactosyl-célamiie couple GM3/MALL (le GM3 est
un glycolipide qui a été gentiment fourni par leXdongmin Zhang de I'Institut Curie) a aussi
été essayé, la MALL1 étant une autre lectine. L'iéé&it alors d’utiliser un glycolipide
possédant une téte sucre plus importante et ayamt plus de chance d’étre reconnue au

milieu des phospholipides de la membrane.

Aprés la fabrication des vésicules (par électroftiom ou par la méthode de
formation spontanée), elles ont été testées damshambre de cisaillement dont la surface
inférieure est constituée d'une lamelle fonctiors®d par la lectine désirée (lamelles
industrielles Xénopore permettant un greffage jg@sdns covalentes).

Afin de vérifier cette fonctionnalisation, j'ai lisé de la PNA marquée a la FITC pour
pouvoir visualiser le greffage de la protéine fegente. Dans la Figure 5_1, on peut voir que
la lectine est répartie sur le substrat de mani@re homogéene. Ce greffage semble donc

insuffisant pour étudier le mouvement de vésicalesde longues distances.

Toutes les vésicules sous flux étudiées subissemhauvement de translation et de
rotation simultanément, comme cela est observaiswsubstrat de verre avec des vésicules
non fonctionnalisées (Abkarian et al., 2002). Quknthux de cisaillement est suffisamment
elevé et quelque soit le couple glycolipide/lectindisé, on observe leur décollement du
substrat du fait de I'existence d’une force de e (Abkarian et al., 2002). Ces vésicules
soumises a un flux de cisaillement rentrent togsesif une) dans le cadre de la théorie de
Goldman et al. (1967) qui décrit le mouvement deesps rigides en écoulement prés d'un

substrat (Figs 5_2 et 5_3), ce qui montre que ésikules n'adhérent pas au substrat.
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Figure 5_1. Image de fluorescence mettant en évidence launiformité du greffage de
PNA-FITC sur une lamelle Xenopore.

= GM3

WG (m)

R Gim)

Figure 5_zZ: Vitesse divisée par le taux de cisaillement ercfion du rayon des
vésicules. La courbe rouge est un ajustement pataidle Goldman et al. (1967).
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Figure 5_Z Ratio vitesse de rotation sur vitesse de traiosian fonction de 0.5676 / (1
+ h/R) (voirIntroduction. Goldman et al. (1967) prévoient I'égalité de deax termes
pour des spheres rigides sous flux. La droite & pquation y = x.

Le mouvement d’'une seule vésicule ne peut étreitdéar ce modele théorique, il

s’agit d’'une vésicule réalisée avec le glycolipf@®3 et mise en contact avec un substrat

recouvert de MAL1. Cette vésicule est d'ailleursacéérisée par un mouvement de rotation

plus important R/v = 0,74 comparé a des valeurs entre 0,34 et Pdlk les autres

vésicules). Cependant, rien n’a permis de mettré&wtdence la présence d'une adhérence

spécifique entre la vésicule et le substrat recdueslectines.

1)

2)

3)

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer I'échemeddentatives :

Les glycolipides n’étaient peut-étre pas cormeetet incorporés dans la bicouche
phospholipidique. Des tests de reconnaissance fip#ci entre une lectine
fluorescente et des vésicules fonctionnaliséesetibiétre réalisés en utilisant des
molécules qui rentrent en compétition avec le §ipécifique testé.

La téte sucre du lactosyl-céramide ou du GM3aitgieut-étre pas accessible a la
lectine. On pourrait ajouter un espaceur chimigoteeela téte sucre et les chaines
carbonées comme cela a été fait lors de l'utiisatiu glycolipide Lewis (Pincet et
al., 2001).

La fonctionnalisation des lamelles Xenopore ritétms parfaitement homogene.

D’autres techniques de greffage doivent étre églspour améliorer ce point.
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A la suite de mes tentatives, un autre étudiantielement en thése, Cyrille Vézy, a
repris cette étude. Il a travaillé sur le coupletibie-streptavidine et travaille actuellement sur

un nouveau couple : lipide a téte Ni-NTA / peptédé histidines.
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Introduction au second volet de mon travail de thés

Application de contraintes sur des systemes vivants
reorganisation mecanosensible du cytosquelette de
cellulesDictyostelium

Dans le second volet de mes travaux de recherch@pbjservé la réponse de cellules
vivantes a I'application de contraintes hydrodyrgumes de cisaillement. Les cellules utilisées
sont les amibeBictyostelium discoideumqui servent d’organisme modeéle pour I'étude d’un
grand nombre de processus biologiques. Il a été&nmhaue ces cellules sont sensibles aux
forces mécaniques et que leur vitesse de migraginaccrue par I'application d’un flux
caractérisé par une contrainte de cisaillementadreé de 0.5-5 Pa (Décavé et al., 2003 ;
Fache et al., 2005).

Les forces mécaniques d'un flux permettant d’ogentes cellules, mes obijectifs
étaient de visualiser la réorganisation mécanoBkndu cytosquelette de cet organisme a la
suite de l'inversion de la direction du flux et geantifier les cinétiques de relocalisation de
protéines d'intérét du cytosquelette lors de laieddation cellulaire.

Ainsi, dans la partie VIIGtroduction, état des connaissances : motilitdutaire et
mécanosensibili}é j'introduis toutes les notions utiles a la borooenpréhension de ce projet
de recherches. Je commence de facon générale melamjpcertaines notions sur la motilité
cellulaire et en décrivant les réseaux protéiguesytosquelette. Ces rappels peuvent étre
utiles a ceux dont le profil est plus physicien tpicdogiste. Aprés avoir abordé la motilité de
fagon générale, je passe en revue certains aspadisuliers de la motilité de différents
organismesl(isteria, fibroblastesDictyostelium ...). Puis, je présente I'amilizctyostelium
discoideumet indique en particulier les avantages pratiquéiseq ont fait un organisme
modele reconnu par le National Institute of Heathéricain. Mon projet de recherches
impliquant plusieurs processus biologiques que ksomotilité cellulaire (qui fait appel a
I'émission de protrusions, a I'adhésion a un sabst a la rétraction du bord arriere) et la
mécanosensibilité, jai décidé de discuter de chade ces processus pour permettre au
lecteur de situer mon travail dans la vaste éterdkse travaux sur ces sujets. J'ai ainsi
commenceé par décrire les étapes de la migratidolaiet. Je détaille d’abord la premiere
étape lors de la migration cellulaire sur suppotide : I'émission de protrusions grace a la
polymérisation de I'actine au front avant. Il mansblé important d’insister sur la biochimie

de I'actine étant donné que j'ai centré mes obsienvs, entre autres, sur la polymérisation de
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I'actine en réponse aux forces mécaniques. Encpéidi, j'introduis la protéine DALImME car
je l'utiliserai dans mes expériences pour marquegtecprotéine majeure du cytosquelette
gu’est l'actine. Puis jaborde la deuxieme étapasdi migration qui est I'adhésion des
protrusions au support. Nous verrons que les preséd’adhésion jouent également un role
important dans la mécanosensibilité. Je passe eiciyp@r en revue les protéines ou
structures adhésives recensées ddetyostelium Enfin, dans mes expériences, jai aussi
beaucoup observé la polymérisation en filamentsséga la myosine-Il qui participe a la
rétraction du bord cellulaire arriére. Il m’a dosemblé intéressant de détailler la derniere
etape dans la migration cellulaire qui correspamdiéachement du substrat et a la rétraction
dépendante de la myosine-Il. Ayant tenté de sasrda@s microtubules jouent un roéle dans la
mécanosensibilité dBictyostelium je présente brievement le role des microtububessda
migration cellulaire.

D’autre part, le modeléictyosteliuma beaucoup été utilisé pour découvrir les
nombreuses voies de signalisation impliguées damédonse chimiotactique. Dans la partie
XI (Résultats :Réorganisation du cytosquelette et réorientatiolutare en réponse a un
stimulus chimique. Comparaison au cas sous)fljg compare mes résultats sur la
réorganisation du cytosquelette et la réorientateliulaire que j'ai visualisées et quantifiees
soit en réponse a l'inversion d’'un gradient de ébatiractants, soit en réponse a l'inversion
de la direction du flux hydrodynamique. J'ai doappelé les grandes voies de signalisation
utilisées dans le chimiotactisme et présentes densombreux organismes, ainsi que les
mécanismes de détection d’'un gradient chimique.

Mon travail consistant a appliquer des forces migces sur des cellules pour mesurer
les effets de ces forces sur ces systemes commeties il m'a semblé judicieux de parler de
la production de forces par les cellules et de teansmission au substrat. Par application du
principe d’action-réaction, il apparait logique goes régions de transmission des forces
cellulaires au substrat vont jouer un role impdrtdans la perception par les cellules des
forces extérieures appliquées. Dans le dernielgpaphe de cette partie VI d’introduction sur
le deuxieme volet de mon travail de thése, je dfy le sujet de la mécanosensibilité et de
la mécanotransduction. La capacité de cellulesteécti et a mesurer des forces mécaniques
est primordiale dans de nombreux processus et f® ple cette capacité peut mener a
I'apparition de nombreuses pathologies. Je passever® les connaissances sur ce sujet dans
différents types cellulaires (cellules endothéBali#broblastesDictyostelium ...) de maniére
a présenter les travaux et résultats marquants cae®maine et a montrer la diversité des

réponses mécanosensibles.
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Aprés cette longue partie d’introduction (que gherché a rendre accessible aux deux
communautés de biologistes et de physiciens), hgime sur la partie VIIMatériels et
Méthodeks Dans cette section, je détaille les protocolésés tout au long de ce travall
(culture cellulaire et milieu nutritif, souches Icddires utilisées, conservation des souches,
transformations génétiques par électroporation, Je décris le dispositif expérimental
d’écoulement et les chambres a flux utilisées a&reparticulier la calibration de la chambre a
lamelles que j'ai fabriquée spécialement pour eedit. Enfin, ayant réalisé tous mes films
grace a la microscopie confocale a balayage lasemp(ée a la microscopie de contraste de
phase), je présente les fondements de cette teshnajnsi que le développement des
protéines fluorescentes du type GFP et mRFP qunin@té trés utiles pour marquer l'actine
et la myosine-lIl. Dans un dernier paragraphe, jigxe les techniques de traitement et
d’analyse d’'images qui m’'ont servi, en insistant Isuprogramme de détection par contours
actifs.

Dans la partie VIII Résultats, premiére partie : Mise en évidence dssiplirs
motilités cellulaires sous fljixje mets en évidence l'existence de plusieurspartements
motiles sous flux selon les conditions de cultuedlutaire et I'état de différenciation
cellulaire.

Dans la partie IX Résultats, deuxieme partie : Réorganisation du sgpelette
d’actine aprés un changement de sens du flux étigires de relocalisation de protéihee
présente mes résultats concernant la réponse aiadlula I'application de forces
hydrodynamiques et la réorientation cellulaire &u#e du changement de sens du flux. En
particulier, je montre que les forces mécaniquedluu polarisent et orientent les cellules
Dictyosteliumqui émettent des protrusions riches en actinedadéux. Je quantifie, a la suite
du changement de sens du flux, les cinétiques Idealesation des deux protéines actine et
myosine-1l séparément dans des cellules ne posséganin marqueur mais aussi
simultanément dans des cellules doublement marqaesces deux protéines. Je décris les
étapes permettant la réorientation cellulaire $luxsainsi que leur succession temporelle.

Dans la partie X Résultats, troisieme partie : Origine de la mécamsibilité
cellulaire), je tente de comprendre quelle protéine ou straatellulaire est impliquée dans la
détection et la mesure des forces mécaniques.semgent, j'étudie le possible role de la
myosine-1l dans la mécanosensibilité a I'aide deamis myo-Il-null. Je montre que le front
riche en Lim-GFP contre le flux est trés probabletm site d’adhésion au substrat.

Dans la partie XI Résultats, quatrieme partie : Réorganisation duosgtielette

cellulaire en réponse a un stimulus chimique. Camigan au cas sous flixj'observe et
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guantifie la réorganisation du cytosquelette dduled différenciées lors de I'inversion du
gradient chimique (déplacement de I'extrémité de raicropipette libérant les
chimioattractants de I'avant a I'arriere d’'une gkdlen migration). Je compare les cinétiques
de relocalisation de protéines obtenues dans cebtimms au cas sous flux.

Enfin, dans la partie XllQiscussion, je reprends mes résultats, les analyse et les

discute a la lumiere de travaux rapportés dangdadture.
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VI Introduction, état des connaissances :
motilité cellulaire et mécanosensibilité

6.1 Qu’est-ce que la matilité cellulaire ?

La motilité cellulaire est la capacité d'une cedlule se mouvoir activement. Par
opposition au terme de mobilité d’'un objet qui ok seulement que cet objet change de
position par rapport a un référentiel fixe, le terde motilité cellulaire implique que la cellule

est active dans son mouvement et dépense de liérergr se déplacer.

6.2 Qu’est-ce gue le cytosquelette ?

D’un point de vue structurel, toute cellule animakt constituée d’'une membrane
plasmique, d’'un noyau, d'un cytosol (ou cytoplasngg) contient tout un ensemble
d’organites et de structures membranaires (réticukndoplasmique, appareil de Golgi,
mitochondries, ...) et d’'un cytosquelette de filansgmtéiques.

Toutes les cellules eucaryotes ont un cytosquelétest un réseau protéique qui joue
le rle de squelette interne et qui s'étend dans I® cytoplasme. Il donne a la cellule sa
forme, sa résistance a des contraintes extériesmasgptitude a ordonner ses organites et a les
transporter d'un endroit a l'autre de la cellule tytosquelette est composé de plusieurs
réseaux de filaments protéiques, dont les deux iphportants sont le réseau de filaments
d’actine (aussi appelé cytosquelette d’actine)eetrdseau de microtubules. Un troisieme
réseau, celui des filaments intermédiaires estv&alans le cytoplasme de la plupart des
cellules animales.

Le cytosquelette joue un réle central dans de nembprocessus biologiques dont la
motilité cellulaire. En effet, différents types le#hires dont un ou plusieurs sous-réseaux du
cytosquelette ont été dépolymérisés ne peuventrpigier ou moins efficacement (Alberts et
al., 1994).

6.3 Description détaillée des réseaux du cytosqueée

Chaque réseau de filaments du cytosquelette edtiten a partir d’'un type de

monomere(s) protéique(s) différent(s) : I'actineipkes filaments d’actine, la tubuline ét )
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pour les microtubules et une famille de protéinesetises apparentées, comme la vimentine,
les lamines ou les kératines, pour les filamensrinédiaires. L'actine et la tubuline ont été

particulierement bien conservées au cours de Ii#wr des eucaryotes (Alberts et al., 1994).

6.3.1 Le réseau de filaments d’actine

L’actine est une protéine présente dans toutesdiigles eucaryotes et est souvent la
plus abondante des protéines cellulaires. C’egtalypeptide unique de 375 acides aminés.
Les filaments d’actine (aussi connus sous le nomtmabeofilaments ou filaments fins) sont
des polyméres hélicoidaux de la protéine acting. @il A, C). lls sont polaires, c’est-a-dire
gu’ils ont deux extrémités structurellement diffées : une extrémité « moins » a croissance
lente et une extrémité « plus » a croissance rapddeause de I'apparence orientée en
« pointe de fleche » d’'un filament d’actine décqa le moteur moléculaire myosine-Il
(Schroder et al., 1993 ; Fig. 6_1 D) —la myosinedt une protéine qui joue un rdle central
dans l'organisation et la dynamique du cytosqueldtactine de cellules musculaires et non
musculaires et notamment dans la migration de leslltampantes (Jay et al., 1993 ; voir la
partie «Troisieme et quatrieme étapes dans la migratiodulzte : le détachement du
substrat et la rétractiom)—, on parle plus souvent de I'extrémité moins gwe I'extrémité
« pointue » (ou pointée) et de I'extrémité plus owerde I'extrémité « barbée » (ou barbelée).
Les filaments d’actine apparaissent comme destategflexibles, d’'un diametre de 5-9 nm
et sont reliés par différentes protéines pour fordems les cellules des structures stables ou
alternativement des structures labiles hautemenamigues (variété de faisceaux linéaires,
de réseaux bidimensionnels et de gels tridimensighnlls sont surtout concentrés dans le
cortex, juste sous la membrane plasmique (Fig. A €t B).

Dans la partie #remiére étape : I'émission de protrusions au frawant», nous
étudierons plus en détails les mécanismes d’'assgmldt de désassemblage de l'actine en

filaments, les protéines qui se lient a I'actindaedynamique du cytosquelette d’actine.

6.3.2 Le réseau de microtubules

Les microtubules sont de longs cylindres creuxsfdé tubuline. Chaque molécule de
tubuline est un hétérodimereoe’ et p-tubuline, deux polypeptides globulaires étroitetmen
apparentés et étroitement liés. La structure cyilijpg d’'un microtubule résulte de

I'assemblage en parallele de 13 protofilamentsalies, chacun composé de sous-unités d’
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et B-tubuline en alternance (Fig. 6_1 E). Avec un dimenéexterne de 25 nm, ils sont
beaucoup plus rigides que les filaments d’actines @3 protofilaments étant alignés en

parallele avec la méme polarité, les microtubuted sux-mémes des filaments polaires : une
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stable du

forment le cytosquelette: filaments d’actine (A), microtubules (E), fila-  micpubue

contenant
des diméres

ments intermédiaires (I), une micrographie électronique, un schéma . suine cor
et une représentation schématique de la distribution de ces filaments

dans une cellule épithéliale sont présentés (tirés de Alberts et al., 1994).

B et F) Cellules Dictyostelium avec des marqueurs fluorescents pour I'actine
(B, en vert: Lim-GFP en microscopie confocale, cf plus loin; en rouge: contour
cellulaire en contraste de phase), et pour les microtubules (F, GFP-a-tubuline,
tiré de Koonce and Khodjakov, 2002). C) Structure de I'actine filamenteuse. On peut voir I'interaction d’un
monomere avec ses quatre voisins. Tous les monomeéres pointent dans la méme direction. L'hélice se répéte
apres 13 sous-unités. Les sites de liaison a la myosine (rouge fonce) sont a la périphérie du filament (tiré de
Stryer, 1995). D) Micrographie électronique d’un filament d’actine décoré avec des tétes de myosine-Il isolées.
Cette décoration met en évidence I'aspect polaire des filaments d’actine. G) Croissance et décroissance
(instabilité dynamique) de microtubules. L’hydrolyse du GTP aprés la polymérisation déstabilise les microtu-
bules. H) Exemples de protéines fibreuses servant de monoméres aux filaments intermédiaires : kératine,
vimentine entre autres (D, G et H tirés de Alberts et al., 1994).
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extrémité (notée « plus ») est capable de croisseaqide, alors que l'autre extrémité (notée
« moins ») a tendance a perdre des sous-unitdie si'est pas stabilisée. Dans la plupart des
cellules, les extrémités moins sont stabilisées gramhassement dans le centrosome (aussi
appelé MicroTubule Organizing Center, MTOC ; cerdrganisateur des microtubules) de
sorte que le réseau de microtubules a un aspeité €fig. 6 1 F). Les extrémités a
croissance rapide sont alors libres pour I'additienmolécules de tubuline. Le centrosome,
localisé prés du noyau, se trouve proche du cetdréa cellule et est le site principal de
nucléation des microtubules dans les cellules desn@lberts et al., 1994). Chacun de ces
microtubules est une structure hautement dynaméuuiigpeut aussi bien se raccourcir que
s’allonger. Aprés avoir poussé pendant plusieursutes par ajout de sous-unités, I'extrémité
plus, qui se trouve alors souvent au bord de laleglpeut subir une transition brutale qui lui
fait perdre des sous-unités, ce qui provoque IEcissement rapide du microtubule vers le
centrosome si ce n’est sa disparition (on parlestéibilité dynamique ; Fig. 6_1 G).

Les microtubules gouvernent la localisation desaoitgs membranaires et d’autres
composants cellulaires en servant de rails a désursomoléculaires comme la kinésine et la
dynéine qui se déplacent a des vitesses de I'aidgem/sec en utilisant I'énergie d’hydrolyse
de I'ATP (voir partie «.a production de forces et leur transmission aussuh»). Ces
filaments rigides jouent aussi un rble primordiahs la division cellulaire avec, par exemple,

la création du fuseau mitotique et la séparatianatieomatides sceurs lors de I'anaphase.

6.3.3 Le réseau de filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires sont des fibres pooies résistantes, durables et
insolubles, trouvées dans le cytoplasme de la plues cellules animales. Leur diamétre
apparent (de I'ordre de 8-10 nm) est compris ecgtai des filaments d’actine (5-9 nm) et
celui des microtubules (25 nm). lls constituent réseau étendu qui entoure le noyau et
s’étend jusqu’a la périphérie cellulaire, ou lelarfients interagissent avec la membrane
plasmique (Fig. 6_1 [). De plus, un réseau tissg sie filaments intermédiaires -la lamina
nucléaire- double I'enveloppe nucléaire. Les filatseintermédiaires sont particulierement
proéminents dans le cytoplasme des cellules guismmises a des contraintes mécaniques,
comme dans les épithéliums, le long des axonearet wus les types de cellules musculaires.
lIs procurent aux cellules animales une résistaatex contraintes mécaniques et

particulierement a I'étirement.
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Contrairement a l'actine et a la tubuline, qui soles protéines globulaires, les
nombreux types de monoméres protéiques des fil@amenéermédiaires sont tous des
molécules fibreuses trés allongées avec une téieoaerminale, une queue carboxy-
terminale et un domaine central en batonnet forfrnéedrégiona-hélicoidale étendue qui
permet aux monomeres de s’associer en filamengs §Fil_H). Ces filaments intermédiaires
sont non polaires, contrairement aux filamentstiiacet aux microtubules.

ChezD. discoideumil n’y a pas de filament intermédiaire.

6.4 Differents types de motilités cellulaires (baétie
Listeria monocytogenes fibroblaste, neutrophile,
kératocyte, amibeDictyostelium

Certains types de cellules se déplacent sur urfacgubi-dimensionnelle (cellules
endothéliales sur la lame basale, cellules en reultur un substrat de verre ou de plastique,
...), d'autres se déplacent dans un volume tri-dinoemel (bactéries et spermatozoides,
fibroblastes dans le tissu conjonctif, kératocydass I'épiderme, ...). On peut aussi classer
différentes motilités selon qu’elles s’effectuent milieu liquide (bactéries, spermatozoides,
...) ou qu’'elles nécessitent un support solide (tedlendothéliales, fibroblastes, kératocytes,
amibes ...).

Examinons la motilité des bactérieisteria monocytogenetans un fluide.

6.4.1 Motilité de bactéries commd.isteria monocytogenes

Les bactéries sont les plus simples des organisnoesés dans la plupart des
environnements naturels. Ce sont des cellules spteé&r ou en forme de batonnets, d’'une
dimension linéaire courante de quelques micrométes 6 2 A). Elles possedent souvent
une coque protectrice résistante, sous laquelle mmeenbrane plasmique entoure un
compartiment cytoplasmique unique contenant de NADle I'ARN, des protéines et de
petites molécules (Alberts et al., 1994).

Les bactéries motiles se déplacent vers de fartexentrations de nutriments
(substances attractives), tels les glucides, letes@minés et les petits peptides et loin de

fortes concentrations de divers produits chimigoggues (substances répulsives).

Listeria monocytogenesest une bactérie qui provoque une forme sévére

d’empoisonnement alimentaire. Cette bactérie pathegentre dans les cellules en étant
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phagocytée (Fig. 6 2 B). Elle s’échappe ensuite tkanytosol de la cellule hbte en sécrétant
des enzymes qui détruisent la membrane du phagosome fois dans le cytosol, les
bactéries se divisent et se répandent aux celidesnes. En effet, elles se déplacent en
utilisant les protéines de la cellule hote et ematiaant la polymérisation de I'actine dans une
région de sa surface. Elle peut alors atteindrevitesses de I'ordre de 10 pm/min (Tilney
and Portnoy, 1989; Theriot et al., 1992). Quane leilte contre la membrane plasmique de la
cellule héte, elle provoque la déformation de lambeane plasmique et la formation d’'une
longue extension ayant pour extrémité le corpsadeattérie. Cette extension peut a nouveau
étre phagocytée par une cellule voisine qui sesaratour infectéelisteria monocytogenes
passe donc du cytoplasme d’'une cellule au cytomatome cellule voisine sans s’exposer a
I'environnement extracellulaire et évite ainsi d&&teconnue par des anticorps produits par
I'organisme infecté.

Lorsqu’elle se déplace, la bactérie laisse une touhe filaments d’actine derriére elle
gue I'on peut marquer avec une sonde fluorescé&ige § 2 C). Ces filaments d’actine dans
la queue sont stationnaires : ils se forment aiéeg de la bactérie et n'ont aucun mouvement,
ce qui donne une trace fixe au fur et a mesuréagaricée de la bactérie, comme la trace
blanche d’un avion dans le ciel. L’'extrémité amiéle la trace met environ une minute pour
disparaitre, disparition due a sa dépolymérisatiphice a des facteurs dépolymérisants
présents dans le cytosol de la cellule héte. Gdiiparition équivaut a la dispersion des
gouttes d’eau dans la trainée blanche d’un avi@sskemblage des filaments d’actine derriere
la bactérie est induit par une protéine spécifigsa surface, ActA (Kocks et al., 1993; Welch
et al., 1998).

Au contraire des bactéries qui se déplacent dansjuide, il est tout un ensemble de
cellules qui ne peuvent pas se déplacer en milgalde et ont besoin d’'un support solide
pour exercer des forces sur ce dernier et aingrgéeur mouvement. Ces cellules sont des
cellules dites rampantes (crawling cells). Parns cellules, on trouve, entre autres, les

fibroblastes, les leucocytes, les kératocytesseamaibes.

6.4.2 Motilité de fibroblastes

Les fibroblastes sont des cellules présentes kansssus conjonctifs (Fig. 6_3_A).
Elles sécretent des molécules de la matrice etlwiaiee comme le collagéne. Les cellules

du tissu conjonctif jouent un role essentiel dansdutien et la réparation de la majorité des
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tissus et des organes. Les fibroblastes sont &aileultiver in vitro, ce qui a favorisé leur

utilisation pour des études de biologie cellulaire.

B bactérie libre D
¢

induction de
microspicule

B T

Figure_6_2: A) Micrographie électronique d’une bactérie E. coli. B) La bactérie Listeria
Monocytogenes se répand de cellule en cellule, sans passer dans le milieu extracellulaire, en
induisant 'assemblage de filaments d’actine dans le cytosol de la cellule hdte. C) Marquages
fluorescents des bactéries dans une cellule hote. Les bactéries (rouges) sont suivies d’'une cométe
d’actine (jaune puis verte) (tirés de Alberts et al., 1994).
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Figure 6_3: Fibroblastes. A) Schéma
en coupe du tissu conjonctif (tiré de
Alberts et al., 1994).

B) Un fibroblaste en migration, polarisé,
marqué en rouge pour l'actine et en vert
pour la myosine-Il (tiré de
http://stwww.weizmann.ac.il/g-
bio/cell/sp2/Photos/actomyosin-in-
fibroblast.jpg).

C) Front avant d’un fibroblaste.
L'actine est visualisée par un marquage
a la phalloidine (vert). Les structures
d’adhésion sont marquées par des
anticorps anti-phosphotyrosine (rouge).
On distingue le lamellipode riche en
actine, les fibres de tension (filaments
d’actine), les structures adhésives
(complexes focaux, adhésions focales)
(tiré de Bershadsky et al., 2003).

focal complex
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Les fibroblastes sont des cellules qui, lorsqu&llsont polarisées, migrent
relativement lentement a des vitesses legeremérigares au pm/min sur un substrat par
exemple recouvert de collagene (Fig. 6_3 B). Hilessédent des microtubules, des filaments
intermédiaires et des filaments d’actine. Les fidats d’actine, qui sont présents dans toute la
cellule, convergent au niveau des zones d’adhésiosubstrat (appelées contacts focaux ou
adhésions focales) sous la forme de fibres deder{Biurridge et al., 1988 ; Fig. 6_3 C). Ces
filaments d'actine sont indispensables pour exdeforces nécessaires a la motilité sur un
substrat (Pelham and Wang, 1999). Les microtulngesont pas indispensables a la motilité
et a la polarisation de fibroblastes de cultures@ires, mais la disruption des microtubules
réduit significativement la polarisation de celklee cultures secondaires ou plus. Les
cellules sont aussi de plus en plus sensibles eguds éliminant les microtubules qu’elles
sont cultivées longtemps en culture primaire (Médolh et al., 1989). La polarisation des
fibroblastes devient donc dépendante du réseauid®tabules dans les 48 heures suivant

leur isolation des tissus parents.

6.4.3 Motilité de neutrophiles

Le mouvement chimiotactique de certains globulesd8 (les neutrophiles) vers la
source d’une infection bactérienne a beaucouptéatiée Les neutrophiles ont des récepteurs
a leur surface qui les rend capables de détectdnikes concentrations de peptides N-
formylés dérivés des protéines bactériennes (eat, eféuls les procaryotes commencent la
synthese protéique avec de la N-formylméthionibeke différence de seulement 1 % dans la
concentration de ces peptides d’'un c6té a l'autreelitrophile peut le guider vers ses cibles
permettant leur phagocytose et leur destructiovi(@ees and Zigmond, 1988).

Les neutrophiles sont habituellement ronds (lontgCirculent dans les vaisseaux
sanguins) mais ils acquiérent rapidement une pélagn réponse a une stimulation
chimiotactique, avec un lamellipode au front avahtun uropode a l'arriere. Dans ces
conditions, ces cellules migrent a des vitessesviten 5-10 pm/min. Elles possedent des
filaments d’actine majoritairement présents danarneellipode avant (Fig. 6_4_A) et qui sont
indispensables a la migration, des microtubulasnetéseau de filaments intermédiaires. Les
filaments d’actine et la myosine-ll (nous reparferale cette protéine en détails plus tard)
sont nécessaires au développement et a la maicendiane asymétrie du réseau de

microtubules qui sont exclus du lamellipode lorstpsecellules sont polarisées (Fig. 6 4 B ;
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Eddy et al., 2002). Ce processus permettrait déomegr la polarité cellulaire lors de la
migration des neutrophiles.

A Figure 6_4: Neutrophiles
A) Neutrophiles humains attirés
par une source (rond blanc) de
chimioattractants (fMLP).
L’actine filamenteuse s'accumule
au front avant. Les cellules
montrent des formes typiques
polarisées avec un bord arriére
(pointeurs) et un front avant
, : ! (fleches) dirigé vers la source de
il v o chimioattractants (tiré de Rickert et
Trailing : ' al., 2000).
B) Les microtubules se réorientent
vers l'uropode, apres que la cellule
se soit polarisée dans un gradient
de fMLP sur une surface
recouverte de fibronectine.
P) Image DIC, Q) Microtubules, R)
Actine (tiré de Eddy et al., 2002).
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Figure 6_5: Kératocytes

A) Photos prises a 15 sec
d’intervalle. La cellule migre a
environ 15 um/min.

B) Image MEB (microscopie
électronique a balayage) d’un
kératocyte. Le bord avant est
trés plat. Le corps de la cellule
contenant le noyau traine a
l'arriére.

C) Distribution schématique des
filaments du cytosquelette dans
un kératocyte. Les filaments
d’actine (rouge) remplissent la
marge avant aplatie. Les
microtubules (vert) et les fila-
ments intermédiaires (bleu) sont
restreints a la région proche du
noyau (tiré de Alberts et al.,
1994).

(€
10 pm

Figure 6_6: Dictyostelium discoideum

Une cellule Dictyostelium en migration est marquée avec
des protéines de fusion. La mRFP-Lim (rouge, voir la
partie “Protéines qui interagissent avec l'actine”) marque
I'actine, et s’accumule au front avant. La GFP-myosine-I|
(verte) marque le bord arriére de cette cellule polarisée.
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6.4.4 Motilité de kératocytes

Les kératocytes (ou kératinocytes) sont les cedlgei composent majoritairement
I'épithélium pluristratifié qu’est I'épiderme. EBesont appelées ainsi car leur activité est la
synthése de kératine, qui sous certaines formess didures », sont spécifiques des cheveux
et des ongles.

Un modele cellulaire trés utilisé pour I'étude de rnigration cellulaire est le
kératocyte de I'épiderme de poisson (fish epiderkeshtocyte), qui est donc isolé a partir
d’écailles de poisson (Fig. 6_5 A). Ces cellulegramt de facon rapide en culture, se
déplacant a des vitesses de 30 pm/min ou pluss Hiposent des trois types de structures
filamenteuses : filaments intermédiaires, microtabu et filaments d'actine. Un
immunomarquage avec des anticorps indiqgue que ilaménts intermédiaires et les
microtubules sont présents seulement dans la ragamaine autour du noyau, alors que le
bord avant aplati de la cellule est riche en filataed’actine (Fig. 6 5 B et C; Lee et al.,
1993). De plus, des cellules traitées avec unetands qui dépolymérise les microtubules
migrent tout aussi rapidement que des cellulestraitées (Euteneuer and Schliwa, 1984),
tandis que la migration est arrétée immédiatemantdes agents qui interferent avec les
filaments d’actine. Les filaments d’actine sembleldnc capables de faire bouger un
kératocyte sur une surface et aussi de mainterfiortae distinctive et la polarité de cette

cellule.

6.4.5 Motilité de Dictyostelium discoideum

Dans la nature, I'amib®ictyostelium discoideunfFig. 6_6) vit dans les couches
superficielles constituées de feuilles en décontiposidu sol de foréts tempérées. Elle se
nourrit en phagocytant (ingestion semblable a keytbse de particules solides) des
microorganismes (levures, bactéries) qu’elle détgchice aux molécules chimiques émises
par ces derniers (détection grace au chimiotacjisme

Dictyosteliumse déplace en atteignant des vitesses de l'ordré0dpm/min. Elle
posséde un réseau de filaments d’actine, un rédeauicrotubules, mais pas de filaments
intermédiaires. Les filaments d’actine, qui sonhaantrés au front avant émettant des
protrusions, sont essentiels a sa motilité. Enteffatilisation de drogues comme la
latrunculine-A, qui dépolymeérise le réseau d’actiead les cellules rondes et les empéche de

migrer. Par contre, ces cellules peuvent consdeterpolarité et migrer sans microtubules
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(de Priester et al., 1988), bien que les microeybuent un rdle dans la stabilisation des
pseudopodes émis (Ueda et al., 1997).

Tous les travaux effectués sur cellules vivantes de cette thése ont été réalisés avec
I'amibe Dictyostelium discoideumPourquoi avoir choisi de travailler avec cet migme,

quels sont ses avantages ?

6.5 L’amibe Dictyostelium discoideum

D. discoideumest un eucaryote (c'est-a-dire qu'il posséde uganp noyau qui
contient la plus grande partie de '’'ADN cellulaitggploide (la cellule ne contient qu’'un seul
jeu de chromosomes, c’est-a-dire qu’une seule cdpiehaque géne). Comme nous l'avons
vu plus haut, c’est un phagocytaire professionreamme les macrophages ou les
neutrophiles. Dans des conditions d’apport nutiigimibe vit sous forme unicellulaire et se
divise régulierement selon un cycle de quelquesdse®n dit que les cellules sont dans leur
stade végétatif. Quand cet apport nutritif viemi@nquerD. discoideuntesse de se diviser et
environ 10 cellules se réunissent pour former un agrégat icelllilaire grace a une
signalisation inter- et intra-cellulaire qui faittervenir I'AMP cyclique (Gerisch, 1982; pour
une revue, voir Coates and Harwood, 2001). Lesulesll sont alors dites agrégation-
compétentes et elles engagent un cycle de dévetapye L’'agrégat ainsi formé subit toute
une série d'étapes de morphogenése (monticule (@olimacon (slug), culmination, corps
fructifere (fruiting body); Ashworth, 1971; Fig. 8). Aprés avoir atteint le stade de
monticule, les cellules commencent a se différeramnecellules pré-spores et cellules pré-tige.
Lorsque le limacon est formé, celui-ci se déplammme une seule masse a la recherche de
bonnes conditions pour continuer son développengid nourriture continue a manquer, un
cycle de différentiation irréversible est engagé. Ilmacon culmine et finalement donne
naissance a un corps fructifere constitué d’'une (agllules tige mortes) qui supporte une
masse de spores. Ces spores qui sont tres réssstastent a I'état de spores tant que la
nourriture manque. Au contraire, quand la noureittgdevient abondante, les spores germent
et donnent a nouveau des amibes unicellulaireswéih, 1971).

D’un point de vue évolution, la phylogénie repossunt 'analyse du protéome montre
gue Dictyosteliuma divergé de la branche des animaux-champignais dg séparation des

deux branches végétaux / animaux (Fig. 6_8 ; Egdriet al., 2005).
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Dictyosteliuma prouvé étre un bon organisme pour étudier debreum processus

biologiques tels la migration cellulaire, le chingictisme, la phagocytose, la division

cellulaire, la morphogeneése, la différentiatioridalre ou la transduction du signal.
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Figure 6_7: Le cycle de
développement de
Dictyostelium discoideum.
Séquences des changements
morphologiques observés avec
un agrégat multicellulaire
durant le développement nor-
mal de cellules Dictyostelium
NC4 a 22°C sur agar. Les
nombres indigquent le temps
approximatif, en heures, aprés
I'initiation du développement
(tiré de Loomis, 1982).

Figure 6_8: Arbre
phylogénétique créeé par
analyse protéomique
(tiré de Eichinger et al.,
2005).



Durant le stade végétatif, I'adhésion cellule-stdista motilité unicellulaire sur un substrat,
la phagocytose et la division cellulaire peuven¢ &@bservées et quantifiees. C’est durant le
cycle de développement que I'adhésion cellule-tzllia morphogenese et la différentiation
cellulaire (en cellules tige ou cellules sporesdniviennent et peuvent étre étudiées.

Cet organisme présente de nombreux avantages :

- C’est un organisme non pathogéne donc sans danget’expérimentateur.

- D. discoideunpeut étre cultivé en laboratoire sur milieu solideouvert de bactéries
ou dans un milieu nutritif liquide. En effet, Watt$ Ashworth ont développé un
milieu liquide simplifié et ont isolé une souche tamnte (AX2) qui est capable de
grandir dans ce milieu en se nourrissant par pitosey(endocytose de phase fluide)
(Watts and Ashworth, 1970). Les cultures en miliguide sont appelées axéniques
(sans bactérie) et peuvent étre agitées.

- Des populations homogénes d’amibes peuvent élivées en grande quantité au
laboratoire, ce qui permet par exemple de récupireggrandes quantités de protéines
purifiées.

- Le génome d®ictyosteliumest totalement séquencé (Eichinger et al., 2005).

- Dictyostelium est haploide, ce qui facilite les manipulationsnégigues (par
recombinaison homologue, ARN antisens,...) (Nelleralet 1984; Howard et al.,
1988; Ruppel et al., 1994; Eichinger et al., 1988risch and Miller-Taubenberger,
2003). C’est une cellule appropriée dans les apm®ade mutagenése aléatoire de
large échelle puisqu’elle permet d’évaluer I'étahdtionnel in vivo des protéines
mutées. Elle est particulierement adaptée a I'aeafyénétiqgue et a I'observation de
I'effet de mutations qui résultent en la suppreassia surexpression ou la modification
de protéines spécifiques. Ainsi cet organisme neoskible d’effectuer des tests in
Vvivo et in vitro de fonctionnalité de protéines g (Ruppel et al., 1994).

- Les comparaisons de séquences protéiques aves d&lutres organismes placént
discoideunplus prés des mammiféres ou des plantes que de®$e Cet organisme
est donc évolué et possede de nombreuses fondatlhgaires élaborées tout en
restant simple a manipuler. Par exemple, le cytelette d’actine déictyostelium
contient toutes les classes de protéines qui sedidactine (Actin-Binding Proteins,
ABPSs) qui ont été trouvées dans les cellules eatesy(Eichinger et al., 1999).

- Une différence fondamentale avec les animaux astogs derniers se développent a
partir d’'une cellule qui subit de nombreux cyclesdivision et de différentiation. Au

contraire, quan@ictyosteliumentre dans son cycle de développement, il n’yua gé
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cycle de division cellulaire et la multicellularigst atteinte en assemblant un grand
nombre de cellules unicellulaires. Cela simplifierarglement [I'étude du
développement et fournit un moyen facile d’étudiadhésion cellule-cellule chez
cette amibe (Coates and Harwood, 2001).

- La possibilité d’étudier différentes formes de raigpn cellulaire selon le stade dans
lequel se trouve I'amibe. Dans le stade veégétddd, cellules non soumises a un
stimulus sont douées d’'une maotilité exploratoirekii et al., 1991). Elles peuvent
aussi migrer par chimiotactisme a l'acide foliqeergté par exemple par des bactéries
(Yumura, 1994). Lorsque les cellules sont agrégatmmpétentes, elles migrent par
chimiotactisme a I'’AMPc, molécule secrétée par deapngéneres. On parle de
motilité chimiotactique (Parent and Devreotes, 199%rsque dans leur cycle de
développement, I'agrégat cellulaire a atteint &lstde limacon, on peut alors étudier
la motilité collective qui se traduit par le mouwvemh global d'une structure
multicellulaire (Rieu et al.,, 2005). Dans le stadaicellulaire, les cellules
Dictyosteliumont une forme et une maniére de se mouvoir qeerablent de pres a

celles des cellules des organismes supérieurs.

Dictyostelium discoideuma été reconnu comme organisme modele par le Nation

Institute of Health américain (nih.gov).

Dans la suite de cet état des connaissances,delaté exposés ne se limiteront pas

forcément dictyostelium

6.6 La migration cellulaire sur support solide

La migration cellulaire est le processus biologigu&ce auquel une cellule se déplace
activement en dépensant de I'énergie. Concernamhi¢mation cellulaire sur un support
solide, on peut la décomposer en quatre étapesssices et ce quelles que soient les causes
provoguant cette migration (telles que I'attractfar une molécule chimique dans le cas du
chimiotactisme, la stimulation par un stress hyginaanique, ...) :

- I'émission de protrusions au front avant (pseudigso filopodes, lamellipodes, blebs,

)

- l'adhérence (ou adhésion) de ces protrusions ewsupport sur lequel se meut la

cellule
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- le détachement de l'arriére de la cellule du suppo
- larétraction de l'arriere
Les deux derniéres étapes peuvent étre regroupégeeseule : la traction, qui correspond au

déplacement global vers I'avant du corps de laitll

6.6.1 Premiere étape : I'émission de protrusions afront
avant

L'un des modeles les plus répandus et les mieugpaés est que le front avant d’'une
cellule avance par polymérisation de I'actine quiigse la membrane (Mitchison and Cramer,
1996 ; Carlier, 1998 ; Carlier et al., 2003 ; Maetal., 2004 ; Giganti et al., 2005).

L’actine apparaissant donc comme l'une des progéjoeant un role central lors de
I’émission de protrusions, intéressons-nous de enarplus détaillée a I'assemblage de cette

protéine en filaments.

6.6.1.1 L’actine

L’actine est présente dans tous les eucaryotesstesaivent la protéine la plus
abondante des cellules (5 % ou plus des protéi@da cellule). C’est I'une des protéines les
mieux conservées durant I'évolution. Elle se trouseus 4 formes: G-actine (pour
globulaire), F-actine (pour filamenteuse), chacliée & une molécule d’ATP (adénosine 5'-
triphosphate) ou d’ADP (adénosine 5’-diphosphdide a été isolée pour la premiére fois a
partir de cellules musculaires par Straub en 1R2Zerit-Gyorgyi, 1945). Le monomere
d’actine libre (G-actine) est une protéine gloln@ale 42 kDa, composée d’une unique chaine
polypeptidique de 375 acides aminés (Kabsch €1890).

6.6.1.2 La polymérisation de I'actine en filament

Chaque monomére d’actine possede a sa surfaceitdesde liaison a d’autres
monomeres d’actine pour former un polymere qui dardorme d'un long filament de
plusieurs micrometres. Le mécanisme de polyméoisate divise en deux étapes : d’abord
une étape lente (phase de latence, de nucléationabmputit a la formation d'un trimere
d’actine, puis une étape plus rapide (phase dessance) qui correspond a l'addition

successive de monomeéres d’actine aux extrémitégbast pointée (Bray, 1992). Une fois la
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polymérisation enclenchée, le processus peut &cetccomme I'association réversible de
monomeres d’actine sur un filament. Le nombre deon@res qui sont ajoutés au polymere
par seconde est proportionnel & la concentratiosodis-unités libres, mais les sous-unités
quittent le polymere a un taux constant indépendntette concentration. On peut donc
écrire le taux de croissance (exprimé énde la facon suivante :
V = kon X [G-actine] - ks
ou la vitesse d’addition de monomeéres est donnééapeonstante g (exprimée en pMs?)
et la vitesse de la perte de monomeéres est donméekp (exprimée en Y. A la

concentration critique C, définie par :
Ce = koft/kon= 1/K,

la polymérisation est en équilibre avec la dépolysaion. K est la constante d’équilibre
pour I'addition de sous-unités (Figs 6_9 et 6_10).

Lorsque la concentration d’actine libre est au-deste sa concentration critique, la G-
actine monomérique polymérise spontanément poongdr un filament. Les concentrations
critiqgues pour la polymérisation de I'actine (c*@stlire de la G-actine-ATP et de la G-actine-
ADP a I'extrémité pointée ou a I'extrémité barbseint toutes de I'ordre de 0.1 &4 1 uM. Or la
concentration de G-actine mesurée dans une vatgetgpes cellulaires s’éleve a environ 10-
200 uM (environ 0.5 - 8 mg/mL). Ché&x discoideumil a été rapporté une concentration
totale d’actine de 100 uM (Podolski and Steck, }988s concentrations de G-actine dans les
cellules sont donc bien supérieures aux concenigtritiques. Ceci est possible parce que la
cellule a mis au point des mécanismes pour empéehergrande partie de son actine
monomeérique de s’assembler dans des filaments daficonserver un pool important de G-
actine permettant une grande réactivité cellulaicenme nous le verrons plus loin. Environ

50 % de I'actine est polymérisée sous forme denidiats (Schafer and Cooper, 1995).

6.6.1.3 Les filaments d’actine sont polaires

Comme nous l'avons vu dans la partiRéseau de filaments d’actine les filaments
d’actine sont orientés, avec une extrémité poirfEented end) et une extrémité barbée
(barbed end) (Schroder et al., 1993). D’aprés testantes d’association et de dissociation
mentionnées sur la figure (Fig. 6_9) pour les défifdes formes d’actine a chaque extrémité

d’'un filament, il apparait que la polymérisationvpégiée est celle de la G-actine-ATP a
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Figure 6_9: Polymérisation de I’actine: élongation d'un filament d'actine, hydrolyse de I'ATP, dissocia-
tion du phosphate. Les constantes d’association ont pour unité le uM-'.s™!. Les constantes de dissocia-
tion ont pour unité la s*'. Le ratio de la constante de dissociation sur la constante d’association donne la
concentration critiqgue C_. L'inverse donne la constante d'équilibre d'association, K. Les constantes

d’equilibre pour l'actine-ATP (respectivement pour I'actine-ADP) différent aux deux extrémités du fila-
ment d’actine. L'hydrolyse de I'ATP d’'une sous-unité d’actine-ATP est rapide, mais la dissociation du

Hydrolysis of bound ATP

el

. Half time
- 2 seconds

phosphate est lente (adapté de Pollard and Borisy, 2003).

quantité de polymere —

al., 1994).

temps —=

'extrémité barbée. On a donc une extrémité badagactérisée par une polymeérisation plus

rapide que celle de I'extrémité pointée (jusqu’adi plus rapide).
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Figure 6_10: Lorsque des filaments
croissent a partir d’'un pool de sous-unités
d’actine globulaires, la premiére étape de
nucléation est trés lente (phase de latence).
Puis, lorsque des trimeres apparaissent, la
croissance se fait plus rapidement a
chaque extremité du trimere (phase de
croissance). Enfin, les filaments sont en
permanence raccourcis et allongés : on a
atteint la phase d’equilibre (tire d’Alberts et



6.6.1.4 Hydrolyse de I'ATP et mouvement de tapis tdant
(treadmilling)

D’autre part, I'actine incorporée dans le filamdmndrolyse en quelques secondes
I’ATP en ADP (Fig. 6_9). L’hydrolyse du nucléotitlé réduit I'affinité de liaison de la sous-
unité d’actine pour les sous-unités voisines, eidreonc plus facile sa dissociation du
filament. La dissociation du phosphate de la siest plus lente et nécessite quelques
minutes. Nous verrons plus tard en parlant de I'Aldfline et de la profiline que la
croissance des filaments d'actine sera finalemernent®e dans une seule direction
privilégiée : le filament croit en polymérisant &xtrémité barbée et décroit en se
dépolymérisant a I'extrémité pointée. On a doncmuwuvement virtuel avec le temps de
chaque monomere de I'extrémité barbée vers I'exdtémointée a mesure que la cellule
avance. Ce mouvement a directement été obsera@a e monoméres d’actine fluorescents
(Fujiwara et al., 2002). Ce mouvement des monom#eegine, d’'une extrémité a I'autre du
filament, est appelé treadmilling ou mouvementajsst roulant (Pollard and Borisy, 2003).
Notons que I'hydrolyse de I'ATP n’est pas requiseipformer le flament. Cette hydrolyse
sert a affaiblir les liaisons dans le polymére end favorise la dépolymérisation. Le
mouvement de tapis roulant est un mécanisme deéqoitibre requérant un apport d’énergie,
apport procuré par I'hydrolyse de I'ATP qui accompa le treadmilling. Ainsi, I'hydrolyse
de I'ATP rend possible 'assemblage et le désaskgaldynamiques des filaments d’actine

(toutes ces considérations sont aussi valableslgsumicrotubules).

6.6.1.5 Les protéines qui interagissent avec |'aoe

Beaucoup de protéines interagissent avec 'actingeut les classer en 6 grandes classes :
* les protéines qui séquestrent I'actine globulairesequestering proteins) (Fig.
6_11 A):
Ce sont des protéines qui abaissent la concemtrdtaztine libre (G-actine) au voisinage de
la concentration critique. Elles permettent donccdestituer un réservoir d’actine, grace a
leur concentration de I'ordre de 0.5 M. Ce réseresit rapidement disponible grace a leur
faible affinité avec les monoméres d’actine (Kd .7 M) (De La Cruz et al., 2000). La

thymosine34 fait partie de ces protéines. Elle n’est pasemtescheD. discoideum

» Les protéines qui aident la nucléation de filamentd'actine (Fig. 6_11_B):
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Ces protéines se lient a plusieurs unités d’adinkes positionnent de facon a engendrer la
croissance d'un nouveau filament ou d’'une nouvetlenche sur un filament existant afin
d’accélérer la capacité intrinséque de l'actin@r@nker de nouveaux filaments. Par exemple,

citons le complexe Arp2/3, la protéine N-Wasp,f@mines.

EEE LT =
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Figure 6_11: Les protéines de liaison a I’actine. A) Une protéine (rouge) séquestre une sous-unité
d’actine globulaire. B) Protéines de nucléation (représentées en forme de U), comme le complexe Arp2/3.
C) Protéine de coupe. D) Une protéine (pointeur) coupe les filaments d'actine et favorise la
dépolymeérisation du cbté pointé (exemple: 'ADF/cofiline). E) La profiline empéche la sous-unité globulaire
d'actine de se réassocier a I'extrémité pointée du filament, favorise I'échange de 'ADP en ATP et favorise
la liaison de la sous-unité a I'extrémité barbée du filament. F) Protéine de coiffe (rouge): elle sélectionne
les filaments qui poussent et coiffent les autres (exemple: la gelsoline). G) Protéine de réticulation. Elle fait
le lien entre plusieurs filaments d’actine. Ici est illustrée une bundling protéine (adaptés de Borisy and
Svitkina, 2000).
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* Les protéines de coupe ou de fragmentatiofsevering proteins) (Fig. 6_11 CetD):
Citons I'ADF/cofiline qui accélére la dépolymérisat des filaments d’actine a I'extrémité
pointée du filament (Theriot, 1997). L’ADF/cofiliree lie a la F-actine-ADP pour couper les
filaments d'actine.

* Une protéine, la profiline, qui lie la G-actine etaccélére I'échange de I'ADP en
ATP (Fig. 6_11 E)
En favorisant I'’échange de 'ADP en ATP au niveaind sous-unité de G-actine, la profiline
favorise la liaison de cette sous-unité a I'exttémbarbée d'un filament. Elle se lie

étroitement aux phospholipides inositol de la membrplasmique.

» Les protéines de coiffe (capping proteingFig. 6 11 F)

Parmi ces protéines, la gelsoline coiffe les filataed’actine a I'extrémité barbée et empéche
donc leur élongation. Elle fragmente aussi lesrfdats d’actine lorsqu’elle est activée par les
lons calcium. En limitant localement la croissardes filaments et donc leur taille, la

gelsoline favorise la nucléation de nouveaux filateed’actine et entraine donc la

densification du cytosquelette d’actine. Au lieadir peu de longs filaments, la gelsoline

favorise l'apparition de nombreux filaments plusuds. On trouve des concentrations

importantes de gelsoline dans les zones ou la dgugndu cytosquelette d’actine est intense,
comme dans les protrusions (Condeelis, 1993).

» Les protéines de réticulation (cross-linking proteis) (Fig. 6_11_ G}
Ces protéines lient les filaments d’actine entne @&lles peuvent également lier les filaments
a d'autres structures cellulaires comme la membgasmique. Ces protéines permettent
divers types de liaisons : soit les filaments Béscroisent, soit ils sont paralleles et forment
alors un faisceau parallele de filaments, on paEdes de bundling proteins.

Beaucoup d’autres protéines interagissent avegtbsguelette d’actine, avec des réles
dans de nombreuses voies de signalisation. Encpéeti, citons la protéine DdLinEque
jutiliserai dans mes expériences pour marquertifec DdLImE est une protéine qui est
localisée au niveau du cortex cellulaire et dasgletrusions dynamiques et riches en actine
(front avant, coupes de phagocytose et de macrogioge, régions polaires des cellules en
division) (Prassler et al., 1988). Elle s’associecala forme activée de Racl (une protéine de

la famille des petites RhoGTPases, qui interagisderfacons nombreuses et variées avec le

! Dd pourDictyostelium discoideum
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cytosquelette d’actine) dans une voie de signabisajui méne a la polymérisation de I'actine
dans les lamellipodes. DdLImE joue aussi un rolessdda régulation du réseau de
microtubules et pourrait lier le réseau corticahatine aux microtubules (Schneider et al.,
2003). C’est une protéine tres utile pour margiaamtine parce que le signal de fluorescence
de la fusion DALIMEACC-GFP (notée indifféeremment Lim-GFP dans la swett)beaucoup
moins bruité que celui de la GFP-actine (Fig. 6. EAg permet de marquer la polymérisation
dendritique ainsi que les filaments d’actine suslaface ventrale des cellules (Diez et al.,
2005).

Figure 6_12: Marqueurs
fluorescents dans les
cellules Dictyostelium
discoideum.

A) Cellule exprimant la GFP-
actine (tire de Weber et al.,
2002). B) Cellule exprimant
la Lim-GFP.

En rouge, le contour
cellulaire en contraste de
phase. En vert, la fusion
avec la GFP.

Le fond de fluorescence est
beaucoup plus important
pour la GFP-actine que pour
la Lim-GFP.

B

Toutes les protéines de liaison a l'actine enteenfeu dans un équilibre d’interactions
coopératives et compétitives. Des combinaisonrdifites d’interactions coopératives et
compétitives peuvent donner lieu & des arrangemdiitérents de filaments d’actine
spatialement différenciés dans un cytoplasme comiour avoir une idée vaste et compléte
de 'ensemble des protéines du cytosquelette diacteDictyostelium vous pouvez consulter
la revue d’Eichinger et al. (1999; Fig. 6_13).
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Actin-binding proteins in Dictyostelium
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Figure 6_13: Protéines typiques de liaison a I'actine chez Dictyostelium (tiré de Eichinger
et al., 1999).

6.6.1.6 La nucléation et la création de nouvelleseriminaisons
barbées

Pour créer de nouvelles terminaisons barbées, méisanismes sont possibles : soit
couper des filaments existants a l'aide de progéieies la gelsoline, I’ADF/cofiline, ou la
severine, soit décoiffer des filaments existanif, -®t c’est ce mécanisme qui semble étre le
mécanisme dominant au front avant- créer de nceseixtrémités (Condeelis, 1993;
Zigmond, 1996). On comprend donc le réle des pmetéide nucléation tel le complexe
Arp2/3 qui favorisent la formation d’extrémités bées.

Ce complexe Arp2/3 est constitué de sept proté&loes deux protéines apparentées a
I'actine : Arp2 et Arp3 (Machesky et al., 1994; kebler et al., 1995) et se trouve en trés
grandes concentrations, presque 10 uM, dans Iplegime de leucocytes humains (Higgs et
al., 1999). Il est recruté au front avant d’uneiétérde types cellulaires mais se trouve aussi
de maniére ponctuelle a I'interface cellule-suligtvéachesky et al., 1997; Welch et al., 1997,
Mullins et al., 1997; Bretschneider et al., 2004).vitro, le complexe Arp2/3 peut coiffer
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I'extrémité pointée des filaments d’actine et diabr I'extrémité barbée mais surtout il se lie
aux cotés des filaments en formant des brancheraef$ (en forme de Y ; Fig. 6_14). C'est
cette propriété qui donne lieu a la croissance «igmae.

WCdc42 U N-WASP @ A2/ f Actin fiament o profilin-actin

Current Opinion in Cell Biclogy

Figure 6_15_A: Polymérisation de I'actine
médiée par les protéines G. Modeéle de
nucléation dendritique.

(1) Une petite RhoGTPase, par exemple, Cdc42,
activée, recrute a la membrane une protéine de
la famille WASP (par exemple N-WASP), qui
elle-méme recrute le complexe Arp2/3 et l'active
(2). Le complexe Arp2/3 nuclée la polymérisation
d’un nouveau filament qui est branché sur le coté
d'un filament pré-existant (3). On a donc un
couplage entre formation d'un filament et
réticulation : cela correspond au modéle de
nucléation dendritique (tiré de Mullins, 2000).

Figure 6_14: Galerie de filaments d’actine bran-
chés, polymérisés en présence de N-WASP et
du complexe Arp2/3 (tiré de Carlier et al., 2003).

Le complexe Arp2/3 seul est peu actif et il esivécsoit par la protéine ActA dans le
cas delisteria, soit par les protéines de la famille WASP chezdacaryotes (Machesky et
al., 1999). Cette famille consiste en WASP, N-WASBCAR. WASP (N-WASP également)
possede un domaine de liaison au PIl(4,5)fhosphatidyl inositol 4,5-biphosphate), un a
Cdc42, une petite protéineG de la famille des RHe&sEs, un a l'actine et un au complexe
Arp2/3 (Fig. 6_15_A). L’'activation de Cdc42 par dggnaux extracellulaires et sa liaison a
N-WASP provoque I'activation de N-WASP grace a tptdon d’'une conformation dépliée
(Fig. 6_15 B ; Machesky and Insall, 1998; Pollandl 8orisy, 2003). N-WASP favorise la
nucléation dendritique en formant un complexe avéc42, le complexe Arp2/3 et une sous-
unité d’actine liée a la profiline (Fig. 6_15 A ;ulins, 2000). Cdc42 est donc le lien entre
les signaux extracellulaires et la croissanceldegnts d’actine.
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WASp

Src, Bk,

Ligands: WIP PIPz Cdcd2 Nok, Grb2 Actin Arp2/3 complex Figure 6._15_B:
[ | [ - Régulation de WASP.
Domains:  EVH1 Basic GED Proline-rich V C A sa liaison a WASp

provoque l'activation de
WASp grace a 'adoption
d’une conformation
| Plasma membrane - dépliée. Ce dépliement

PliP2
Cdc42

-

Aute-inhibited WASp

libére des domaines de
liaison a I'actine et au
complexe Arp2/3 (tiré de
Pollard and Borisy, 2003).

Activated WASp

Actin filament branch

6.6.1.7 Modele de nucléation dendritique avec treadilling

On aboutit donc au modele de nucléation dendritapex treadmilling illustré dans la
Figure 6_16 (Pollard et al., 2001). Dans ce modklegroissance est déterminée par la
concentration de sous-unités de G-actine dispailfel’état stationnaire, I'équilibre des
masses provoque que la croissance du cété barb#rasnent limitée par la dissociation des
sous-unités du c6té pointé. Ce processus de dismwcpour des filaments de pure actine est
lent, de l'ordre de 0.2 ce qui correspond & 0.04 pm/min, c’est-a-direxdetdres de
grandeur plus lent que les vitesses observéesqatains types cellulaires. C’est pourquoi
I’ADF/cofiline et la profiline sont deux composantscessaires qui vont accélérer la
dissociation du coté pointé. L’ADF/cofiline se heix flaments constitués d’actine-ADP et a
I'état stationnaire accroit d'un facteur 25 la sgte de dissociation du c6té pointé, accélérant
ainsi le turnover des filaments d’actine (Carlierak, 1997; Theriot, 1997). L’ADF/cofiline
peut aussi simplement couper les filaments. Laodiation de I'ensemble ADF/cofiline liée a
la G-actine de I'extrémité pointée étant réversibk-il possible d’éviter la réassociation du
c6té pointé ? C’est la qu'intervient la profilingrotéine cytoplasmique qui se lie
principalement a I'actine soluble. In vitro, la filiae se lie a la forme ADP de la G-actine et
accélére I'’échange de I'ADP pour I'ATP (elle a wafénité plus grande pour I'actine-ATP)
(Pantaloni and Carlier, 1993). Le complexe proéitactine a la propriété unique de se lier a et
d’allonger I'extrémité barbée d’un filament sansupoir se lier a I'extrémité pointée. La
profiline a aussi la propriété d’empécher la nubdaspontanée, c’est-a-dire qu’elle joue
aussi un rble de protéine de séquestration.

Ainsi, la profiline et ’'ADF/cofiline agissent deaniére synergique et fournissent des

sous-unités d'actine capables de se lier uniquemherddté barbé des filaments, permettant
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d’augmenter de 75 a 125 fois la vitesse de tredidgi(Didry et al., 1998). Pour que les

WASP,

vitesses de polymérisation atteintes avec I'ensemélprotéines (actin, Arp2/3
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profiline, ADF/cofiline) égalent les vitesses pholegiques observées, il est encore nécessaire
d’'intégrer des protéines de coiffe (capping prateiri’utilisation de constructions GFP a
permis de montrer la colocalisation de protéinesaiife et du complexe Arp2/3 au niveau de
lamellipodes actifs (Schafer et al., 1998). Ledgines de coiffe ont pour réle de contrdler la
ou les filaments d’actine doivent pousser, elleérept donc une sélection des filaments. Un
mouvement généré par la polymérisation de I'actwae coiffer les extrémités barbées
globalement et permettre la libération de certamesmités barbées localement (Fechheimer
and Zigmond, 1993).

Récemment, de nouvelles protéines de nucléationfitbeeents d’actine ont été

découvertes. Ce sont les formines (Zigmond, 2004).

6.6.1.8 Régulation des protéines se liant a I'acen

Parmi les régulateurs principaux des protéinesasé & I'actine, on trouve le calcium
Cd”, les phospholipides (Forscher, 1989 ; Janmey, )1984 protéines de la famille des
RhoGTPases (Rac, Rho, Cdc42, Ras, ... ; Hall, 1988phosphorylation (en particulier
tyrosine phosphorylation ; Chrzanowska-Wodnicka &uwridge, 1994 ; Glogauer et al.,
1997), le pH.

6.6.1.9 Tests biomimétiques

De nombreux tests biomimétiques in vitro ont perdiisduire la polymérisation de
I'actine et de générer, dans un milieu reconstiteé mouvement de microspheres sur
lesquelles sont greffées des protéines comme ActAire protéine de la famille WASP
(éventuellement un sous-domaine) (Cameron et 8891 van Oudenaarden and Theriot,
1999 ; Bernheim-Groswasser et al., 2002 ; Marcglet2004). De facon similaire, il a été
montré qu’un jeu minimal de 5 protéines (actinepZ8, gelsoline, ADF et N-WASP)
permet, en présence d’ATP, la génération de fopcegulsant des billes recouvertes de N-
WASP, grace a la polymérisation de 'actine (Wiessteal., 2003 ; Fig. 6_17). Ainsi, tous ces

systemes reconstitués miment le mouvement de téricisteria monocytogenes

6.6.1.10 L’avancée du front avant: besoin d'un apmpt de
membrane

Un autre aspect dans la formation de protrusionke®cessaire apport de membrane

au front avant. ChePhysarum il a été mis en évidence que la protrusion dutfrvant
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suivait I'exocytose d’une vésicule (Fig. 6 _18 ; &8a@sand Ogihara, 1997). Il a également été
montré dans des cellules Walker carcinosarcomadegioemation de blebs était engendrée par
'exocytose de vésicules (Keller and Bebie, 199insi, I'extension du front avant est
souvent considérée comme permise par I'exocytaseedsurface équivalente de membrane,
on parle de cycle d’endocytose polarisé (Fig. 6, Beetscher and Aguado-Velasco, 1998).
ChezDictyostelium le temps pour récupérer, apres internalisatiommnarqueur lipidique de
la membrane plasmique est de 10 a 20 minutes (@hidovogel, 1980).

Figure 6_17: Tests biomimétiques in vitro. Un jeu minimal de 5 protéines (actine, Arp2/3, gelsoline, ADF et
N-WAP) permet, en présence d’ATP, de générer des forces de propulsion sur des billes recouvertes de
N-WASP. Cette reconstitution mimique la motilité de Listeria Monocyfogenes (Tiré de Wiesner et al., 2003).

Figure 6_18: Chez
Physarum, il a été mis
en évidence que la
protrusion du front
avant suivait I'exocy-
tose d'une vesicule.
Le pointeur indique
la vésicule. La fleche
indique la protrusion.
(Tiré de Sesaki and

l Ogihara, 1997).

Migrating cell

Figure 6_19: Cycle d’endocytose polarisée. L'endocytose de membrane a l'arriére et le transport
au front avant des vésicules fournissent un apport de membrane au front avant ol peut avoir lieu
de I'exocytose (tiré de Bretscher and Aguado-Velasco, 1998). La fléche indique la direction de mi-
gration cellulaire.
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6.6.2 La deuxieme étape dans la migration cellulaar:
I'adhésion des protrusions au support

6.6.2.1 Concepts généraux

a) Deux types d’approches

Pour pouvoir exercer une force et donc étre maiile un support, une cellule doit
nécessairement adhérer a ce support. La migragitulaire dépend donc de maniére cruciale
de linteraction cellule-support. Les contacts weires avec le substrat doivent étre
continuellement établis et détruits tandis queeltute se déplace vers I'avant.

Un grand nombre de résultats expérimentaux onbténus concernant I'adhésion
cellulaire. Cependant, mesurer I'adhésion cellulepsrt reste trés complexe et se pose alors
la question de savoir comment caractériser et ieantette interaction. D’abord, parce
gu'une cellule dispose souvent de plusieurs typesndlécules d’adhésion et pour chaque
type, le nombre de ces molécules est importarat efgartition variable sur la membrane. Un
deuxieme point qui rend compliquée cette mesurguesie cytosquelette exerce lui-aussi des
forces sur les liens adhésifs, forces qui dépendimtla contrainte appliquée par
I'expérimentateur. Nous reparlerons de la notiorretdorcement des liens adhésifs dans la
section «Réponse des cellules a I'application de forcesretées, mécanosensibilite¢ Cela
ajoute donc une contribution interne mal connuefatoes totales mises en jeu.

Deux approches différentes ont donc émergé prezrarmompte ces difficultés, leur
but commun étant de remonter aux propriétés adbeesdvla fois des protéines en tant
gu’entité adhésive et des cellules en tant queesystintégré complexe. Dans le cadre d’'une
premiere approche simplifiee du systéme cellules ttavaux ont porté sur I'étude du
comportement adhésif de systemes biomimétiquesmepihes billes ou des vésicules sur
lesquelles étaient greffées des protéines d’adhégidozens-Roberts et al., 1990;
Wattenbarger et al., 1990; Kuo and Lauffenburge€d93] Pierres et al., 1996). Cette
simplification permet d'effectuer des mesures deds, de fréquences d’arréts adhésifs et
d’affinités sur molécules uniques. L'autre approatunsidere la cellule dans toute sa
complexité et vise a étudier directement le congment de la cellule a I'échelle
macroscopique, en exercant des forces sur celleesitechniques de mesures directement sur
les cellules en adhésion sur un substrat ou aveautre cellule ont le mérite, par rapport a
celles sur molécules uniques, de sonder le comperteadhésif de systemes intégrés, dans

un environnement plus ou moins proche de leur enaement physiologique naturel, mais
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sont donc globalement plus compliqguées a intempré&ans les deux cas, pour obtenir des
informations quantitatives concernant l'adhérenceree deux objets, il est nécessaire
d’appliquer des forces extérieures a au moins derces objets, et de nombreuses techniques
expérimentales ont été développées et sont aufaurd’usage courant (chambre a flux,

cantilever (AFM), succion par micropipette, cenigétion, ...).

b) Suffisamment d’adhérence mais pas trop

Dans une étude mesurant la vitesse de migratiorellides CHO (Chinese Hamster
Ovary) ainsi que la force moyenne de détachemellaiee a l'aide d’'une chambre
appliguant une contrainte de cisaillement hydrodyigae, Palecek et al. (1997) ont montré
gue la vitesse de migration cellulaire était maxénpour une force moyenne de détachement
du substrat comprise entre 20 et 40 nN et ce quedssoient le niveau d’expression des
intégrines, la concentration de ligands ou I'aféinile liaison intégrine-ligand (Fig. 6_20). En
faisant I'hnypothese que cette force moyenne deciétaent est proportionnelle au nombre de
liens cellule-substrat, ce résultat traduit donexistence d'un optimum d’adhésion qui
correspond a un maximum de la vitesse de migrathansi I'adhésion cellule-substrat
apparait comme un parameétre unificateur affec@mmhigration cellulaire et ce, quelles que
soient les variations de propriétés moléculaireséea. Ces résultats permettent d'illustrer
I'importance de I'adhérence cellulaire dans la titétiCet article traduit I'idée intuitive selon
laquelle une trop grande adhérence cellule-substrggéche la migration probablement en
empéchant la rétraction de l'arriere (cas extréfaralcellule sur une surface de super-glue).
A l'autre extréme, une trop faible adhérence nengémpas non plus d’atteindre des vitesses
de migration maximales. Dans ce cas, |la probaliétéormer un point stable d’attachement a

la surface est faible (cas extréme d’'une celluteusie patinoiré)

Figure 6_20: La migration
cellulaire dépend de
-8 o B, resting maniére cruciale de
00| ~® o BB ) resting I'interaction cellule-
—O w,B, aclivated substrat. La force moyenne
e, B(B,,) activated de détachement du substrat

apparait comme un
paramétre unificateur pour
établir les conditions de
migration maximale. Quelles
que soient les valeurs de tout
un ensemble de paramétres,
si cette force de détachement
; : vaut environ 20 a 40 nN, alors
7 TR 14— = : «v.o..| les cellules CHO migrent avec
10 1l 10 107 10* 10" une vitesse maximale (tiré de
Mean detachment force (N) Mean detachment foree (N) Palecek et al., 1997).

*r@f?i
Mean cell speed (um h1)
=
1

2 Remarque : une faible adhérence affecte ausablegelles protrusions qui sont, par expérienceveotplus
petites et moins fréquentes.
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6.6.2.2 L’adhésion cheDictyostelium discoideum

Pour générer une adhérence suffisamment fortecdales doivent produire des
protéines membranaires d’adhésion qui se lientudstgat de fagon discrete. Concernant
I'amibe D. discoideumde nombreuses études ont identifié un certainbmerde protéines
d’adhésion ou de structures adhésives et des nseguamtitatives de forces de détachement
ont été réalisées. Il est a noter que les moléalitehésion de 'amibe ne sont pas les mémes
selon que les cellules sont végétatives ou agagatmpétentes (Bozzaro and Ponte, 1995).

Sur la base d’expériences de phagocytose réabsé@esdifférents substrats de natures
physico-chimiques variées, un modéle de reconnassahezDictyosteliuma été proposé
(Vogel et al., 1980) incluant :

- un récepteur de type lectine qui médit la liaisspeécifigue avec des particules
contenant un glucose terminal (probablement gpi&0 plus bas)

- une deuxieme classe de récepteurs non spécifgugsermettent la liaison avec une
variété de particules par interactions hydrophobes.

Une glycoprotéine de la membrane plasmique de I3 kommeée gpl30, joue un
role lors de la phagocytose et dans l'adhésion wasteat de cellules végétatives. Cette
protéine fait partie des contact sites B, protéid@sihésion dépendant de la concentration
d’EDTA (Chia, 1996; Chia et al., 2005). Une glycoigine de poids moléculaire proche,
gpl26, joue également un role lors de la phagoeygbsians I'adhésion au substrat dans la
phase végétative. Elle est aussi impliquée damsha&sion cellule-cellule et régule la taille
des agrégats durant la morphogenése (Chadwick,et984). Il est probable que gp126 et
gp130 soient la méme protéine.

Une autre protéine qui joue un rdle dans I'adhésiercellules végétatives, SadA, a
récemment été identifiee comme une molécule d’adhé=llule-substrat (Fey et al., 2002).

D’autres protéines d’adhésion sont spécifiquesadphlase d’agrégation, comme les
glycoprotéines csA (pour contact sites A; Bozzard Ronte, 1995). Ces csA sont résistantes
a de fortes concentrations d’EDTA. Un exemple @80g(parfois aussi appelée abusivement
csA) qui pourrait faire partie de la superfamilesdmmunoglobulines (Muller and Gerisch,
1978; Desbarats et al., 1994). Une autre prot@p24 (aussi appelée DACAD-1), qui joue un
réle dans I'adhésion cellule-cellule, fait partie & famille des cadhérines et est exprimée
dans les phases initiales de développement (Kretcalt, 1987; Wong et al., 1996). Enfin,
gp150, est une glycoprotéine impliguée dans l'aidimésellule-cellule dans les étapes
tardives de développement (Gao et al., 1992; Waag,e2000).
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Des expériences utilisant une technique adaptéda dmicroscopie TIRF (Total
Internal Reflection Fluorescence) avec un marqtlaarescent du volume extracellulaire ont
suggéré que la distance séparant la surface verdeD. discoideumet le substrat était
relativement uniforme sous toute la cellule (Toddle 1988). Ceci va a contre sens de la
présence de zones discrétes d’adhésion bien difiées. Le méme groupe a rapporté chez
Dictyostelium un mécanisme de formation de tres fine lamelle [[delre de 100 nm
d’épaisseur) en contact rapproché avec le substra.condition pour voir apparaitre cette
fine lamelle est que le substrat montre une graai@sivité avec la cellule, comme un
substrat recouvert de poly-L-lysine (Owens etl#888; Gingell and Owens, 1992).

Fukui et Inoue (1997) ont découvert et décrit chiztyostelium de nouvelles
structures adhésives. Ces nouvelles structuresiishies en F-actin, myoB (un membre de la
famille des myosines-I d®. discoideum voir la partie consacrée ala< production de
forces») et a-actinine (une protéine qui se lie a l'actine etigoun role de protéine de
réticulation (Rivero et al., 1999)). Ces structum@gtant pas observées dans d’autres
organismes, les auteurs les ont nommeées « eupaatides ont proposées comme possibles
« pieds » dd®ictyostelium(Fig. 6_21). En effet, ils ont montré que ces eligpoqui mesurent
environ 1 um de diamétre et apparaissent transit@nt et en nombre a la base de certains
pseudopodes, ont un réle dans I'ancrage a un stiltbagarose. Ces eupodia n’apparaissent
gue lorsque les cellules sont sous pression, emeecouche d’'agarose et une lamelle et
pourraient fournir un support mécanique a une psidn avancant dans un espace restreint
(Fukui et al., 1999).

Figure 6_21: Les eupodia. Micrographie par transmission électronique montrant
des eupodia et le réeseau d'actine dans une cellule permeabilisee. L'astérix situe
'agarose qui compresse la cellule. La grande fléche indique la direction de la pro-
trusion. Les petites fleches indiquent le réseau d’actine filamenteuse dans le
lamellipode (pointeurs), sur la surface dorsale (doubles fleches) et ventrale (triples
fleches) (tiré de Fukui et al., 1999).
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Enfin, d’autres candidats plus convaincants poueljde role de « pieds » de I'amibe
Dictyosteliumsont les foyers d’actine (ou actin foci). Ces fsyd’actine sont présents sur la
surface ventrale des cellul& discoideummigrant librement sur un substrat et sont des
points de convergence de nombreux filaments dacfYiumura and Kitanishi-Yumura,
1990 ; Fig. 6 22 A, B et C). Ce sont des structesviron 0.5 um de diamétre qui
apparaissent transitoirement (moyenne du tempsedéev20 sec) et restent fixes par rapport
au substrat. En utilisant simultanément les teclesgle microscopie confocale et RICM, il a
été montré que la surface ventrale des celluleg étas proche du substrat la ou
apparaissaient les foyers d’actine (Uchida and Yam@004 ; Fig. 6 _22 D), ce que les
études du groupe de Gingell n‘avaient pas pu monbe plus, en utilisant un substrat
flexible de silicone, les mémes auteurs ont praypwe les forces de traction exercées par les

cellules étaient transmises au substrat unigueemenalentours des foyers d’actine.

Figure 6_22: Les foyers d’actine. A) Structures riches en actine
* sur la surface ventrale, marquées par de la phalloidine conjuguée
' a la tétraméthylrhodamine. B) Micrographie électronique a trans-
* mission montrant une structure d’actine dense en forme de point
. (fleche blanche). C) De nombreux filaments d’actine convergent
“ . en ce point de la surface ventrale de la cellule Dictyostelium, d'ou

~ le nom de foyers d’actine. Barre 500 nm (A, B et C tirés de
Yumura and Kitanishi-Yumura, 1990). D) En combinant RICM et
fluorescence, il apparait que ces foyers d’actine sont plus
proches du substrat que le reste de la surface ventrale (voir
fleches noires ; tiré de Uchida and Yumura, 2004).

D’autre part, il est aussi a noter que les airesaldgact ne sont pas les mémes selon
gue la cellule est végétative ou en phase de dg@veloent. Dans le cas d'une cellule
végétative, on a souvent une grande surface emaatoaiec le substrat, visualisée par RICM
(Fig. 6_23 A et B; Weber et al., 1995). Ainsi laface projetée de la cellule est quasi égale
a la surface de contact. Au contraire, pour unkileehgrégation-compétente (Fig. 6_23 C et

D), on a souvent plusieurs petites surfaces d’adhégntre ces surfaces, la cellule n’adhére
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pas au substrat. L’amibe peut aussi émettre deésipians qui évoluent quelques microns au-
dessus du substrat sans rentrer en contact avksaer.

Figure 6_23: Les cellules végétatives
Dictyostelium ont des surfaces de
contact au substrat plus grandes (A,
B) que les cellules agrégation-
compétentes (C, D).
- Combinaisons de photographies en
| contraste de phase et en RICM. Le con-
~ tour en forme de ligne blanche indique le
contour cellulaire. Les zones sombres
(visualisées en RICM) sont les régions
d'étroite proximite entre la cellule et le
substrat (tiré de Weber et al., 1995).
L'amibe peut émettre des protrusions qui
| évoluent quelques microns au-dessus du
- substrat sans rentrer en contact avec ce
_ dernier (fléche noire dans panel D).

Des mesures de I'adhésion cellule-cellule avecameibesDictyosteliumagrégation-
compétentes a 'aide d’'un cantilever ont aboutna force de détachement de 23 +/- 8 pN a
un taux de séparation de 2.5 +/- 0.5 pmeorrespondant & une rampe de force d’environ
100-500 pN.3 selon I'élasticité cellulaire (Benoit et al., 200Cette force de détachement
correspond a la rupture du dernier lien entre @msxctellules. Associées a des manipulations
génétigues, ces mesures ont permis d’établir qtte éerce de détachement correspondait

principalement & une liaison entre deux molécuéeszA.

6.6.2.3 Complexes focaux et adhésions focales clex eucaryotes
supeérieurs

Comme nous l'avons vu avec les foyers d’actine dbiezyostelium en général, les
cellules adhérent a un substrat en formant des Liggtrets séparés les uns des autres. Chez
les eucaryotes supérieurs (dans les fibroblasteskdratocytes, les neutrophiles, les cellules
endothéliales notamment), les structures adhésiveeaucoup été étudiées et il apparait que
des assemblages protéiques, les complexes focalixgayiennent apres maturation les
contacts focaux (aussi appelés adhésions focalmsstituent les sites d’ancrage des cellules a
la matrice extracellulaire ou a un substrat (Bgeicet al., 1988 ; Fig. 6_24 A). Ces sites

d’ancrage relient le cytosquelette cellulaire 0N (matrice extracellulaire). Chaque contact
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focal est situé a quelques dizaines de nanomeg&da thatrice. Au centre de ces structures
adhésives, on trouve les intégrines, protéinessin@mbranaires, qui sont le lien entre les
protéines de I'ECM, la membrane plasmique et le plere protéique lié aux filaments
d’actine (Fig. 6_24 B). Les intégrines sont compssée deux chaines polypeptidiques, les
o- et B-intégrines, qui font office de liens transmembrees dans beaucoup de types
cellulaires (Hynes, 1992). Le domaine extraceltelaie I'intégrine se lie & des protéines de la
matrice extracellulaire comme la fibronectine ouvionectine. A l'autre extrémité, le
domaine cytoplasmique de l'intégrine est associtnanombre important de protéines en
particulier du cytosquelette. Parmi les protéineseés sites d’ancrage, citons-#ctinine, la
taline, la vinculine, la paxilline et la FAK (FocAtlhesion Kinase).

cytosquelette
filament intracellulaire
d'actine
a-actinine
7
protéine de = vinculine
formation 00—
de la coiffe paxilline

membrane
plasmigue

la fibronectine
(intégrine)

0 ¢10nm

1 1 matrice
Slnm extracellulaire

fibronectine £ 3

Figure 6_24: Sites d’ancrage au substrat des eucaryotes supérieurs.

A) Fibroblaste de souris. Inlmunomarquage de la vinculine (rouge) et marquage de l'actine avec de la
phalloidine (vert). Les fibres de tension ont leurs extrémités au niveau des adhésions focales riches en
vinculine. FA: Adhésions Focales, FX: compleXes Focaux (tiré de Kaverina et al., 2002). B) Représentation
schematique du lien, contenant des intégrines, entre la matrice extracellulaire, la membrane plasmique et le
cytosquelette intracellulaire (adapté d’Alberts et al., 1994).

Dictyosteliumpossede des homologues de protéines appartenacbatacts focaux
et décrites chez les mammiferes, comme la talineifideier et al., 1995), d-actinine
(Rivero et al., 1999) et aussi une protéine ayartmes caractéristiques des intégrines et qui

se lie a la taline (Cornillon et al., 2006). Defiutes Dictyosteliummutantes dépourvues de
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taline présentent une adhérence a un substraimfenteréduite (Niewohner et al., 1997).
SadA, identifiée comme protéine d'adhésion desulesl végétatives (Fey et al., 2002),
possede neuf segments transmembranaires putatifsissiomaines conservés semblables a
des domaines EGF dans sa partie prédite commeceliaire. Ces domaines EGF sont
similaires aux régions correspondantes dans dapn@éines comme les intégrines.

Les structures d’adhésion rencontrées dans diypestcellulaires sont variées. Par
exemple, les podosomes sont d'autres structuregdhé&on cellule-matrice qui attirent
beaucoup d’attention ces dernieres années (LintkKapp, 2005). Ces structures n’ont pas,

a ce jour, été identifiées chBictyostelium

6.6.3 Troisieme et quatrieme étapes dans la migram
cellulaire : le détachement du substrat et la rétration

Nous allons voir que les deux étapes de la migratibabord de détachement du
substrat, ensuite de rétraction, dépendent granutesiiene méme protéine, la myosine-Il des
cellules non musculaires, aussi appelée myosirsabplasmique par opposition avec la
myosine-1l de muscles qui ne se trouve jamais $ouse soluble cytoplasmique. On utilise
aussi parfois le terme de myosine conventionngli&, opposition aux myosines non
conventionnelles comme les myosines-l. Dans laesuibus appellerons myosine-Il cette
protéine qui a été isolée et identifiee dans nonderéypes cellulaires comme la levure et les
cellules de mammiferes. On pense qu’elle est ptésgans toutes les cellules eucaryotes
(Sellers and Goodson, 1995).

La myosine-Il est un moteur moléculaire. C’est @meyme qui hydrolyse I'ATP et
utilise I'énergie chimique ainsi récupérée pourduice une force mécanique en se liant & des

filaments d’actine.

6.6.3.1 Structure de la myosine-l|

La myosine-Il a une structure héxamerique similai® myosines des muscles lisse,
cardiaque ou squelettique. Elle consiste en deaknels lourdes identiques (d’environ 220-
240 kDa chacune) et deux paires de chaines légdtesviron 15-20 kDa pour chaque
chaine) (Clarke and Spudich, 1974). Chaque chabuedeé peut étre décrite comme
I'association de deux domaines : une téte globaildir c6té N-terminal qui contient des sites
de liaison a I'ATP, a l'actine et aux chaines légéet une longue queue du c6té C-terminal en
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forme de longue hélica. Les deux hélices. des deux chaines lourdes s’enroulent I'une
autour de l'autre pour former une superhélice dérformer un dimére stable qui a deux tétes
et une seule queue en forme de batonnet (Fig. &)2&haque téte globulaire a a la fois une
activité ATPase (dans les conditions physiologigudes 5 molécules d’ATP sont hydrolysées
par seconde) et une activité motrice et se lielx dbaines légeres différentes. Ces dernieres
sont appelées, pour des raisons historiques, clhedeee essentielle (Essential Light Chain,
ELC) et chaine légéere régulatrice (Regulatory Li@htain, RLC). La myosine peut étre
coupée par la trypsine en deux fragments partielignfionctionnels, appelés méromyosine
legére (light meromyosin, LMM) et méromyosine loairtheavy meromyosin, HMM) (Fig.
6_25 B). Le fragment S1 de la méromyosine lourdest@-dire la téte globulaire, qui
contient le site ATPasique, le site de liaison actine et les sites de liaison aux chaines
légeres, est suffisant pour assurer le réle de unat®léculaire mais ne peut pas former de
filament (voir sa structure dans la Figure 6 _25T@yoshima et al., 1987). Au contraire, la
longue queue du c6té C-terminal ne peut pas jauedle de moteur moléculaire, mais elle
permet de former des filaments épais de myosinkelsite de liaison entre deux myosines
étant situé sur les queues des myosines (Pastetradk 1989; Fig. 6 25 D). Les filaments
épais de myosine-Il sont, par construction, bipekialors que les filaments d’actine sont
unipolaires (Bray, 1992 ; Stryer, 1995).
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Figure 6_25: La myosine-Il.

A) Représentation schématique de la myosine-ll, avec ses deux chaines lourdes et ses

deux paires de chaines légéres.

B) La myosine-1l peut étre vue comme I'association de la méromyosine légére (LMM) et de la
méromyosine lourde (HMM). Le fragment S1 est la téte globulaire et contient le site ATPasique, le site
de liaison a I'actine et les sites de liaison aux chaines légéres.

C) Structure 3D de S1 déterminée par cristallographie de rayons X a 2.8 Angstréoms de résolution

(A, B et C, tirés de Stryer, 1995).

D) L'assemblage des myosines-Il en filaments épais bipolaires (d’environ 0.6-0.8um). Le site de liaison
entre deux myosines est situé sur les queues des myosines (tiré de Bray, 1992).
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6.6.3.2 Production de forces par la myosine-l|

L’interaction entre la téte d’'une myosine-1l et @ilaement d’actine adjacent va
permettre le glissement de ce filament d’actine na@port a la myosine grace au coup de
force de ce moteur moléculaire (power stroke; Big26 ; pour une revue, voir Spudich,
1994). L'analyse moléculaire de ce coup de forcpeemis de montrer que l'interaction
probablement entre une seule molécule de myosiateth seul filament d’actine correspond
a un déplacement de 5-20 nm et a la productiommes$ pouvant atteindre 7 pN (Finer et al.,
1994 ; Ishijima et al., 1994). Pour pouvoir pro@uites forces contractiles, les molécules de
myosine-Il doivent préalablement s’assembler efilament épais (de 0.6 - 0.8 um) qui tire &

chacune de ses extrémités sur deux filaments Tatside orientés tétes béches (Fig. 6_27).

Flldmentfm

G o ouay el ﬂﬂﬁﬁMUf"b{ Figure 6_26: Coup de force.

> Mécanisme hypothétique de la création d'une force
par interaction d'une unité S1 d'un filament de
myosine avec un filament d’actine. Lors du coup de

force, le filament d'actine se déplace par rapport au
y o — filament épais d'environ 10 nm. La libération de
Libération du P, 'ADP induit des changements conformationnels au
L niveau de S1, ce qui entraine le coup de force. La
GRS 3“@;@( et genération de force par la myosine-ll est possible
ST—— grace a l'energie d’hydrolyse de I'ATP. Cette pro-
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6.6.3.3 Régulation de la myosine-l|

Deux types de régulations a I'aide de kinases gihdsphatases interviennent, l'une,
sur les chaines Iégeres et l'autre, sur les chainedes. En effet, la phosphorylation d’une
des deux chaines légéres a deux effets in vilte peovoque un changement de conformation
de la téte de myosine, mettant ainsi en évideneesise de liaison a I'actine, et elle libére la

Figure 6_28: Régulation de la myosine-ll : phosphorylation des chaines légéres. La phos-
phorylation des chaines légéres est une condition nécessaire pour 'association en filaments épais.
En effet, elle permet de libérer la queue de la myosine-ll (tiré de Alberts et al., 1994).

filament bipolaire
de 15-20 molécules

chaines légéres de myosine site de liaison de I'actine
\\ﬂ h// /
3G [aoP) —1!!!%!!!!F
PHOSPHORYLATION  (BJ(E

queue de myasine libérée

ETAT INACTIF
{chaines |égéres non phosphorylées)

ETAT ACTIF
{chaines légéres phosphorylées)
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. - Figure 6_29: Régulation de la myosine-Il :

phosphorylation des chaines lourdes.

C Pour pouvoir former des filaments épais, les

chaines lourdes doivent étre déphosphorylées.

De nombreuses kinases des chaines lourdes

régulent 'assemblage en filaments épais avec

des localisations intracellulaires différentes pour
chacune de ces kinases (tiré de Liang et al.,

2002). A) Cellule en migration. B) Cellule en

début de division. C) Cellules aprés la division.
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gueue de myosine-ll, auparavant repliée, donnaméi da possibilité aux molécules de
myosine-1l de s’assembler en filaments épais bipedgFig. 6_28). L'enzyme responsable de
cette phosphorylation est appelée la kinase déndéne légére de myosine (Myosin Light
Chain Kinase ou MLCK) (Alberts et al., 1994). Aunt@ire, la phosphorylation des chaines
lourdes entraine le désassemblage des filameritsd@ayosine-1l. La déphosphorylation de
ces chaines est une condition nécessaire a la iormaes filaments. En particulier, chez
Dictyostelium au moins quatre types de kinases phosphorylentchaines lourdes : la
MHCK-A, la MHCK-B et la MHCK-C et la MHCK-D et ceguatre kinases ont des réles
distincts (Fig. 6_29 ; De La Roche et al., 200&ng et al., 2002):
- la MHCK-A joue un rble dans la relaxation des gkt le désassemblage des
filaments au niveau des péles lors de la divisigiutaire
- la MHCK-B est présente dans le cytosol et contribu turnover continu et uniforme
des filaments de myosine-I|
- la MHCK-C facilite I'enlévement de la myosine-lads I'anneau de contraction d’une
cellule en division et a I'arriere d’une cellule mrigration
- la MHCK-D dont le réle n’a pas encore été clairaméabli.

La présence de quatre MHCKSs souligne I'importarned¢adrégulation de I'assemblage
des filaments de myosine-Il pour des cellules corBméiscoideungui migrent rapidement.

Un autre type de régulation par les ions calciugtéamise en évidence par Yumura
(1993). Son étude a montré, a l'aide d’ionophorearde calcium, que I'assemblage de
filaments de myosine-Il cheRictyosteliumétait déclenché par le calcium. Une autre étude
avec des cellules ne présentant pas d’entrée deauralaprés stimulation par 'AMPc a
indiqué une translocation et un assemblage toaitanbrmaux de GFP-myosine-Il (Levi et
al., 2002). Ces deux travaux suggérent donc I'erist d’au moins deux voies indépendantes
de régulation de I'assemblage des filaments de mgd§ I'une dépendant du calcium et

I'autre pas.

6.6.3.4 Fonctions de la myosine-ll dans différentgrocessus
biologiques. Rdle dans la migration cellulaire

Différentes techniques ont permis d’énormes avandées la compréhension du réle
de la myosine-Il dans divers organismes. En pditicua technique de fusion de protéines
fluorescentes comme la GFP a permis de localisefillanents épais de myosine-1l (Moores
et al., 1996). Les manipulations génétiques peemete fabriquer des mutants null pour la

myosine-1l ou de muter certains sites de la pret@&nt aussi apporté d’'importants résultats
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guant aux fonctions jouées par la myosine-Il etpariculier, par certains sites spécifiques
(Knecht and Loomis, 1987; De Lozanne and Spudi@871 Ruppel et al., 1994). Une
troisieme classe d’expériences utilisant des systemeconstitués a l'aide de protéines
purifiees a aussi permis de comprendre le foncéorent moléculaire des filaments de
myosine-1l (Kron and Spudich, 1986). Enfin, la bigle structurale a apporté de précieuses
informations quant a la structure tri-dimensionaelé la protéine permettant de suggérer des
modeles de fonctionnement (pour des revues, \Riuppel and Spudich, 1995; Ruppel et al.,
1995).

Chez Dictyostelium on dénombre un seul géne codant pour la chaumeldode la
myosine-1l. Ce géne a été cloné en 1985 (De Lozaina., 1985) et séquencé en 1986
(Warrick et al., 1986). Les mutants myo-II-null s@pparus dés 1987 (Knecht and Loomis,
1987; De Lozanne and Spudich, 1987; Manstein e1989; Ruppel et al., 1994) et toute une
série de mutations de sites spécifiques de la ipotént aussi permis de disséquer le
fonctionnement moléculaire du moteur (Ruppel et #94) . La fusion GFP-myo-Il a été
utilisée dans cette amibe dés 1996 (Moores efl@96). A peu pres au méme moment, de
nombreuses expériences in vitro a I'aide de pretpurifiées d’'actine et de myosine-Il ont
permis de mieux comprendre le fonctionnement mddér@ude ce moteur ainsi que son mode
de liaison a l'actine dans la génération du cougodee (Fig. 6 30 ; Spudich et al., 1985;
Kron and Spudich, 1986; Toyoshima et al., 1989;dayet al., 1990; Uyeda et al., 1991). Le
réle de la myosine-Il cheRictyosteliumest donc déja trés amplement documenté.

Des études utilisant le marquage par immunoflu@mse ont indiqué que la myosine-
Il était localisée au niveau de l'anneau de coctédri (dans le sillon de division) d’'une
cellule en division et a l'arriere d’'une cellule enigration. Ces travaux ont suggéré que la
myosine-1l permettait la production de forces datcaction lors de la division cellulaire, de
la migration cellulaire, et de la contraction dupcellulaire en réaction a une stimulation
uniforme par 'AMPc (Yumura et al., 1984; Fukui,28 Yumura, 1993).

Ensuite des souches mutantes de cellDlediscoideunrmyo-II-null ont été réalisées
(Knecht and Loomis, 1987; De Lozanne and Spudi@871 Manstein et al., 1989). Ces
cellules sont viables et peuvent migrer mais meiffisacement. Elles forment des agrégats
multicellulaires anormaux ne donnant pas de caonydifere. De plus, elles ont un défaut lors
de la division cellulaire, et ne peuvent se divigee sur substrat solide. En effet, elles
meurent en culture agitée, et ne peuvent moddiar forme tri-dimensionnelle sans adhérer a
un substrat (Shelden and Knecht, 1996). Méme sistiat solide, ce défaut dans la division

entraine la formation de cellules polynuclées paligtrement grosses.
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L'utilisation de ces souches myo-IlI-null a aussinpis de montrer cheRictyostelium
gue ces cellules étaient environ trois fois plugds, plus rondes, et moins bien polarisées
dans un gradient de cAMP (Wessels et al., 1988)alle des pseudopodes ainsi que leur
vitesse de croissance est environ la moitié deselé la souche parentale, ce qui suggére un
réle important de la myosine-Il dans la formatiaes grotrusions. De plus, il a été soutenu
gue la myosine-1l était nécessaire pour la fornmatee coiffes (capping) de protéines
membranaires réticulées par une lectine tétraval@atconcanavaline A) (Pasternak et al.,
1989). Ce méme article rapporte que la myo-ll géném partie la tension corticale du
cytosquelette d’actine. Plus tard, Aguado-Velasecd Bretscher (1997) ont montré que les
cellules myo-ll-null pouvaient toujours former desiffes de protéines membranaires
réticulées par la ConA mais moins efficacement lggecellules « sauvages ». Le transport
vers le bord arriere de la cellule et la formatide clusters de billes recouvertes de
concanavaline A ne nécessite pas de myosine-Il uamagytosquelette d’actine intact (Jay and
Elson, 1992). Ces études qui montrent que lesleslimyo-II-null sont toujours capables de
« capping », de générer un mouvement de partiemesirface et de migrer, réhabilitent donc
I'idée qu’une relation mécanistiqgue entre la cagaai coiffer des protéines membranaires
(liee au transport de particules en surface) eafacité de migrer n’est pas exclue.

Des études sur différents substrats ont montré lguenyosine-Il participait au
détachement du substrat et a la rétraction dadrarde la cellule (Jay et al., 1995). D’autres
travaux ont cherché a comprendre quel était lelenod de développement des cellules myo-
[I-null (Eliott et al., 1993). Une possibilité egtie le cortex de ces cellules est trop mou pour
résister aux forces produites dans les courantgé@iation. Les mutants myo-Il-null sont en
effet incapables de pénétrer dans un corps multiagk formés par des cellules sauvages
(Shelden and Knecht, 1995).

La possibilité de facilement manipuler génétiquentatte amibe a permis de tester
les effets de mutations d’'un acide aminé particute d’'un domaine particulier d’'une
protéine. Ainsi la lysine 130 de la myosine-Il @spliguée dans l'interaction entre la téte de
la myosine et 'ATP (Ruppel et al., 1994). Un awoidde aminé (I'arginine 1880) de la queue
de la protéine est indispensable pour la formatierfilaments épais (Moores and Spudich,
1998). Un domaine de la queue de la chaine lowstlaéeessaire pour le désassemblage des
filaments in vivo (Egelhoff et al., 1991). La chaitégére régulatrice joue un réle dans la

division cellulaire et le développement (Chen gt994).
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Wild type

Figure 6_30: Systéme in vitro.

Des molécules sont attachées a des
billes qui se déplacent dans une seule
direction, le long des filaments d'actine
lorsque I'ATP est hydrolysé (tiré de
Stryer, 1995).

Figure 6_31: La GFP-myosine-Il est un
outils précieux pour suivre la distribution
intracellulaire de ce moteur moléculaire.
A) Cellule Dictyostelium en migration dont
l'arriére en rétraction est marqué par la
GFP-myosine-Il. B) Cellule en division: la
GFP-myosine-ll s’accumule au sillon de
division (tiré de Robinson et al., 2002).

Figure 6_32: La myosine-ll participe a la rétraction
lors de la migration cellulaire.

Au contraire de cellules sauvages qui réetractent
efficacement, les cellules myo-ll-null montrent une
rétraction déficiente (tiré de Uchida et al., 2003).

149



Grace a la découverte de la protéine GFP (Greeworddoent Protein) et aux
possibilités de fusion avec d’autres protéinestdiét, il est devenu possible de suivre la
distribution intracellulaire de protéines de fusidmnsi, en transformant des cellules myo-II-
null avec un plasmide codant pour la GFP-myosinéelphénotype sauvage a été restauré et
la dynamique en temps réel de redistribution deeqabtéine a pu étre observée (Moores et
al., 1996). Ces observations ont confirmé la Isedion de la myosine-Il dans les régions en
contraction (sillon de division et arriere par exde) et ont aussi permis une analyse plus fine
de cette redistribution (Fig. 6_31 ; Robinson et2002). Par ailleurs, il est a noter que, dans
des cellules sauvages, la myosine-Il n'est pas dantes les conditions expérimentales
particulierement concentrée en anneau au sillagivdgion (Neujahr et al., 1997). Ceci est en
accord avec le fait que la division cellulaire pesgt dérouler quasi normalement sans
myosine-1l dans des conditions favorables (attagmna un substrat solide). Dans des
conditions défavorables, comme en culture agigecellules myo-II-null ne peuvent pas se
diviser, probablement car elles ne peuvent pas firodieur forme sans étre en contact avec
un substrat (Shelden and Knecht, 1996). Dans @&sautonditions défavorables comme en
compression sous une couche de gel d’agar, laialivest retardée dans les cellules sauvages
et se fait trés difficilement sans myosine-Il (N&uj et al., 1997). Par ailleurs, sous stress
hyper osmotique, la myosine-1l est recrutée dansoléex qui forme une coquille rigide
autour des cellules (Kuwayama et al., 1996). L'idée ressort de ces observations est que
sous des forces extérieures (pression osmotiquepression sous gel d’agar, ...), la cellule
contracte globalement plus (peut-étre par un peusesl’inhibition du désassemblage des
filaments épais) et utilise plus la myosine-Il e¥aation aux forces extérieures d’ou son
accumulation marquée en filaments épais au sil®dlidision, ou a I'arriere, ou sous forme
de coquille autour de la cellule. Les cellules sm@s sur substrat solide recouvert de liquide,
elles, ne sont pas stressées et n'ont pas pagtienient besoin de recourir a la myosine-Il
sous forme d’anneau contractile pour se diviseujile et al., 1997).

Des travaux plus récents confirment que la myoHij@de un rdle important dans la
rétraction de l'arriere (Fig. 6_32 ; Uchida et aD03), contribue a rigidifier le cortex d’actine
en tant que protéine de réticulation (Laevsky améddkt, 2003), et limite la formation de
protrusions sur les cotés favorisant ainsi la dinecalité du mouvement (Parent, 2004;
Postma et al., 2004). Néanmoins d'autres étudewithies et expérimentales apportent le
doute en soutenant au contaire que la myosineslifierait le cytosquelette d’actine et le
rendrait plus mou et moins résistant aux déformatigHumphrey et al., 2002; Keller et al.,

2003). Dans ces études, il est suggéré que la merdisest une protéine de réticulation tres
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dynamique qui permet un réarrangement du cytostjeetes rapide contrairement a d’autres
protéines de réticulation qui s’associent et seatient plus lentement avec 'actine et donc
rendent le cytosquelette d’actine plus rigide disscellules myo-IlI-null. D’autres travaux

sont nécessaires pour trancher sur ce sujet.

6.6.4 Les microtubules dans la migration cellulaire

Pendant [linterphase, les microtubules d&ctyostelium forment un réseau
cytoplasmique de filaments creux qui rayonnent @datrosome (centre organisateur des
microtubules) a partir duquel ils croissent en padyisant des unités de dimeéres de tubuline
(o et ). lls s’étendent vers le cortex périphérique, Emgsouvent le cortex et peuvent étre
courbés a leur extrémité de telle manieére que detteiere revient vers le centre de la cellule
(Fig. 6_33 ; Koonce and Khodjakov, 2002). Commefilesnents d’actine, les microtubules
sont orientés avec une extrémité qui croit rapidegnfeotée +) et une extrémité (notée -)
stabilisée par le centrosome. lls se dépolymériserste repolymérisent continuellement et
sont des structures dynamiques et tres motilese(fdtet al., 1994). A partir d’observations
en microscopie électronique et de fluorescencegestime entre 30 et 70 le nombre de
microtubules par centrosome ch&xctyostelium (Moens, 1976; Kuriyama et al., 1982;
Kimble et al., 2000). Il a été montré que les ntigbolles jouaient un réle important dans
divers processus biologiques comme le trafic d'oitga a I'intérieur de la cellule (Clarke et
al., 2002) ou la division cellulaire (McIntosh &t 4985; Neujahr et al., 1998). En particulier,
les moteurs moléculaires liés aux microtubules lmdaucoup été étudiés et ces études ont
déemontré que la kinésine et la dynéine dirigentmieuvement des organites le long des
microtubules qui jouent alors le role de rails (F8g34 ; Alberts et al., 1994).

La dynéine, qui se déplace vers I'extrémité moias dhicrotubules, a été identifiée
chezDictyostelium(Koonce and Mcintosh, 1990) et est principalenienalisée au cortex
(Koonce and Khodjakov, 2002). Il a été prouvé dea’g¢buait un réle dans les interactions
microtubules-cortex (Koonce and Samso, 1996; Ko@ted., 1999). Des protéines associées
a la dynéine (Hestermann et al., 2002), comme fachine (Ma et al., 1999), sont aussi
localisées au cortex. Ces données avec des oleassanicroscopiques indiquant un
positionnement du centrosome en relation avec lesvements de MTs prés et le long du
cortex (Fig. 6_35_A ; Neujahr et al., 1998; Koomeel Khodjakov, 2002; Hestermann et al.,
2002) ont permis ['élaboration d'un modéle, gérémant accepté, selon lequel les

microtubules s’étendent du centre organisateur lgengériphérie ou ils font des contacts
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dynamiques avec le cortex dépendant de la dynéide la dynactine (Fig. 6_35_B). Ainsi, la
dynéine corticale (par opposition a la dynéine pigsmique) fournit une force de traction qui
détermine le positionnement du centrosome et gasienicrotubules sous forme de réseau
etire.

Figure 6_33 (gauche): Cellule Dictyostelium discoideum marquée
ala GFP-o-tubuline. Le réseau de microtubules s’étend du centro-
some en forme d'étoile. Les microtubules sont courbés a leur
extrémité de sorte que celle-ci revient vers le centre de la cel-

lule (pointeur) (tiré de Koonce and Khodjakov, 2002).

Figure 6_34 (dessous): Les microtubules servent de rails a des
moteurs moléculaires. (A) Les kinésines et les dynéines cyto-
plasmiques sont des protéines qui se déplacent généralement
dans des directions opposées le long d’un microtubule. Ces pro-
téines sont des complexes composés de deux chaines lourdes
identiques et de plusieurs chaines légéres plus petites. Chaque
chaine lourde forme une région de téte globulaire qui attache la
protéine aux microtubules d’'une facon dépendante de 'ATP. (B et
C) Micrographies électroniques d’'une molécule de kinésine (B) et
de dynéine cytoplasmique (C). Tiré de Alberts et al., 1994.

extrémité plus extrémité moins

chaines
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Figure 6_35: Les microtubules forment des points d’attache
avec le cortex.

A) (gauche) Le coude indiqué par le pointeur est un point de
production de force du cortex sur le microtubule. Aprés ce
coude, le microtubule longe le cortex (tiré de Koonce and
Khodajakov, 2002).

B) (dessous) Dessin schématique d’'une cellule Dictyostelium
discoideum. Les extrémités + des microtubules font des contacts
dynamiques avec le cortex. En particulier, on trouve dans ces
complexes protéiques de liaison la dynéine corticale et la
dynactine (tiré de Hestermann et al., 2002).
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Récemment, de nouvelles études ont apporté un héchairage et ont montré que les
microtubules remplissaient des fonctions importauhtes de la migration cellulaire justement
grace aux interactions de ces derniers avec leexcat la participation de nombreuses
protéines de régulation.

ChezDictyosteliumet d’autres amibes, le centrosome ne détermindgpdisection de
migration mais stabilise un pseudopode en se réposant dans la direction de la protrusion.
En effet, si le centrosome ne suit pas I'émissieradprotrusion dans les 30 secondes, alors
celle-ci est rétractée (Ueda et al., 1997; UedaQ@githara, 1994). Les microtubules peuvent
donc étre considérés comme des capteurs des chanigetie direction qui aident a maintenir
en permanence le centrosome en position centraléa d=llule. De cette maniére, les
microtubules jouent un réle dans la directionnaliiémouvement cellulaire.

Dans d’autres types cellulaires comme les fibrdbkgdes microtubules interagissent
avec les zones d'adhésion au substrat et facilleant dissolution ou leur détachement en
interagissant avec le cytosquelette d’actine (BteManneville, 2004). Ces mécanismes
nécessitent la participation de nombreuses pratémd se lient aux extrémités + des
microtubules (Small and Kaverina, 2003) et conferanx microtubules un réle dans

I'établissement de la polarité cellulaire.

6.7 Chimiotactisme, voies de signalisation. Déteati
d’'un gradient chimique, polarisation et orientation
cellulaires

Dictyostelium discoideura beaucoup été utilisé pour étudier le chimiotaoti afin de
découvrir et comprendre les voies de signalisati@mant a la polarisation et a I'orientation
cellulaires dans un gradient de chimioattractanti{ples revues, voir Parent and Devreotes,
1999; Chung et al., 2001; Comer and Parent, 200&;rddtes and Janetopoulos, 2003;
Kimmel and Parent, 2003).

Dictyosteliumposséde des récepteurs a 'AMPc qui sont coupléspaotéines G
hétérotrimériques. Ces récepteurs, de méme quardésines G, sont uniformément répartis
sur la membrane plasmique. Ce sont des réceptelosnmbnes a 7 segments (hélices)
transmembranaires. Lorsqu’ils sont activés paiaiadn de molécules d’AMPc, les protéines
G hétérotrimériques (constituées de trois unite$ et y) sont a leur tour activées et se
dissocient en sous-unitésp,Get G, Cette activation a lieu a l'avant de cellules qui

chemotaxent (Parent et al., 1998). L’ensemblg &btive alors toute une série de protéines
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telles la phosphoinositide 3-kinase, Pf3iine kinase qui phosphoryle le lipide PI(4 53R
P1(3,4,5)R et le PI(4)P en PI(3,4)p I'adenylyl cyclase (AC) (qui transforme une nmmlée
d’ATP en une molécule dAMPc qui jouera un réle skcond messager intracellulaire et
extracellulaire), la guanylyl cyclase (GC) (quinséorme une molécule de GTP en une
molécule de GMPc qui jouera aussi un réle de seocoesbager intracellulaire) et la protéine
Ras, une protéine de la famille des petites RhoGa@®ajui active aussi la PI3K (Fig. 6_36).
La protéine Ras est un régulateur amont esserdigl [factivation de la PI3K en réponse a
'’AMPc (Funamoto et al., 2002). Elle est nécessawer I'activation de la PI3K mais pas
pour sa localisation a la membrane, prouvant ltexise de deux voies amont indépendantes,
une pour la localisation a la membrane de la PI2ktre pour son activation. La localisation
et l'activation de la PI3K au niveau de la membrat@smique dirige la formation de
nouvelles protrusions et le mouvement cellulaiteest & noter que le PI(3,4,5)P3, lipide
membranaire et produit de la PI3K, a une positiowilpgiée dans la cellule : c’est la
molécule la plus amont des voies de signalisatimmuae pour montrer une asymétrie pendant
le chimiotactisme et qui est suffisamment en awalrpnduire la polarisation et la motilité.
Ainsi, du coté de la cellule activé par 'AMPc vacumuler du PI(3,4,52 qui a la
particularité de se lier a et de recruter des prege qui contiennent un domaine PH
(pleckstrin homology). Parmi ces protéines, onveila PhdA, Akt/PKB, CRAC qui vont
donc se lier a la membrane, en quantité, du cotukt par ’AMPc. Ces protéines contenant
un domaine PH activent la polymérisation de I'agtin

Au contraire des activations vues plus hayy, iBhibe la phosphatase PTEN du coté
avant de la cellule (PTEN détruit les produits dePI3K et inhibe donc les voies PI3K-
dépendantes, voir Figure 6_37). La localisationPd&N (aux cotés latéraux et postérieur
d'une cellule qui chemotaxe) est 'opposé de lalisation de la PI3K (Funamoto et al.,
2002). A I'arriere, on pense que PAKa inhibe lagsi@ A de la chaine lourde de la mysoine-ll
(la MHCKA), ce qui stimule I'assemblage de la myofChung and Firtel, 1999). Une
cascade de signalisation impliquant le GMPc jouerGle majeur dans la régulation de la
myosine-1l via I'activation de GbpC, une protéing gontient des domaines homologues a
Ras (Bosgraaf et al., 2002). Cette cascade coraddiaissemblage de la myosine-ll en

filaments épais et donc la contraction du c6té ep@u c6té stimulé par 'AMPc.

% En fait, Dictyosteliumposséde 3 PI3Ks de classe 1 que sont la PIBKK2R#8PI3K3. Ces PI3Ks contiennent
toutes des domaines qui se lient a la protéing(dRamaines RBDs pour Ras Binding Domains). La PIRK@

un réle plus important que la PI3K1 dans les vdresignalisation utilisant une PI3K a la suite @wattivation
par '’AMPc. Cependant, la PI3K1 et la PI3K2 agisgmobablement de maniére synergique dans les ségon
dépendant de la PI3K et sont toutes les deux kxadi a I'avant protrusif de la cellule.
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L'ensemble de ces voies de signalisation entraident I'apparition de deux cotés de
la cellule bien distincts : un c6té ou est actil@polymeérisation de l'actine et un coté ou est
activée la contraction due a la formation de filatsele myo-Il. La cellule est donc polarisée
avec un coté qui protrude et un coté qui rétrattelle est orientée par rapport a la source

d’AMPc, les protrusions étant dirigées vers lestésgoncentrations d’AMPc (Fig. 6_38).
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J'. Figure 6_37 (ci-dessus): actions antagonistes de la
oo kinase PI3K et de la phosphatase PTEN. Les deux
and tearretraction phosphoinositides PI(3,4)P, et PI(3,4,5)P; peuvent

servir de sites de liaisons pour de nombreuses
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Figure 6_36 (ci-dessus): Voies de signalisation protéines contenant des domaines PH, comme
menant a la régulation spatiale et temporelle Akt/PKB, CRAC, PhdA. Certaines de ces protéines se
de la réponse chimiotactique de D. discoideum |ignt préférentiellement au PI(3,4)P, ou au PI(3,4,5)P,.

dans un gradient d’AMPc (tiré de Kimmel and

Parent, 2003). La protéine SHIP est donc un point de régulation et

peut faire une sélection entre les voies de
signalisation dépendant de la PI3K, en jouant sur les
niveaux de PI(3,4)P, et PI(3,4,5)P,. Le substrat princi-

pal de la PI3K, le PI(3,4)P,, est aussi un substrat pour

A cAMP la phospholipase C (tiré de Chung et al., 2001).
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Figure 6_38: En réponse a la présence d’'un gradient dAMPc, les
cellules sont polarisées. A) (gauche) L'activation de nombreuses
voies de signalisation par 'AMPc provoque l'apparition d’'une
polarité cellulaire: en amont du gradient d’AMPc, le front avant
émet des protrusions riches en actine. Al'arriére, la myosine-ll est
activée et provoque la rétraction (tiré de Firtel and Chung, 2000).
B) (ci-dessus) Exemples de la localisation de différentes
) protéines dans une cellule Dictyostelium répondant a un gradient
A yoan. I d’AMPc (l'astérix représente I'extrémité de la micropipette). Alors
coniraction que les récepteurs couplés aux protéines G et les protéines G
sont uniformément réparties tout autour de la cellule, d’autres
protéines comme des protéines contenant des domaines PH, la
) caR1 cAMP receptor P13k PTEN et PAKa montrent une distribution asymétrique entre
le front avant et le front arriere (tiré de Comer and Parent, 2002).
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L’amibe Dictyostelium discoideurpeut détecter un gradient d’AMPc tres faible, avec
des différences de concentrations aussi faibles28tieentre les fronts avant et arriere de la
cellule. Il existe donc un mécanisme d’amplificatiqui permet a la cellule de créer un
gradient intracellulaire beaucoup plus élevé que gedient de chimioattractants
extracellulaire qu’elle détecte. Ces mécanismempldication sont souvent associés a des
boucles de feedback positif ou négatif entre plusi@rotéines (Weiner, 2002). Par exemple,
dans les neutrophiles, les protéines de la fandidle RhoGTPases contrélent des aspects
fondamentaux du chimiotactisme. Rac se trouve watif et participe a une boucle de
feedback positif avec la PI3K et la F-actine. Arriare, Rho et ROCK (PAKa chez
Dictyostelium activent 'assemblage de la myosine-ll. Des besiale régulation négative
font intervenir des RhoGTPases et des GEFs (factkéchange GDP/GTP, Guanine
nucleotide Exchange Factor) de ces RhoGTPasesludeqges deux voies qui font chacune
intervenir une petite GTPase (Rac et Rho) s’inhibentuellement ce qui renforce leur
séparation spatiale et amplifie le gradient chiraiquracellulaire (Fig 6_39 ; Meili and Firtel,
2003; Li et al., 2003; Xu et al., 2003). Des modétlie « self-organization » ou de « self-
organizing pattern formation » sont proposés. Ceslales théoriques consistent en des
boucles de feedback positif a courte portée pounettre I'auto-amplification du signal et
des boucles de feedback négatif a longue portéepgumnettent l'inhibition de voies de
signalisation a partir de ce méme signal. En aceest une auto-amplification du signal a
I'avant, Postma et al. (2004) ont proposé que @éshp matures de PIP3 étaient formés en
s’auto-amplifiant a partir du moment ou un minimdenPIP3 étaient synthétisés en réponse a
de trés faibles concentrations d’AMPc. Les propgétles patchs ne dépendent pas du
stimulus chimique, seulement leur probabilité dagpon dépend du signal. L’avantage de ce
genre de structures qui s'auto-organisent et s‘amtplifient et qui possédent un seuil

d’activation faible est qu’elles sont faciles aiaet localement.

Receptor Figure 6_39: Création d’'un
[ gradient intracellulaire eleve.
’ Gu‘i'l La présence de boug[es Iocg-
G: = les de feedback positif ou né-
| gatif entre plusieurs protéines,
.l{ comme illustré ici, a l'avant,
GE’Y avec une boucle de feedback
¥ X Rho positif entre la PI3K et Rac,

— ainsi qu’une inhibition mutuelle
PI3K Rac 1 ROCK des voies menant a la polymé-
e 1 ’ risation de l'actine a 'avant et
/ a la rétraction a l'arriére, ampli-

F-Actin ‘\, Actin/Myosin filaments .~ fient grandement le gradient
chimigque intracellulaire qui
Gy PiXa Cded2 = devient beaucoup plus éleve
PAK1 /PPTENN,_, g_— que celui extracellulaire qui lui
g a donné naissance (tiré de

Meili and Firtel, 2003).
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D’autre part, il faut bien distinguer, le « compesimiotactique » qui permet la
« sensibilité directionnelle » et est donc respblesade l'orientation cellulaire, de la
polarisation cellulaire qui traduit juste la fornasymétrique de la cellule avec un front
protrudant et un arriere rétractant. La preuve spresibilité directionnelle et polarisation sont
deux mécanismes régulés indépendamment proviexpéliences de chimiotactisme sur des
cellules exprimant la protéine fluorescente CRACPGEt dont le cytosquelette est
dépolymérisé par la latrunculine-A. Soumises a radignt chimique, ces cellules détectent
toujours le gradient et s’orientent vis-a-vis dedegnier : elles montrent un recrutement de
CRAC-GFP face a la source d’AMPc. Pourtant, ellegpauvent ni protruder, ni rétracter (a
cause de la latrunculine-A) et ne sont donc paarées (Fig. 6_40 ; Parent and Devreotes,
1999; Devreotes and Janetopoulos, 2003). Invergemaesensibilité directionnelle n’est pas
nécessaire pour qu'une cellule soit polarisée eeptace (Insall et al., 1996; Escalante et al.,
1997). La sensibilité directionnelle peut existans polarité et la polarité peut exister sans
sensibilité directionnelle. Actuellement, les actemoléculaires qui font partie du compas
chimiotactique sont recherchés. Dans des neutexphila été montré que RIXun domaine
des protéines PIX qui sont des facteurs d’échange/GDP, qui active notamment Cdc42 et
Rac), G,, PAK1 (une protéine qui régule l'organisation @tdynamique du cytosquelette
d’actine), Cdc42, et la PI3Kfaisaient partie du compas (Li et al., 2003). Chezyostelium
la PI3K fait probablement partie du compas chintdtige mais elle n’est pas indispensable
au bon fonctionnement de ce compas. En effet, ure anécanisme avec des voies de
signalisation indépendantes de la PI3K permet alessiiriger le mouvement cellulaire, étant
donné que des cellules avec PI3Ks inactives (abseoti inhibées) montrent encore un

mouvement directionnel vers la source de chimiaeténts (Funamoto et al., 2002).

Figure 6_40: Distinction entre sensibilite
directionnelle et polarisation cellulaire.

Ces cellules exprimant la protéine CRAC-

GFP sont traitées avec 0.5 yM de latrunculine
qui provoque la dépolymérisation du cytosque-
lette d’actine. Soumises a un gradient ’AMPc
(bout de la pipette indiqué par I'astérix), elles
montrent un front de CRAC-GFP oriente dans
la direction du gradient. Elles ont donc pergues
la direction du gradient et sont orientées.
Cependant, elles ne sont pas polarisées: elles
n’ont ni front avant qui protrude, ni front arriére
qui rétracte (tiré de Parent and Devreotes, 1999).
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Pour détecter la présence et la direction d’'unigradde chimioattractants, deux
mécanismes ont été proposeés, un mécanisme deiokéteamnporelle et un mécanisme de
détection spatiale. Dans le modele temporel, lduleelmesure la concentration de
chimioattractants au temps t, puis protrude pendargt fait une deuxieme mesure de la
concentration au temps tAt. La comparaison de ces deux mesures permet éllldecde
prendre une décision : si la concentration a autgeehe mouvement est maintenu dans la
méme direction; au contraire, si la concentratiomimue, la cellule change d’orientation.
Dans le modele spatial, la cellule compare en peemee |'état d’occupation de ses
récepteurs par les chimioattractants tout autoursademembrane et se dirige vers la
concentration maximale de chimioattractants. Legéagnces avec celluldsictyostelium
traitées a la latrunculine-A, dont je viens de @aglus haut, prouvent que le modele spatial
est valable pour ces cellules qui ne peuvent patsyoter. Ces cellules détectent le gradient et
s’orientent en comparant les concentrations de icaittnactants de chaque coté de la cellule.
Dans des cellules sauvages non traitées, il estijesque le mécanisme de détection
temporelle améliore la détection spatiale, grace mesures a deux temps distincts de
concentrations au bout d’'un pseudopode qui se dgpel

D’autre part, lorsqu’une cellulPictyosteliumest soumise a une élévation soudaine et
uniforme de la concentration de chimioattractacedle-ci passe par trois phases successives.
D’abord apparait un cortex d’actine intense sutet@a périphérie aprés environ 8 secondes.
Puis, dans une deuxiéme phase, ce cortex disprajpparait un cortex de PTEN ou de
myosine-1l apres environ 30 secondes (Etzrodt.e2806). Finalement, ce deuxiéme cortex
disparait et la cellule fait des protrusions daffémntes directions (on parle aussi de patchs ;
Postma et al., 2004). Pour expliquer cette répanse stimulus uniforme ainsi que celle a un
gradient, un modele a été développé par le groefdeedreotes. Il s'agit du modeéle de locale
activation et globale inhibition. Chaque proces@dtivation et inhibition) est controlé par
'occupation des récepteurs a I'AMPc. L’activatiotocale et rapide augmente
proportionnellement a la fraction locale de récersteoccupés. L'inhibition lente et globale
augmente proportionnellement a la fraction global®yennée sur la cellule de récepteurs
occupés. En régime permanent, dans un gradienidgunéma I'avant de la cellule, I'excitation
dépasse l'inhibition, ce qui méne a une réponssigiante. A I'arriere, l'inhibition dépasse
I'excitation et aucune réponse positive n'appafgit. 6 41 ; Parent and Devreotes, 1999;
lijima et al., 2002; Janetopoulos et al., 2004).
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Back of cell Front of cell

Response - Response
Inhibition o Excitation
( \ Inhibitor C
diffuses
Fx&}ram:n freely Jhibition
minutes minutes

Steady-state
Spatial Response

Excitation Figure 6_41: Modéle de locale activation et de
‘ globale inhibition.
Inhibition / L'activation locale et rapide augmente proportionnelle-
ment a la fraction locale de recepteurs occupes.
/ L'inhibition lente et globale augmente proportionnelle-
ment avec la fraction globale moyennée sur la cellule
Response de récepteurs occupés. Ainsi, a I'avant, I'excitation
Back Front dépasse linhibition. A l'arriére, I'inhibition dépasse
_—— I'excitation. Ce modéle explique comment une cellule
peut détecter la direction d’un gradient chimique extra-
Chemoatiractant Gradient cellulaire (tiré de Janetopoulos et al., 2004).

Des expériences de stimulation uniforme par 'AM@pplication brutale d'une
concentration constante d’AMPCc) et de changemenisagdition de la micropipette contenant
I’AMPc montrent que les celluld3ictyosteliumsont capables de réarranger leur cytosquelette
d’actine en quelques secondes (McRobbie and Netw@ll5; Schleicher and Noegel, 1992;
Gerisch et al., 1995; Postma et al., 2004; Etzevdt., 2006). Cette réponse rapide nécessite
des changements immeédiats dans la régulation cdiauwéde filaments d’actine et montre le

caractére tres dynamique du cytosquelette.

6.8 La production de forces et leur transmission au
substrat

6.8.1 Trois types de forces

Comme nous en avons déja parlé, dans le cas @s Hlhctionnalisées (Noireaux et
al., 2000; Wiesner et al., 2003; Marcy et al., 20&tdde la bactérieisteria monocytogenes
apparait clair que la polymérisation de l'actinea&urface de I'objet permet de générer des
forces de propulsion. Or pour pousser un objele(lili cellule ou membrane plasmique), les
filaments d’actine doivent rentrer en contact aveicobjet. D’'un autre c6té, pour polymériser
I'actine, de nouvelles sous-unités doivent se glientre les extrémités barbées des filaments

et I'objet de maniere a allonger les filaments eidpire les forces qui poussent I'objet.

Autrement dit, comment une sous-unité d’actine paltnger un filament contigu a une
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surface ? Il existe plusieurs modéles qui tentenégondre a cette question. Dans un modele,
« the elastic Brownian ratchet », le filament diaetest vu comme un ressort qui se courbe
constamment du fait de I'énergie thermique. Quamsti courbé, une nouvelle sous-unité de
G-actine peut se faufiler au bout. La force estittese quand le ressort se redresse contre la
surface. C’est ce redressement d’un filament aBang fournit la force propulsive (Mogilner
and Oster, 1996). Un autre modéle propose que yesimes-I, liées aux filaments d’actine et
a la membrane plasmique (voir le paragraphe syivpatmettent de pousser la membrane,
facilitant ainsi la polymérisation de nouvelles tési d’actine globulaire aux extrémités
barbées (pour une revue, voir Mitchison and Craf@96).

Nous avons aussi évoqué la production de forces dor mouvement d’organites
intracellulaires qui se déplacent le long de migbotes. Les mouvements cellulaires peuvent
aussi étre engendrés par des protéines motriceségspmoteurs moléculaires qui se lient soit
a des microtubules (comme la dynéine), soit a damdnts d’actine et utilisent I'énergie
d’hydrolyse de I'ATP. Des douzaines de protéinegrices différentes ont maintenant été
identifiees. Elles différent par le type de filarheruquel elles se lient, la direction dans
laguelle elles se déplacent le long du filamentleethargement qu’elles transportent. Les
protéines motrices qui se déplacent le long desotuibules appartiennent a 'une des deux
familles suivantes : les kinésines qui se déplagémiéralement vers I'extrémité plus d'un
microtubule, et les dynéines, qui se déplacent Mexgrémité moins. Ces protéines motrices
jouent un réle important dans le positionnement algmnites limités par une membrane a
I'intérieur des cellules eucaryotes (Alberts et 4PB94). Toutes les protéines motrices se
déplacant sur des filaments d’actine identifiéeseajour appartiennent a la famille des
myosines. Le premier moteur moléculaire a avoird&éouvert est la myosine-Il. Elle est
particulierement abondante dans le muscle squglettou elle forme la majeure partie de
I'appareil contractile. Dans les cellules non migices, la myosine-1l, préalablement
assemblée en filaments épais, permet aussi, coroogliavons vu, la contraction du réseau
d’actine, grace a I'énergie d’hydrolyse de I'ATR, en tirant sur deux filaments d’actine
orientés en sens contraires.

Dans les cellules non musculaires, d'autres typesntjosines ont ensuite été
découverts, en plus de la myosine-Il qui reste gdedment la myosine la plus abondante. Ces
myosines sont des myosines non conventionnelleg,ldanieux caractérisée est la myosine-|
(Fig. 6_42). Une seule cellule peut contenir detiplels myosines non conventionnelles,
chacune codée par un gene différent et remplissa@tfonction différente. Par exemple,

Dictyosteliuma au moins 13 myosines non conventionnelles liégaitans a priori 6 classes
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(Soldati, 2003 ; Eichinger et al., 2005). La cagastigue commune de toutes les myosines est
un domaine moteur conservé (avec un site de liaskactine et un site de liaison a 'ATP).
Les deux autres domaines (le cou et la queue)ntad@myosine a myosine et déterminent le
réle spécifique de la protéine. Les queues de mgogeuvent avoir un site de liaison a la
membrane plasmique, et/ou un site de liaison a euxidme filament d’actine et/ou un
domaine de liaison a des molécules présentes sirvasicule. Ainsi, ces protéines de
myosine peuvent lier un filament d’actine a la meanie plasmique et le déplacer par rapport
a cette membrane, ou faire que deux filamentsidactalignent et glissent I'un par rapport a
I'autre, ou déplacer une vésicule le long d’'unrfient d’actine qui joue le réle de rail (comme
nous lI'avons vu avec les microtubules) (Fig. 6_4@®utes les myosines connues hydrolysent
I’ATP pour produire des forces et générer un mow@mUne grande majorité d’entre elles
se déplacent vers I'extrémité barbée des filamdigstine, mais il a été découvert que la
myosine-VI se déplace a grands pas vers I'extrémii@tée des filaments d’actine (Fig.
6_44 ; Rock et al., 2001).

Un troisiéme type de forces pourraient étre predupar I'apparition de pressions
hydrostatiques ou osmotiques intracellulaires quiofiseraient I'avancée du front avant
(Sheterline and Rickard, 1989).
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Transport ? Figure 6_42 (gauche): dessin schématique
d'une myosine-l.

Le domaine moteur permet le déplacement
sur un filament d’actine. Le cou se lie a un
nombre variable de chaines légeres. La
queue contient de nombreux domaines qui
se lient a la membrane, ou a I'actine, ou a
des protéines impliquées dans la signalisa-
tion, I'endocytose, la dynamique de |'actine,
etc ... (tiré de Soldati, 2003).

Membrane
binding ?

F-actin
binding ?

Cargo %
Actin ? a Regulation ?

Pointed End

EEEEEa

dynamics ? %
Signaling ? I

Myosin VI

*

—‘I'i+hl'l'l
Figure 6_43 (ci-dessous): Les myosines-| peuvent faire
beaucoup de choses: 1) lier deux filaments d’actine
ensemble de maniére a pousser la membrane, 2) dépla-
cer une vésicule le long d'un filament d'actine qui joue le
role d'un rail, 4) lier un filament d’'actine a la mem-
brane plasmique (tiré de Alberts et al., 1994).

36 nm

1
MyeosinV
Barbed End l

Figure 6_44 (ci-dessus): de nom-
breuses classes de myosines existent.
La myosine-V avec 6 chaines légeres
par chaine lourde effectue un pas de
36 nm vers I'extrémité barbée d'un fila-
ment d'actine. La myosine-VI qui n'a
gu'une chaine légéere effectue des

pas de 27 nm vers l'extrémité pointée
o @ d’'un filament (alternativement -11 nm
vers l'extrémité barbée) (tiré de Rock
et al, 2001).

myosing Il

myosine |

membrane plasmigque
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6.8.2 La mesure des forces exerceées par les celiule

Pour avancer, les cellules doivent transmettrédeees qu’elles produisent au niveau
du substrat ou de la matrice extracellulaire. Denlm@uses méthodes ont été développées
pour mesurer les forces de traction exercées ffaretits types cellulaires. En 1980, Harris et
al. développent un film fin de silicone polymérdé&posé sur une couche de silicone fluide.
L’application de forces de compression par uneutelrovoque alors la formation de rides.
La relation entre les rides et les forces étant plgmée, Lee et al. (1994) rapportent
I'utilisation d’un polymere silicone ne formant pds rides et fiché de billes pour marquer les
déformations. Toujours dans le souci d’'amélioretypes de méthodes, Galbraith and Sheetz
(1997) introduisent des cantilevers miniatures d#esssubstrats de silicone micro-structures.
La déflection de ces cantilevers permet de medesdiorces appliquées au substrat. En 1999,
Pelham and Wang choisissent le polyacrylamide miter la composante visqueuse du
silicone et ils y incorporent des billes de latexofescentes (Fig. 6_45 A). Ce substrat, qui
permet d’observer la distribution de protéines iscentes simultanément aux forces
exercées par la cellule, peut aussi étre fonctisnhaavec des protéines de la matrice
extracellulaire. Récemment Balaban et al. (2001 )déneloppé une technique de fabrication
de substrats élastiques de PDMS micro-structurésidace grace a des moules (obtenus par
lithographie). Selon le moule utilisé, la surfaventre soit des creux, soit des marqueurs
fluorescents uniformément répartis. Cette technjgernet une visualisation simultanée des
forces exercées et de la fluorescence de protdméssion et évite I'incertitude concernant la
connaissance de la position initiale des marqueniisurface.

Ces mesures pemettent de dessiner une carte typegurces (module et direction)
transmises au substrat par différents types cetsldFig. 6 45 ; Fig. 6_46 ; Fig. 6_47).

D’autres techniques complétement différentes sossiautiles pour mesurer les forces
cellulaires de traction. Choquet et al. (1997) mesuré les forces exercées sur une bille par
des fibroblastes avec un microscope a pinces agsidenfin, Fukui et al. (2000) ont appliqué
des forces de centrifugation en augmentant réguatient la vitesse de rotation pour atteindre
la limite a laguelle des cellul€ictyostelium discoideume pouvaient plus migrer contre ses
forces. Ceci leur a permis de mesurer la forcealomaximale que peut exercée une cellule,
qui vaut entre 1 et 2 nN pour une celludctyostelium (tableau 6_1 récapitulant ces

techniques et les valeurs correspondantes de foressrées).
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Figure 6_45 : A) (gauche) Déformation B
d'un substrat de polyacry-
lamide par un fibroblaste.

Les déformations sont
visualiseées grace a des

billes de latex fluorescentes
(points noirs). Les fléches
indiquent le mouvement des
billes entre la situation “cellule
sur le substrat exercant des forces”
et la situation “cellule détachée par
un agent chimique”. Elles représentent
donc les forces exercées par la cellule
barre de 20 uym (tiré de Pelham and
Wang, 1999).
B) (droite) Représentation schématique
des forces appliquées par un fibroblaste a

l'avant et a 'arriére de la cellule (tiré de Lee et al., 1994).

lamelli-

podium Figure 6_46: direction et module des forces

de traction exercées par des fibroblastes
mesurées avec un substrat de silicone con-
tenant des cantilevers miniatures.

Al'avant comme a l'arriére, les forces sont
dirigées vers le centre de la cellule. Les forces

changent de direction au niveau du noyau.
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Al'arriére, les forces exercées peuvent étre
trés grandes (tiré de Galbraith and Sheetz,
1997). La fléche indique la direction de mi-

Figure 6_47: Forces exercées
par un kératocyte.

La condensation du systéme
actine-myasine-Il a proximité
du noyau correspond a la
région d’inversion de la dire-
ction des forces exercées par
la cellule. Sur les cdtés, la
cellule exerce des forces de
compression arthogonales a

la direction de migration.

a) Forces de traction mesurées.
b) Orientation du réseau
d’actine (pointeurs) et des fila-
ments de myosine-Il (halteres).
La fléche indique la direction
de migration (tiré de Galbraith
and Sheetz, 1999).



Type cellulaire

Forces exercées

Technique de mesure

références

Kératocytes

De 10 a 20 nN sur une bil

e Substridcoelastique d

silicone avec billes de latex

A ee et al., 1994

Fibroblastes

0,87 +/- 0,43 NN/ favant)
0,99 +/- 0,47 nN/p f(arriére)
3,91 1,37  nN/puA

(extrémité arriere)

+/-

Substrat de silicone av

cantilevers miniatures

pGalbraith and Sheet

1997

Kératocytes

0,2 nN/ungventral)
0,4 +/- 0,3 nN/um(dorsal)

Substrat de silicone avec
cantilevers miniatures et

pinces optiques

Galbraith and Sheet
1999

Fibroblastes

De 5 a 50 nN sur une billg

2 Pincemjops

Choquet et al., 1997

Fibroblastes

2 nN/pum

Substrat élastique de
polyacrylamide truffé
aléatoirement de billes de

latex fluorescentes

Pelham and Wan
1999 ;
Wang, 1999

Dembo an

J,

Fibroblastes

5,5 +/- 2 nN/ifm
i.e. entre 2 et 25 nN p
contact focal

Substrat élastique de PDM
amicro-structuré avec

répartition uniforme de plot

lithographie)

PBalaban et al., 2001

fluorescents (techniques de

Dictyostelium
discoideum

(végétatives)

Force globale entre 1 et

nN selon la souche

Centrifugation

Fukui et al., 2000

Dictyostelium
discoideum

(végétatives)

Force globale de 4 ni
Force de 1 nN générée |
un pseudopode d’envirg
10 pnf (100 Pa)

NHydrogel d’acide
vagaluronique (sur substr:
de verre) recouvert

aléatoirement de billes d

polystyrene

at

[1°]

Ladam et al., 2005

Dictyostelium
discoideum

(agregatives)

129 +/- 20 pN/um(Pa)

Substrat

fluorescentes et couverty

de polyacrylamide

élastique  d@sujioka et al., 2001
polyacrylamide fiché aléa

toirement de billes de latex

3=

Tableau 6_1 Mesures des forces exercéees par différents tgladaires.
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6.8.3 La transmission des forces au substrat

L’étude de Balaban et al. (2001) montre clairenopre les forces produites par des
fibroblastes sont transmises au substrat au nigeawontacts focaux (Fig. 6_48).
ChezDictyostelium discoideuyJchida et Yumura (2004) ont montré, en utilisamt

substrat de silicone truffé de billes fluorescentpge les forces de traction sont exercées sur

le substrat au niveau des actin foci (Fig. 6_49).

Figure 6_48: Les forces
produites par les
fibroblastes sont
transmises au substrat
au niveau des contacts
focaux.

Les fléeches rouges
indiquent les forces
exercées. Les
adhésions focales sont
visualisées grace a la
GFP-vinculine (tiré de
Balaban et al., 2001).

Figure 6_49:
Les forces de
traction exercées
par Dictyostelium
22.5 27.0 31.5 sont transmises
o so v | °e % .| au substrat au
Ne e 2o’ e e 2% niveau des foyers
S °': 5 ¢ : g d’actine.
Jh L e T V] Les foyers
d’actine sont
représentés en

e oo rouge. Les points
2 s ® verts sont les
o © positions de

billes dans le
substrat de sili-
cone. Les fleches
représentent le
déplacement des

Time (sec) 31.5

¥ so g
oooo

3 -] of
-]
o

- billes (tiré de
ey, @ Uchida et

Yumura, 2004).
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6.9 Réponses a l'application de forces meécaniques.
Mécanosensibilité et mécanotransduction

6.9.1 Généralités

Pour percevoir leur environnement, les cellules dinteloppé de nombreux capteurs
qui permettent de détecter des stimuli extériecoyme des sources d’énergie (Taylor et al.,
1999; Bonner and Lamont, 2005), des gradients cjugs (comme vu plus haut; Gerisch,
1982), la rigidité du substrat (Lo et al., 2000s¢bier et al., 2005), une contrainte osmotique
(Martinac et al., 1987), ou encore des forces mduas (pour des revues, voir Gillespie and
Walker, 2001; Geiger and Bershadsky, 2002).

Les forces mécaniques contrélent des processlusairs cruciaux (Chen et al., 1997;
Lee et al., 1999; Kiehart et al., 2000), et la rmésansibilité qui est la capacité de détecter et
de mesurer des forces mécaniques extérieuresdgriedles essentiels dans des mécanismes
biologiques tels la morphogenese (Hardin and WaJs2004; Ingber, 2006), le remodelage
des os (Klein-Nulend et al.,, 2005), la régulation téseau vasculaire (Langille and
O’Donnell, 1986; Davies, 1995), la guérison d’udesbure ou la cicatrisation (Hsu et al.,
2001), I'écoute (Corey et al.,, 2004) et le touclierHagan and Chalfie, 2005). De
nombreuses pathologies sont associées a la méoaimkiEe comme [|'athérosclérose
(Nerem, 1992; Davies et al., 2002), I'hypertropteediaque (Sadoshima and lzumo, 1997), et
des cancers (Huang and Ingber, 2005).

Les études sur la mécanosensibilité se sont dlabeaucoup concentrées sur les
canaux mécanosensibles et la découverte de tedancanpermis de prouver la capacité de
mécanosensibilité dans de trés nombreux organisorese des bactéries, des protozoaires,
des plantes, des invertébrés et des vertébrés citneehumain (pour des revues, voir Sachs
and Morris, 1998; Hamill and Martinac, 2001; table6 2 montrant la diversité des
organismes mécanosensibles).

L’audition, le toucher sont des sens qui nécedsitieactivation de canaux
mécanosensibles par des stimulations mécaniquess [2a perception des sons et des
contacts, les canaux jouent un role central, at éetivation dépend de structures telles le
cytosquelette. Ceci est illustré dans les FigurésD6a 6 53. Les cellules impliguées dans
I'audition (cellules ciliées), le toucher, et lagra@s sens, sont appelées cellules spécialisées ou

cellules sensorielles.
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Figure 6_50: Modéle général de la mécano-
transduction. Un canal est attaché d’'une part
au cytosquelette intracellulaire et d’autre part a
une structure extracellulaire sur laquelle une
force est appliguée. Le canal mécanosensible
répond a la tension dans le systéme due aux
déplacements relatifs de ces structures.

«—— Deflection —»

N

Extracellular anchor

Extracellular link

Membrane

Transduction
channel

Intracellular link

Cytoskeleton

Figure 6_51: Structure de l'oreille interne et modéle de trans-
duction. a, b, ¢ et d) zooms successifs. Le son est transmis par le
limagon (cochlea). Le son donne lieu a des vibrations de la mem-
brane basale de l'organe de Corti. Ces vibrations entrainent la
déflection des stéréocils, liés a la membrane tectoriale. d) Photo
SEM des stéréocils. e) Modéle de mécanotransduction. Les liens
moléculaires (tip links, fleches blanches en d) entre deux
stéréocils provoquent 'ouverture de canaux ioniques au moment
de la déflection (figures tirées de Gillespie and Walker, 2001).
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Figure 6_52: Structure du récepteur du poil de Drosophila
et modéle de mécanotransduction. Le mouvement du poil
déplace la dendrite. Ce déplacement est détecté par le neu-
rone. a) zoom sur 'organe mécanosensoriel. b) Photo TEM
montrant le cuticule (pointeur). ¢) Modéle de transduction.
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Figure 6_53: Structure et modéle du récepteur du
toucher de C.elegans. a) Vue de C.elegans et zoom
sur un mécanoréecepteur. b) Photo électronique.
Pointeur: manteau. Fléche: 15 protofilaments de
microtubules. La déflection des microtubules
relativement au manteau est détectée par des canaux.
c) Modeéle de transduction.
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Type cellulaire/organisme Mécanorécepteurs (ou Référence(s)
mécanotransmetteurs)non exhaustif)
BactérieEscherichia coli Canaux ioniques, MscM, MscS, MscL Blount et 099
Hamill and Martinac, 200

(revue)

Archéobactéri¢daloferax volcanii

Canaux ioniques

Kloda and Martinac, 2001

Protozoaires dinoflagellés

Membrane plasmique

attu et al., 2002

ChampignoriJromyces

Canaux ioniques

Zhou et al., 1991

Arabidopsis thaliandplante)

Canaux ionigues

Qietal., 2004

Neurones d’escargot

Canaux ioniques (et cytosdaglet

Small and Morris, 1994

Caenorhabditis  elegans (ver)
(neurones ciliés, du toucher, et

neurites (10 % des neurones))

Canaux DEG/ENaC, TRP, protéirn
MEC, microtubules (?), ECM

&'Hagan and Chalfie, 2005

Drosophila(mouche)

Canaux ionigues NOMPC, TRP

Walker e800

Euf de Xénope (grenouille)

Canaux ionigues

Zhang and Hamill, 2000

McBrigled Hamill, 1992 |

Cellules ciliées (spécialisées)

Stéréocils et cammiques

Howard and Hudspeth, 198

\v.)

Cellules de muscle squelettique

souris

@anaux ioniques

Winegar et al., 1996

Cellules du muscle lisse (de I'ao
de rat)

rfieilaments d’'actine

Numaguchi et al., 1999

Kératocytes de poisson Canaux ionigues Lee e1399
Os (vertébreés) et ostéocytes Ostéocytes, peut-éthes canauxBurger and Klein-Nulend
ioniques 1999 (revue)

Neurones de I'hippocampe de ra

t

Canaux ioniqueEKR..)

Lauritzen et al., 2005

Cellules du cceur de poulet

Canaux ionigues

Hu aictsS 1996

Cellules endothéliales de dive

vertébrés

pKSontacts

focaux
protéoglycanes, réseaux d'actine et
microtubules, membrane plasmiq
canaux ioniques, récepteurs a acti

tyrosine kinase, ...

(intégrines),i et al., 2005 (revue)

de
e,

vité

Cellules épithéliales (de souris)

Canaux ioniquésgau d’actine et MT)|

s Alenghat et al., 2004

Fibroblastes de divers vertébrés

Contacts focauxactiRe, canau

ioniques

xStockbridge and  Frenc

1988 ; Riveline et al., 2001

Tableau 6_2 Diversité des organismes mécanosensibles.
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Intéressons-nous maintenant aux cellules non di&ga qui montrent des
caractéristiques meécanosensibles. En particuliekameons certains meécanismes
mécanosensibles dans les cellules endothéliakexeltules épithéliales, les kératocytes, les

globules blancs, les fibroblastes et enfin I'aniibetyostelium discoideum

6.9.2 Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales sont les cellules gpistent tous les vaisseaux sanguins.
Elles développent et remodélent le réseau vaseuddipermettent ainsi la croissance et la
réparation tissulaires.

Les cellules endothéliales ont fait et font towgou’objet de trés nombreuses
recherches sur la mécanosensibilité et la migratous flux. Ainsi, de nombreux
mécanorécepteurs et de nombreuses voies de saimalisjouant un réle dans la
mécanotransduction ont été décrits (pour des revoasDavies et al., 1997 ; Li et al., 2005).

De plus en plus d’observations, dont beaucouggtinfaites dans des chambres a flux,
suggerent qu'un flot hydrodynamique de cisaillempetit moduler chaque étape de la
migration de ces cellules, comme I'extension duntfravant, 'adhérence a la matrice
extracellulaire et la rupture des liens adhéslfaréaere lors de la rétraction.

Des études in vivo et in vitro ont montré qu’umxflaminaire de cisaillement pouvait
stimuler la migration des cellules endothéliales §E@ans le cadre de la guérison d’'une
blessure (wound healing). Quand la blessure (lensitiénudé) est perpendiculaire a la
direction du flux, le flux stimule la migration desellules du bord amont mais pas la
migration des cellules du bord aval (Fig. 6 54sultét al., 2001). Cela constitue un exemple
de réorganisation polarisée par le flux du cytokejtee et des liens cellule-substrat
(alternativement des liens cellule-matrice extratsie (ECM) in vivo).

Un autre exemple d'effet spectaculaire de I'appiccad’'un flux laminaire sur une
couche confluente de cellules endothéliales esthingement de forme des cellules, leur
alignement dans la direction du flux et la réorgation du réseau d’actine avec production de
fibres de tension (Fig. 6_55 ; Malek and Izumo, )9€e mécanisme d’élongation dans la
direction du flux dépend de l'activité d’'une tynosi kinase, du calcium intracellulaire et
nécessite un réseau intact de microtubules. Céttgyanisation du cytosquelette et des liens
cellule-cellule s’effectue sur des périodes de twmdp l'ordre de 24 heures avec des

contraintes de cisaillement appliquées de l'ordr@ dPa.
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De nombreuses structures et protéines ont étéifides comme mécanorécepteurs ou
mécano-transducteurs dans les cellules endothgliale

Ainsi, les molécules d’adhésion comme les intégrisent des mécanorécepteurs qui
transmettent les signaux mécaniques au cytosgei€ldting et al., 1993). Ces auteurs ont en
effet montré I'existence d’'un mécanisme de durcmss® du cytosquelette qui dépend des
forces appliquées au niveau de molécules adhé@rigss_56). Les forces, de 0 & 4 N/m
sont appliquées sur la surface cellulaire gracesanticro-billes magnétiques recouvertes d’'un
peptide contenant la séquence RGD (Arg-Gly-Asp) egti un ligand spécifique pour les
récepteurs de la fibronectine, une des principglegéines de I'ECM. Leurs résultats
montrent donc I'existence d’'une connexion directeeeles zones d’adhésion aux billes et le
cytosquelette ainsi qu’une résistance du cytostiegbeoportionnelle aux forces appliquées.

L’application d’'un flux de cisaillement sur une ohe confluente d’ECs augmente la
taille mais diminue le nombre des adhésions focale®tte réorganisation non polarisée est
contrblée par la polymérisation des filaments dfectancrés aux points focaux d’adhésion.
Dans le cas de cellules non confluentes, autrediergolées, cette réorganisation est dirigée
et plus dynamique. Le flux provoque alors la prdiucde lamellipodes qui est suivie par la
formation de nouveaux points focaux d’adhésion $esisamellipodes et dans la direction du
flux. Les points focaux déja existant sous le carplulaire grossissent ou fusionnent sous
I'effet du flux, ce qui correspond a une réponsenédiate pour résister au détachement
cellulaire. Ce phénomene est transitoire et leatpdocaux d’adhésion se désassemblent peu
apres pour permettre la migration avec le flux. pemts focaux sont alors créés uniquement
sous les lamellipodes du front avant et ils sotgdipar rapport au substrat et servent donc de
piste pour le corps cellulaire, avant de se désasee (pour un modele de migration des
cellules endothéliales sous flux, voir la Figur&® et la revue Li et al., 2005). Le flux induit
I'activation soutenue des intégrines, activation n@cessite la liaison des protéines de la
matrice avec leurs intégrines spécifiques. L'agian du flux augmente aussi I'expression
de lintégrineasp;.

D’autres molécules surfaciques jouent un réle irtgrarpour détecter la direction d’'un
flux de cisaillement. En particulier, les protéagipes a chaines d’héparane sulfate (HSPGs
pour heparan sulfate proteoglycans) sont des gigt@pes qui peuvent se lient a 'lECM et
dont la disruption inhibe la directionnalité de dagration induite par un flux, tout en

augmentant la vitesse des cellules.
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Figure 6_55: 'application d’'un flux laminaire de 2 Pa pendant
14 24 heures sur une couche confluente de cellules endothéliales
induit des changements morphologiques avec alignement dans
la direction du flux (tiré de Malek and lzumo, 1996).
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Figure 6_54: 'application d'un flux laminaire ;
(fleche) sur un lit de cellules endothéliales Disruption of Signaling | | Traction force
dénudé stimule la migration des cellules du elnctions et
bord amont (tire de Hsu et al., 2001). Figure 6_57 (ci-dessus): Modéle de migration cellulaire
des cellules endothéliales sous flux (tité de Li et al., 2005).
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Figure 6_56: Mécanisme de durcissement du cyto- Figure 6_58: les cellules endothéliales possedent
squelette proportionnellement aux forces appliquées. des canaux ioniques mecanosensibles.
La rigidité du cortex augmente linéairement avec la  Expérience de patch-clamp sur cellule entiére sous

contrainte appliquée (tiré de Wang et al., 2003). flux. Le courant ionique augmente avec la contrainte
de cisaillement (tiré de Olesen et al., 1988).
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Les structures du cytosquelette, comme nous |'adéjes évoqué, jouent aussi un rble
tres important dans la mécanotransduction. Aimsdisruption des filaments d’actine ou du
réseau de microtubules inhibe I'alignement celhelgirovoqué par I'application d'un flux
laminaire sur une couche confluente d’ECs. La gison des filaments d’actine inhibe aussi
I'activation par le flux de FAK, une kinase qui peipe a la signalisation au niveau des
intégrines (Focal Adhesion Kinase). D’autre pasg $tructures du cytosquelette jouent aussi
le role de mécano-effecteurs et I'application d'flmx hydrodynamique active de tres
nombreuses voies de signalisation pour réguleedamganisation du réseau d’actine et les
changements de morphologies cellulaires. Par exemjalignement cellulaire dans la
direction du flux et la production de fibres dediem nécessitent le relachement de calcium
intracellulaire, I'activation de tyrosine kinase® Rho/p160ROCK, Rac et Cdc42 (qui sont
trois protéines de la famille des RhoGTPases) kaeses p38MAPK et p65PAK. De facon
générale, les protéines de la famille des RhoGT®Pasat des régulateurs majeurs du
cytosquelette. Ces protéines régulent aussi I'atitim des intégrines.

Les réponses vues jusqu’ici nécessitent plusiewsres d'application du flux.
Néanmoins, les cellules endothéliales non confegemteuvent aussi réagir a un stimulus
hydrodynamique sur une échelle de temps beaucasgpcplurte de I'ordre de la seconde ou
de la minute, comme lors de la formation de lametles tout autour de la cellule suite a
I'application d’un flux (Li et al., 2002). Cette rimation de lamellipodes n’est pas associée a
une réorganisation significative des fibres deitensEn quelques minutes, un flux laminaire
de cisaillement augmente aussi les forces dedraggnérées par la cellule avec des forces de
traction plus importantes sur le contour celluldBhiu et al., 2004). Ce mécanisme pourrait
étre lié & 'augmentation transitoire de la taills points focaux d’adhésion.

La membrane plasmique elle-méme pourrait jouerdls dans la mécanotransduction
des cellules endothéliales. Il a été montré qulur fle cisaillement pouvait augmenter la
fluidité de la membrane, activer des protéines @iéer des cascades de signalisation des
caveolae qui sont des invaginations de la membpkaseique (Gudi et al., 1996 ; Haidekker
et al., 2000). L'activation des protéines G (quiea dans la seconde) et de ces cascades des
caveolae pourrait mener a I'activation de Rho esiaaccroitre la contractilité des fibres de
tension a l'arriere des cellules endothéliales. dhes, une vague de calcium induite par
I'application d’'un flux peut étre initiée des calem a I'arriere des cellules. Ceci pourrait
stimuler p1l60ROCK et la contraction du systéme naetnyosine, provoquant ainsi le

désassemblage des points focaux d’adhésion etigambta rétraction du bord arriére.
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Les structures d'adhérence cellule-cellule, un psmamme les structures du
cytosquelette pourraient aussi jouer un role aola €n tant que mécano-effecteurs et que
mécano-transducteurs. Le flux agit sur les jonstiadhérentes (adherens junctions) en les
cassant et en diminuant I'expression de la VE-caddé&ui est une molécule d’adhésion
majeure des jonctions d’adhérence. On a donc iciblen de mécano-effecteurs qui, en se
cassant, permettent en plusieurs heures, la réeggem du cytosquelette et les changements
de morphologies cellulaires. Cela suggére une doatidn entre les réorganisations du
cytosquelette et des zones d’adhérence cellulaleelD’'un autre coté, des observations
suggerent un role de mécano-transducteurs desmestontenues dans les adhésions cellule-
cellule. En effet, en réponse a un flux, un compleantenant la VE-cadhérine,flecaténine
et un récepteur de facteur de croissance, se fof@ee.complexe est nécessaire pour
I'activation induite par le flux de Akt et p38MAP¢Shay-Salit et al., 2002).

Enfin, les cellules endothéliales possedent alesicanaux ioniques mécanosensibles
(Lansman et al.,, 1987 ; Olesen et al., 1988 ; Bigh8). Ces canaux meécanosensibles

permettent une réponse tres rapide a I'application flux hydrodynamique de cisaillement.

6.9.3 Les cellules épithéliales

Les cellules épithéliales forment des feuilletdutaires cohérents appelés épithéliums

qui tapissent les surfaces internes et externesighs (Fig. 6_59).
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Figure 6_59: Les cellules épithéliales forment des feuillets cellulaires cohérents qui tapissent les surfaces
internes et externes du corps (tiré de Alberts et al., 1994).

Certaines cellules épithéliales de rein (murinebmmanic kidney epithelial cells)
répondent aux augmentations de la contrainte dglleiment exercé par un fluide sur leur

surface apicale en augmentant rapidement l'inflaxcdicium a travers des canaux ioniques
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mécanosensibles (polycystine-2) et ensuite en &amlicette réponse par la libération,
induite par le calcium, de calcium des stocks adHalaires (calcium-induced calcium

release ; Nauli et al., 2003). Cette réponse mégangible est initiée par la courbure par le
flux du cil primaire sur la surface apicale de cebules.

Le méme laboratoire a I'origine de ces résultaesuite montré, sans contradiction
avec les premieres conclusions, que cette répoasanusensible, bien qu’entrainant, comme
observé plus t6t, un pic de calcium du fait detRaation locale du canal calcique polycystine-
2 au niveau du cil primaire, était en fait contedfgar des contraintes mécaniques globales,
faisant intervenir la notion de précontrainte dégrssemble du cytosquelette (Alenghat et al.,
2004). En effet, I'élimination des filaments d’awj ou des microtubules, ou de la tension
géneérée par le systeme actine-myosine, ou desateradhésifs a la matrice extracellulaire
utilisant des intégrines, provoque la disparitianpic de calcium en réponse aux contraintes
hydrodynamiques (Fig. 6_60). On a donc un contghdal de la mécanotransduction, a
I’échelle de la cellule, par les structures du sgteelette dans ces cellules épithéliales.

Cet échange croisé (dont nous verrons d’autres gesinentre signaux percus et
transmis par les structures du cytosquelette oudparcanaux ioniques mécanosensibles est

assez répandu et apparait par exemple dans demas\Lauritzen et al., 2005).
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6.9.4 Les kératocytes

Un modéele cellulaire trés utilisé pour I'étude de migration cellulaire est le
kératocyte de I'épiderme de poisson (fish epiderkedatocyte), qui est isolé a partir
d’écailles de poisson.

En combinant les microscopies de contraste deepbtigle fluorescence avec des
indicateurs fluorescents du calcium, l'utilisatida drogues telles 'TEGTA ou le gadolinium,
'application de contraintes mécaniques a l'aidesdbstrats élastiques (Fig. 6 _61) et des
mesures par « patch-clamp » sur une portion de marmalou sur cellule entiere, Lee et al.
(1999) ont montré que les kératocytes de poissossquent des canaux calciques
mécanosensibles. De plus, l'activation de ces cacaunduit a la libération de calcium des
stocks intracellulaires induite par I'entrée dectah extracellulaire (calcium-induced calcium
release). Cette augmentation de la concentratiorcadgium dans la cellule stimule la

rétraction du bord arriére et les auteurs proposamnmnécanisme général de régulation de la

migration cellulaire (Fig. 6_62).
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Figure 6_61: Les kératocytes de poisson possedent des canaux calciques
mécanosensibles. d) Une aiguille est utilisée pour déformer un substrat élastique dans la
direction indiguee par la fleche. e) Aprés 2 sec d'application de la contrainte, on laisse
l'aiguille revenir a sa position initiale. f et g) En réponse au stress mécanique, la cellule
expéerimente une augmentation transitoire de la concentration de calcium. Cette augmen-
tation est visualisée grace a un indicateur fluorescent du Ca?* (tiré de Lee et al., 1999).
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Figure 6_62: Modéle de
migration de kératocytes.
Le cytosqueletie est
représenté comme un
ressort (vert) relié aux
canaux calciques (bleu).
Lors de I’extension de la
7 cellule (pointillés), la
.+ contrainte  sur le
HLU cytosquelette augmente.

Extension

Quand un seuil critique est
o [ atteint, les canaux calciques
No retraction Retractlnn sont activés, provoquant un
influx de calcium
extracellulaire (rouge) et
HESDEH"IEE une augmentation
transitoire de la concentra-
PhaBE‘ tion de calcium, ce qui
. entraine la rétraction de
i ‘_‘,..-' l'arriere et la diminution de
SE‘HSIF‘IQ phase la contrainte exercée sur le
cytosquelette (tiré de Lee et

———— = al., 1999).
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6.9.5 Les leucocytes

Les leucocytes, ou globules blancs, sont des esligui circulent dans les vaisseaux
sanguins et qui, lorsqu’'une zone infectée appaeihérent a la paroi du vaisseau au
voisinage de cette zone, puis roulent sur les leslleandothéliales constituant la paroi pour
finalement traverser la paroi et migrer vers laezorfectée par chimiotactisme (Figs 6_63 et
6_64).

Plusieurs études se sont intéressées a la répasséeutocytes a I'application de
forces mécaniques. Moazzam et al. (1997) obseuendes leucocytes étalés sur un substrat
rétractent immédiatement leurs protrusions lord’ajgplication d’'un flux hydrodynamique
(d’environ 0,1 Pa) provenant d’'une micropipetterdoue le flux est arrété, des pseudopodes
sont a nouveau projetés (Fig. 6_65). Dans une étutisant la méme technique de
stimulation mécanique avec un flux de liquide egputi’'une micropipette, Coughlin and
Schmid-Schonbein (2004) aboutissent a des résujtatsemblent contradictoires avec ceux
de Moazzam et al. (1997). En effet, Coughlin anddn3d-Schonbein (2004) appliquent une
marche de flux de cisaillement avec un taux dealldsgent et un temps d’application du flux
définis et montrent que les leucocytes, initialetrrends (passifs), émettent des pseudopodes
en réponse a I'application du stimulus mécaniquexrét du flux semble méme étre un signal
provoquant la rétraction des pseudopodes. De plus, la contrainte de cisaillement est

importante (entre 0 et 0,4 Pa), plus le nombreatlales répondant au stimulus mécanique en
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émettant des pseudopodes est grand et plus I'é&atecellulaire est important. L'étalement
cellulaire augmente aussi avec la durée d’apptinatdu flux. Par contre, le temps de réponse
(temps séparant le début d’application du flux’apparition de la premiere protrusion) est
indépendant de la contrainte de cisaillement. ledsiles sont sensibles a des contraintes de
cisaillement aussi faibles que 0,02 Pa.

Figure 6 64 globule blanc
iR - cellule al'intérieur
(dr0|te). endothéliale du capillaire

Les globules
blancs migrent
hors de la circula-
tion sanguine au

cours d'une
réponse inflam-
matoire. Des glu- EXPOSITION AUX MEDIATEURS
. cides a la surface DE L'INFLAMMATION QUE
' des leucocytes LE TISSU LESE LIBERE
10 pm sont reconnus
Figure 6_63: Photographie en microscopie spécifiguement
électronique a balayage (MEB ou SEM) de par des sélectines
cellules sanguines de mammiféres dans un des cellules endo-
petit vaisseau sanguin. Les plus grosses & sur- theliales, ce qui
face rugueuse sont des globules blancs. Les permet I'adhésion
plus petites sont des globules rouges (tiré des leucocytes a
d’Alberts et al., 1994). 'endothélium (tiré EESIIVSI;IS;?TCE\ISCI\/EIES\LETB%ACTNES
?’ggzllt;erts et al., QUE LE TISSU LESE LIBERE

Figure 6_65 (gauche):
Un neutrophile humain
étalé initialement,
rétracte ses -
pseudopodes dés
I'application d'un flux en
sortie d’'une micropi-

pette (contrainte o
d’environ 0.2 Pa) A globules blancs a I'intérieur du tissu canjonctif

I'arrét du stress, la cel-
lule s’étale a nouveau
(tiré de Moazzam et al.,
1997).

Figure 6_66 (gauche): Sous I'action d’un flux dans un
microcanal (indiqué par la fleche blanche), un neutrophile est
entrainé dans le canal. Il se déforme et finit par y rentrer
complétement. Aprés un temps de latence, le neutrophile émet
une protrusion (fleche noire). Statistiquement, la protrusion
= apparait indifféremment d'un cété ou de l'autre du neutrophile
(tiré de Yap and Kamm, 2005).

" Figure 6_67 (bas): Effet du taux de déformation sur le temps
¢ écoulé avant '’émission d'un pseudopode par le neutrophile. Le
| taux de déformation est défini comme l'inverse du temps que
1 met le leucocyte a entrer dans le capillaire. Plus ce taux est
important, plus la cellule émet un pseudopode rapidement (tiré
de Yap and Kamm, 2005).
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La dépendance de I'étalement cellulaire avec ldaraorie de cisaillement suggere
donc que les leucocytes sont mécanosensibles. utesira tentent d’expliquer I'apparente
contradiction avec I'étude de Moazzam et al. (199¥)nvoquant I'état initial des leucocytes
qui est difféerent dans les deux études (cellulaés versus cellules rondes) et suggérent que
la réponse cellulaire a la contrainte mécaniqueexdéples conditions initiales d’étalement
cellulaire.

Yap and Kamm (2005) utilisent un autre dispositdpé&imental pour stimuler
mécaniquement des globules blancs. Pour mimerr€engét le mouvement d’'un leucocyte
dans un capillaire, qui force le leucocyte a seér, ils développent une chambre avec un
micro-canal (dimensions typiques de 1,5 a 5 unfpret passer un flux de liquide dans ce
canal pour provoquer I'entrée de cellules situeessdin réservoir amont (Fig. 6_66). De plus,
ils quantifient les propriétés rhéologiques detuted a I'entrée dans le capillaire en mesurant
le mouvement Brownien de granules intracellulaitlssobservent ainsi que la déformation
mécanique a I'entrée du capillaire provoque, en diraine de secondes, une décroissance
significative des modules élastique et de pertenddron 40 et 55 % respectivement), cette
réduction étant indépendante de I'amplitude de tlmwdation mécanique. Les auteurs
proposent que la déformation mécanique a I'enttéeapillaire provoque le réarrangement
ou la destruction des points de réticulation dwsgtielette des neutrophiles. D’autre part, a la
suite de I'entrée des leucocytes dans le capilldies pseudopodes sont formés, aléatoirement
d’'un c6té ou de l'autre de la cellule qui migre slda direction de cette premiere émission.
Les auteurs montrent que le temps séparant I'emtads le capillaire et la projection du
premier pseudopode décroit linéairement avec l& th déformation (Fig. 6 _67). Cette
observation révéle que l'activation des leucocytesualisée par I'émission d’une protrusion)
est plus rapide lorsque la stimulation mécaniquepkess grande, suggérant I'existence d’un
mécanisme de transduction du signal capable de leroda réponse en fonction de
I'amplitude du stimulus mécanique. Au contrairensld’étude de Coughlin and Schmid-
Schonbein (2004), le temps d’apparition d’'un ps@aode en réponse au stimulus mécanique
ne dépend pas de la contrainte de cisaillement.

Enfin, Rainger et al. (1999) ont étudié la migratide neutrophiles sous un flux de
0,05 Pa (et sous constante perfusion du chimictding N-formylmethionyl-leucyl-phenyl-
alanine (FMLP)) sur une surface recouverte de @tgs sanguines ou fonctionnalisée avec
divers ligands de diverses protéines d’adhésiorcatde leucocytes. Lorsque la surface est
recouverte de plaquettes sanguines ou de P-sééntat de la CD31 ou seulement de CD31
(CD31, aussi appelée PECAM-1, est un ligand deéljrine o,B3), I'application du flux
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provoque la migration d’une majorité de cellules@le flux (85 +/- 12 % dans le cas d’'une
surface recouverte de plaquettes). A l'arrét du,fle mouvement est a nouveau aléatoire,
avec les mémes vitesses de migration. Par contresubstrat recouvert uniguement de P-
séléctine ne permet pas d’avoir une migration éeigvec le flux. De plus, si les neutrophiles
sont prétraités avec un anticorps contre l'intégrip alors la migration sous flux sur des
plaquettes sanguines devient aléatoire avec desses équivalentes au cas sans anticorps. Le
blocage d’'une autre intégrine (CD11a) n'a aucuetefEnfin, sur des substrats recouverts
uniquement de fibronectine (un autre ligand dedgninea,f3), la migration des leucocytes
est dirigée par le flux alors qu’elle redevientasddére en rajoutant des anticorps contre
I'intégrine B3 ou l'intégrinea,fs. Il apparait donc que les neutrophiles détectapplication

de forces mécaniques et la direction de ces faceavers les liens que font les intégrines
ayBz avec un de leurs ligands comme CD31 ou la fibrimecL intégrinea, 3 apparait donc
comme un capteur des forces mécaniques appliqiEscontre, cette étude ne montre
aucune dépendance avec la contrainte de cisailtesh@e permet donc pas de conclure quant
a la capacité des leucocytes de mesurer les faréeaniques appliquées.

En conclusion, ces études suggérent dans les kgesobexistence de mécanismes
menant a la détection et éventuellement la meserefodces mécaniques extérieures.
Cependant, certaines contradictions apparentee ams travaux et la complexité des
phénotypes observés dépendant possiblement deitiial et donc de I'histoire des cellules
sément le doute et ne permettent pas de certifgisience de mécanosensibilité dans les
globules blancs. D’autres études seront nécessaioes comprendre la réponse des
leucocytes a I'application de stimuli mécaniquepair éventuellement unifier dans un méme

modéele des observations qui, aujourd’hui, semldentradictoires.

6.9.6 Les fibroblastes

Les fibroblastes possédent de nombreux mécanisr@eanosensibles.

En utilisant des substrats élastiques micro-stréstuBalaban et al. (2001) ont montré
I'existence, dans des fibroblastes stationnairasmedrelation linéaire entre la surface des
adhésions focales et les forces locales exercaédsgaellules sur le substrat en chacune de
ces adhésions (Fig. 6_68). Les forces locales pté&seune bonne corrélation non seulement
avec l'aire des adhésions focales mais aussi augcdrientation, et I'intensité totale de
fluorescence de la GFP-vinculine en chaque adhék@pression exercée par ces cellules au

niveau de chacune des régions d’adhésion avedkdratiest donc constante, de I'ordre de
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5,5 +/- 2 nN.unf. De plus, lorsque la contraction du systéme actigesine est inhibée, les
forces exercées par les cellules et I'intensitérduiquage fluorescent des adhésions focales
commencent a décroitre simultanément, dans un délbordre de la dizaine de secondes, et
les décroissances sont proportionnelles. Ainsiféeses exercées par les fibroblastes aux
points focaux d’adhésion, via la contraction du ptere actine-myosine, déterminent
'assemblage de ces structures adhésives. De opwmtd@ere, les adhésions focales des
fibroblastes permettent de mesurer de maniére mmemtedynamique I'ancrage des ligands a
I'interface cellule-substrat, ainsi que la rigidité substrat.

Riveline et al. (2001) ont montré, en cisaillantslarface supérieure de fibroblastes
avec une micropipette, que le systéme actine-mgasigtait pas nécessaire pour provoquer
I'élongation d’adhésions focales et de complexesida en réponse a l'application d’'une
force mécanique (Fig. 6_69). lls observent queecétongation, qui nécessite un réseau
d’actine intacte, est dirigée dans la direction fil@ses appliquées et qu’elle est associée au
recrutement de la protéine GFP-vinculine. Ces tétsulconfortent l'idée que les sites
d’adhésion riches en intégrines comme les complasix et les adhésions focales sont des
mécanosenseurs des forces exercées a l'interfdoteemibstrat et que I'assemblage de ces
structures est directement lié a ces forces. laesbter que ce renforcement des adhésions
focales da a I'application de forces extérieuresshpossible que si 'adhérence au substrat est
suffisante.

Ce méme type de renforcement des complexes litdgrines et cytosquelette a déja
été observé par Choquet et al. (1997). Ces aubexingtilisé une pince optique pour appliquer
des forces sur des billes attachées a la surfdidage via des intégrines. Ces billes sont
naturellement transportées vers l'arriere des ledlfrearward transport) et peuvent ainsi
s’échapper d’'un piége optique fixe correspondamesiforces appliquées de 1 a 15 pN. A la
suite de I'application de forces par un piége amigt de la libération d’une bille de ce piége,
la bille reprend alors sa migration vers l'arridesla cellule. Dans ces conditions, les auteurs
mesurent la force minimale qu’il faut appliquer pgaouvoir a nouveau influer sur le
mouvement de la bille. lls observent que cetteefast proportionnelle et environ trois fois
plus grande que la force du piege optique initlg.(6_70). Ces expériences mettent en
évidence un renforcement local des liens cytostfeeiletégrines en réaction a I'application
de forces sur ces liens. Ce renforcement, spéeifaux liens contenant des intégrines, est
d’autant plus grand que les forces appliquées gaamdes et s‘effectue en moins de 10
secondes (Fig. 6_70_C).
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Figure 6_68 (haut): La pression exercée sur le substrat par des
fibroblastes stationnaires est constante au niveau de chacune
des régions d'adhésion. Les forces locales exercées par la cel-
lule présentent une bonne corrélation avec l'orientation, I'intensité
totale de fluorescence de la GFP-vinculine et 'aire des adhésions
focales. Mesures effectuées sur des substrats élastiques de
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fluorescents (Balaban et al., 2001).

>

FN Bead

no w
fab)
o

Distance (um)

(=]

Figure 6_70 (droite):
Renforcement des © )
complexes adhésifs
par I'application de
- forces.

A) Les deux
premiéres photos
montrent la bille qui
s'échappe du piége
optique (fleches). La
bille continue son
mouvement vers
l'arriere de la cellule.
A la quatriéme photo,
une force est a
nouveau appliquée
avec la pince optique

o)}
T

Measured Force (pN) 00
N S
1 OI 1 ? L

(zone grisée) sur la 0 - T .
bille Sanais cette 0 5_ . 10 15
derniére continue Restraining Force (pN)
son mouvement
sans étre freinée par C
la force. La ligne — 15
Vi Ny APV pointillée indique le @
. o déplacement de la g
Figure 6_69 (haut): L'application sur des pince optique. £ 10
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cisaillement a l'aide d’'une micropipette appliquée initiale- g_
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(Riveline et al., 2001). grande.

C) Le renforcement des liens adhésifs s'opére en moins de 10
secondes (Choquet et al., 1997).
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Les fibroblastes possédent également des canauanosensibles (Stockbridge and
French, 1988). En utilisant des billes magnétiqeesuvertes de collagene qui se lient aux
complexes protéiques contenant l'intégrii® de la taline, de la vinculine, Glogauer et al.
(1995 ; 1997) appliquent des forces surfaciques2d®/n? et dont la direction est
perpendiculaire & la surface supérieure des fiagtbs. En réponse a ces forces, ils observent
le recrutement localisé d’actine filamenteuse (np&is de taline, ni de vinculine) aux sites
d’adhésion avec les billes (Fig. 6_71_A), un infld& calcium en quelques secondes (Fig.
6_71 B) et la tyrosine-phosphorylation de la paell(Fig. 6_71_D). De plus, la rigidité de la
membrane augmente fortement aux alentours deléa(big. 6_71 C). Enfin, les auteurs ont
constaté que la réorganisation du réseau d’actree eecrutement localisé de F-actine en
réponse a l'application des forces nécessitaitylasine phosphorylation et l'influx de
calcium. Le calcium est un régulateur connu des$épres se liant a I'actine et joue un réle
important dans la réorganisation du cytosqueldtiarfiey, 1994). Pour expliquer le processus
de désensibilisation (absence ou réduction du nanflex de calcium apres applications
successives de forces; Fig. 6 71 B), les auteuropopent un modele
d’activation/désactivation des canaux. Dans ce meotigpplication de forces mécaniques
extérieures conduit a I'activation de canaux mésansibles permettant I'entrée de calcium.
Cette entrée de calcium provoque la réorganisatiorréseau d’actine avec recrutement
localisé de F-actine au site d’application des derqui provoque une rigidification de la
membrane entrainant la fermeture des canaux (Fitl_@&). On a donc une boucle entre trois
étapes : 1) entrée de calcium en réponse aux foByegeorganisation du réseau d’actine
dépendant du calcium, 3) régulation de l'influx ccium par l'actine filamenteuse. Cette
boucle permet de détecter les forces appliquépsraiet a la cellule de se protéger contre de
fortes tensions extérieures. On a donc la encomaéoanisme de renforcement, de résistance
aux forces extérieures. Ce modeéle est un exempig l@guel structures du cytosquelette et
canaux mécanosensibles interagissent dans le pumcde mécanotransduction. Un aspect de
cette étude n’est malgré tout pas totalement coogai : les auteurs n’ont pas pu montré de
maniére évidente le recrutement de F-actine awanides billes sur une échelle de temps de 1
a 6 minutes (Fig. 6_71_A) qui est pourtant I'éahele temps sur laquelle a lieu le processus
de désensibilisation (Fig. 6_71_B).
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La premiere courbe correspond a l'application pro- // -
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nouvelles forces sont appliquées pendant une force effect
seconde a t = 600 s, aucune influx de calcium FORCE
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Contrairement a la stimulation de cisaillement awee micropipette (Riveline et al.,
2001) qui engendrait le recrutement de GFP-vineulwix sites d’adhésions focales, dans

I'étude de Glogauer et al. (1997), seule 'actiserecrutée au site d’application de la force et
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pas la vinculine. Cette différence peut s’expligper la direction des forces appliquées :
forces tangentielles ou perpendiculaires a la manecellulaire. Cela montre la variabilité
des réponses en fonction de la direction des foapgdiquées relativement a la membrane
cellulaire. Un autre exemple confirmant cette i@sé celui de cellules du muscle lisse de
I'aorte de rat qui, sous une contrainte uniaxiagiment, expérimentent simultanément une
activation de Rac des deux cotés de la celluleésitsur I'axe de la contrainte (forces
appliquées perpendiculaires a la membrane) et nimbition de Rac au niveau des deux
autres quarts du contour cellulaire situés surel'gerpendiculaire (qui expérimentent
I'application de forces tangentes a la membranajgmi et al., 2002).

De maniere générale, il apparait que les fibrobtasesistent aux forces extérieures
appliguées en renforcant les sites d’adhésionsddecpii sont des régions de transmission des
forces exercées par la cellule sur le support {sathdille) ou réciproquement exercées par le
support sur la cellule (principe d’action-réactio®n a donc un double jeu « détection des

forces — résistance aux forces » au niveau deststes du cytosquelette.

6.9.7 La mecanosensibilité cheRictyostelium discoideum

hY

Plusieurs études ont cherché a quantifier la répots cellulesDictyostelium
discoideuma l'application de contraintes de cisaillement.all ét¢ montré qu’'un flux
hydrodynamique laminaire stimule la motilité de aadlules lorsqu’elles adhérent a un
substrat de verre. Elles migrent avec le flux aies vitesses accrues par rapport au cas sans
contrainte (Fig. 6_72 ; Décavé et al., 2003).

A la suite de ces travaux, Fache et al. (2005) amalysé l'influence de la
concentration de calcium extérieur sur la motiigDictyosteliuminduite par un flux. lls ont
observé que lorsque la concentration de calciurériextr augmente de 5 uM a 1 mM, les
cellules migrent beaucoup plus rapidement et ooiiy@ que cet effet était lié a un influx de
calcium extracellulaire et a [l'utilisation de caloi relaché des stocks internes. Ces
observations combinées au long temps de réponsecalkdes a l'augmentation de la
concentration de calcium suggerent I'existence dhéctanisme de relachement de calcium
des stocks internes induit par I'entrée de calcaxtracellulaire (calcium-induced calcium
release). De plus, les auteurs constatent que keloontrainte de cisaillement appliquée, les
cellules migrent soit avec le flux (pour des cointies supérieures a 1 Pa), soit contre le flux
(pour des contraintes inférieures a 0,7 Pa), $bfe5d’entre elles avec et I'autre moitié contre

le flux (pour des contraintes entre 0,7 et 1 P&. (& _73). Ce comportement prouve que les
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cellulesDictyostelium discoideursont capables de détecter la direction des fappbquées

ainsi que leur amplitude. Elles sont donc mécarsiskas et adaptent leur mouvement aux
forces appliquées. De plus, le fait que le mouvenseit bi-directionnel entre 0,7 et 1 Pa
montre que la directionnalité du mouvement indieidde chaque cellule (avec ou contre le

flux) ne dépend pas que de la contrainte appliquée.
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Figure 6_72: L’application d’'un flux hydrodynamique sur des cellules Dictyostelium entraine
I'apparition de vitesses de migration accrues par rapport au cas sans contrainte (Décave et al.,
2003).
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Figure 6_73: Les cellules D.discoideum se déplacent sous flux avec ou contre le flux, selon la
contrainte de cisaillement (et d’autre(s) parametre(s)). La directionnalité du mouvement est
indiquée par la mesure de <cos0>. Lorsque sa valeur est positive, cela signifie que les cellules
avancent avec le flux. Au contraire, si cette grandeur est negative, cela veut dire que les
cellules migrent contre le flux. Ainsi, pour des contraintes inférieures a 0,7 Pa, les cellules
migrent contre le flux. Pour des contraintes supérieures a 1 Pa, elles avancent avec le flux.
Ces observations mettent en evidence que les cellules Dictyostelium mesurent l'intensite des
forces appliquées (Fache et al., 2005).
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Kuwayama et al. (1996) ont soumis des cellidégyostelium discoideura un choc
hyperosmotique. Ills observent une réponse celtutaiec phosphorylation de la chaine lourde
de myosine-ll via une augmentation de la concantrade cGMP intracellulaire. Cette
phosphorylation permet une redistribution de la siye-1l qui s’accumule ensuite au niveau
du cortex et donne un aspect arrondi a la celltégte relocalisation fournit probablement un
renforcement du cortex cellulaire de facon a résiatl fort dégonflement. Ces expériences
prouvent queDictyosteliumest capable de détecter I'application de pressi@nsotiques et
d’y répondre pour augmenter ses chances de suela est cohérent avec l'existence de

mécanisme(s) mécanosensible(s) dans cette amibe.

6.9.8 Systemes reconstitués

Un des moyens proposé pour verifier le caracterean@sensible d’un canal ionique
consiste a effectuer des mesures par « patch-ckasop un morceau de membrane cellulaire
ou dans un systeme reconstitué comme un liposonm@@bicouche lipidique. Ainsi, Hase et
al. (1995) ont purifié le canal mécanosensible Md@.coli et I'ont inséré dans un liposome.
Les mesures de patch-clamp ont confirmé une aetimécanosensible, ce qui a permis aux
auteurs de caractériser ce canal et de détermgaaronditions de son ouverture. Cependant,
ce genre d’expériences sont trés délicates et peuaeilement conduire a I'observation
d’artéfacts. Il convient donc d’étre tres pruddans leur interprétation (Zhang and Hamill,
2000 b).

D’autres études ont porté sur I'effet de forcesamégues sur des liposomes contenant
des protéines G (Gudi et al., 1998) ou la phosphegé A (Lehtonen and Kinnunen, 1995).
Dans le premier cas, les auteurs montrent qu'ur fla cisaillement sur des liposomes
contenant des protéines G suffit a stimuler letivid GTPasique. Dans la deuxiéme étude,
les auteurs indiquent que le gonflement osmotiqudipbsomes contenant la phospholipase
A, suffit & engendrer son activité catalytique, salonmécanisme dépendant de la densité
surfacique des lipides. Les deux études montreet l@ctivation de chaque protéine est
modulée par la composition lipidiqgue de la bicoucBes deux travaux mettent donc en
évidence qu’une bicouche lipidique peut jouer le cBun mécanorécepteur.

Dans des travaux trés différents, des cytosqusletlubles dans un détergent, et qui
ne sont donc plus entourés d’'une membrane, onutdigés (Sawada and Sheetz, 2002;
Tamada et al.,, 2004). Les auteurs observent l|aoliaiet la dissociation de protéines

spécifiques au niveau des contacts focaux en répanane stimulation mécanique. Ces
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systemes simplifiés de cellules permettent don@rdever I'existence d’'un mécanisme de
détection de forces associé a la réorganisati@ttidu cytosquelette. Le cytosquelette (avec
les contacts focaux) est donc capable de déteegeforices mécaniques, indépendamment de

courants ioniques.

En conclusion, la mécanosensibilité a longtemps cétésidérée comme contrélée
uniguement par des canaux ionigues activés mécamigot par la tension ou une
déformation de la membrane plasmique. Aujourd’iluapparait clair que les structures du
cytosquelette, les complexes protéiques adhésgs;dnaux mécanosensibles et la membrane
plasmique (indépendamment des canaux) communigestbisent leurs informations pour
répondre de maniéere adaptée a une stimulation nogeaextérieure.

Malgré le boom des études sur la mécanosensibilité mécanotransduction depuis
les années 1990, il reste encore beaucoup a codrpréans les mécanismes moléculaires qui
permettent de convertir un signal mécanique exitdage en signal biochimique
intracellulaire. Par exemple, bien que les contafdsaux apparaissent étre des
mécanorécepteurs dans les fibroblastes, I'unitéctstrelle ou la protéine responsable de la
détection des forces n’est pas encore identifiede mécanisme permettant la mesure des

forces (dépliement de protéine, libération de sitesiaison, ... ?).

6.10 Objectif du travail de these

Nous avons vu que les celluleBictyostelium sont sensibles aux forces
hydrodynamiques et réagissent en migrant plusetiten s’orientant avec le flux. Certains
travaux dont ceux de Fache et al. (2005) ont étiles mutants null pour clarifier quelle
signalisation était impliqguée dans la réponse aawxces mécaniques. Cependant, la
réorganisation du cytosquelette suite a I'applarati’un stimulus mécanique n’a jamais été
observée chebictyostelium Le cytosquelette est pourtant I'un des acteuirscipraux de la
migration cellulaire et joue aussi un réle impottdans la perception de forces mécaniques
dans divers types cellulaires.

Nos objectifs sont donc les suivants. D’abord olesele cytosquelette et son
organisation en réponse a une contrainte mécawigpgEante. Puis, aprés avoir orientées les
cellules par un flux de cisaillement de contraithd@née et notre but est de forcer ces cellules
a se réorienter en changeant subitement le sefiexdu.ors de ce processus de réorientation,

un objectif est de déterminer qualitativement Isnportement cellulaire (la cellule fait-elle un
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U-turn, inverse-t-elle son c6té avant et son catéra, arréte-t-elle de protruder ou au

contraire, fait-elle des protrusions dans toustsss, ...), et de visualiser la réorganisation du
cytosquelette. Nous voulons aussi quantifier legtgjues de relocalisation de protéines
d’intérét du cytosquelette d’actine. Ces objeditgints, nous devrions avoir un modele de la
réorientation cellulaire sous flux avec des infatiovegs quantitatives spatiales et temporelles
concernant la redistribution de protéines du cylesejte.

Dans un deuxieme temps, notre objectif est de cengpe quelles structures
cellulaires ou quelles protéines sont nécessail@sneecanotransduction.

Enfin, il semble intéressant de comparer ce proaseds réorientation cellulaire sous
flux avec celui ayant lieu lors de linversion dedirection d’'un gradient chimique (cas du
chimiotactisme).

Pour pouvoir atteindre ces objectifs, nous avamsi développé une nouvelle chambre
a flux permettant d’inverser rapidement la directou flux, d’utiliser des lamelles et de faire
des observations avec des objectifs a fort graasiest. Nous avons mis en place et organisé
une collaboration avec le groupe de Ginther Gewdschinstitut Max-Planck de Martinsried
qui est expert en imagerie de protéines de fusimrdscentes dans des cellules vivantes et en
microscopie confocale. En adaptant le programmeatyges d'images de Dormann et al.
(2002), nous avons pu caractérisé la réponse amula I'application de forces
hydrodynamiques et quantifié la relocalisation d&tgines lors de I'inversion de la direction
du flux. En réalisant des expériences de chimisaet, nous avons pu comparer les

processus de réorientation cellulaire sous fludans un gradient chimique.
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VIl Matériels et Méthodes

7.1 Cultures cellulaires

Pour I'essentiel des expériences en chambre alfexselluledD. discoideunont été
utilisées en phase végétative, c’est-a-dire danghase unicellulaire. Cependant, pour
guelques expériences sous flux et pour les exprErdede chimiotactisme, les cellules ont été
privées de nourriture (starvation) et ont été sd#is dans leur phase de développement ou

elles sont agrégation-compétentes.

7.1.1 Culture en milieu nutritif

Les cellules sauvagebBictyostelium discoideunvivent dans les sols de foréts
tempérées dans les feuilles en décomposition. Efesourrissent alors de micro-organismes
comme les levures et les bactéries.

Pour les besoins en laboratoire, des sélectionsessives ont été réalisées afin
d’isoler une souche mutante capable de vivre danmilieu nutritif liquide (Sussman and
Sussman, 1967). Ce premier milieu nutritif de cosijpan compliquée a été simplifié et sa
simplification a été accompagnée de la sélectiameal’ nouvelle souche mutante, AX2,
pouvant vivre dans ce milieu simplifié. C’est cdieu que I'on utilise aujourd’hui dans les
laboratoires, parfois a quelques variantes presté/dad Ashworth, 1970). Ce milieu a pour
composition :

- Oxoid bacteriological peptone (14.3 g)

- Oxoid yeast extract (7.15 g)

- NaHPO,, 12 HO (1.28 g)

- KH2PQO, (0.486 g)

- D-glucose (15.4 g)
Le tout dilué dans un litre d‘eau et dont le pHagasté a 6.7. Ce milieu assure aux cellules un
apport riche en acides aminés, sucres et sels.

Dans ce milieu, la concentration cellulaire doutate8-9 heures (Fig. 7_1 ; Watts and
Ashworth, 1970). Il est important que les cultureBulaires soient maintenues a 22-23°C qui
est la température optimale de croissance. Desé&eyes en dessous de 20°C ou au-dessus
de 25°C sont néfastes pour les cultures et peudnarituellement stopper la croissance et

mener a la mort des cellules. Ces cultures celedatn milieu nutritif liquide sont appelées

191



axéniques car elles doivent étre maintenues stérllmns ces cultures, les cellules se
nourrissent par pinocytose, alors que les cellidagvages ne se nourrissent que par
phagocytose. Malgré tout, les cellules cultivéesdture axénique conservent leur capacité a

phagocyter des particules solides et peuvent &trestultivees sur milieu solide recouvert de

bactéries. -

Figure 7_1. Cinétiques de croissance des
cellulesDictyosteliumAX2 dans un milieu
avec (triangles) ou sans (cercles) glucose a
22°C et en culture agitée (tiré de Watts and
Ashworth, 1970). La croissance est
exponentielle pour des concentrations entre
5.1 et 5.1 cellules/mL.

10-5 x No. of cells/ml

Time (h)
Des variantes dans la composition du milieu peuagparaitre selon les laboratoires
qui utilisent I'organismeDictyostelium Ces difféerences semblent sans importance mais nou
verrons que la composition de chaque milieu peut-pe avoir des conséquences sur des
phénotypes aussi complexes que sont 'adhérenkzenattilité cellulaires. A Martinsried, a
I'Institut Max-Planck de Biochimie, la compositiexacte du milieu utilisé est la suivante :
- neutralized Oxoid bacteriological peptdrig4.3 g)
- Oxoid yeast extrat{(7.15 g)
- NaHPO, 2 H,0 3 (0.616 g)
- KH,PO, *(0.486 g)
- Maltos€ (18 g)
Le tout dilué dans un litre d’eau bidistillée entlte pH est ajusté a 6.7 a I'aide d’'une solution
de soud®de concentration 1 M. La solution diluée obtensteemsuite autoclavée 20 minutes
a 120°C. C’est cette solution que je noterai HLBsdla suite. Aucun antibiotique n’est ajouté
au milieu contrairement au milieu nutritif de Gréfe qui contient 0.25 g/L de

dihydrostreptomycine.

! Neutralized bacteriological peptone : Oxoid, 500ég. L34
% Yeast extract : Oxoid, 500 g, réf. L21

¥ NaHPQ,, 2 H,0 : MERCK, réf. 1.06580.1000

* KH,PO,: MERCK, 1.04873.1000

® Maltose : MERCK, réf. 1.05910.0500

® Soude : MERCK, réf. 1.06498.1000
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Les cultures axéniques peuvent étre agitées ou Dans le cas de cultures en
suspension, on utilise des erlenmeyers remplie 5™ et 1/7™ du volume total. Les
erlenmeyers sont placés sur un agitateur girdteiragités a 150 rpm (rotations par minute)
afin d’'oxygéner le milieu. Dans le cas de cultunes agitées, on utilise des boites de Pétri
souvent de 10 cm de diamé&tr®ans ces cultures, on utilise 10mL de HL5 etdetules
adhérent a la surface plastique du fond de la bo®paisseur du milieu nutritif liquide est de
guelgques millimétres, ce qui assure une bonne matgn des cellules aérobies.

Dans tous les types de cultures, il faut dilueruliégement les cellules (en les
resuspendant dans le cas de boites de Pétri) pqpasndépasser des concentrations de I'ordre
de 4-5.16 cellules/mL.

Les cultures en milieu nutritif doivent étre limegdans le temps : il est préférable de
ne pas cultiver les cellules sur plus de quelqgeesames (typiquement 2 a 3 semaines). En
effet, il semble possible que des mutations sp@emnou d’autres types de sélections
apparaissent au sein d’'une culture ce qui rendltare inhomogene. Ainsi, afin d’éviter tout
risque et afin d’avoir des expériences les plusadyrctibles possible, il est préférable de
redémarrer une nouvelle culture cellulaire envitoates les semaines ou deux semaines a
partir d’'un stock de cellules ou de spores cong@lés la partie consacrée a la conservation

des cellules).

7.1.2 Cellules en milieu non nutritif (starvation)

Pour certaines expériences sous flux et les expse de chimiotactisme, il est
nécessaire de priver les cellules de nourriturer ppuelles commencent leur cycle de
développement et deviennent agrégation-compétebee/pe de culture empéche la division
cellulaire et ne permet donc pas de conserverdiddes. Ces cultures sont juste utilisées dans
la journée.

Dans ce cas, les cellules sont prélevées soit dultare axénique agitée (de 30 mL)
soit d’'une culture axénique sur boite de Pétril@mL).

- La culture utilisée fait I'objet d’'un comptage.idiéal est d’avoir une culture a environ

3.1¢ cellules/mL (c’est-a-dire en phase exponentielleméssance ; voir Figure 7_1).

A partir de trois boites de Pétri ou d'une flasqgitée a cette concentration, on

récupére donc environ 9.1¢ellules.

’ Lab-Shaker, Adolf Kithner AG, SCHWEIZ
8 Falcon 10 cm / 100x20 mm polystyréne (réf. 35 3003
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- Les 30 mL sont centrifugdsentre 400 et 600 g, pendant 5 minutes & faible

température (environ 4°C).

- Puis resuspendre avec 30 mL de tampon phosphatensgd®'! glacé. La

resuspension avec une pipette doit étre délicate @oter la formation de bulles.

- Le cycle centrifugation/resuspension dans PBéstté une deuxieme fois

- Puis les cellules sont a nouveau comptées

- Elles sont resuspendues & une concentration @éceflules/mL dans du PB glacé et

la solution est agitée dans une flasque de 25-3@1BQ rpm). Ce moment est appelé

to, c’est le début de la période de carence.

- Les cellules sont normalement agrégation-compésesntre ¢t + 4-5 h (pour des

cellules AX2) et ¢ + 8-9 h. Cela dépend un peu de chaque souchdage|ules

souches mutantes (KO ou exprimant des protéindasilen) mettant souvent un peu

plus de temps pour étre bien allongées, bien atiodgeompétentes et sensibles a un

gradient d’AMPc (attendrept+ 7-8 h). Dans certains cas (par exemple, pour les

cellules HS1 doublement marquées, voir tableau,7l &5t nécessaire de pulser les

cellules avec du cAMP. Dans ce cas, les cellules d@bord carencées 2h en PB,

puis, a l'aide d'un pousse-seringue, des gouttegAMP sont introduites dans la

culture de fagon & avoir une concentration finale&MP dans la fiole de 5.T0M.

7.2 Souches cellulaires utilisées

Le tableau suivant (tableau 7_1) fait l'inventaites souches cellulaires utilisées en

indiquant pour chacune le nom, la provenance, lacts® parentale, la description de la

souche, le mode de culture et I'éventuel ajout melyits nécessaires a la croissance ou a la

pression de sélection dans le HL5, une ou plusi&iésences.

Nom de la |Provenance Souche |Description de la|Mode de culture | Référence
souche parentale |souche et éventuel ajout
cellulaire de produits dans
le HL5
JH10 Hans Warrick | JH8 Cellules Boite de Pétri Hadwiger
(parent) et | « sauvages » qui| (10mL HL5) + and Firtel,
KAX-3 (de | ne fabriquent pas| thymidine"? & 100| 1992
Jeff de thymidine pg/mL
Hadwiger,

° Centrifugeuse Universal 16R Hettich Zentrifugestqr Hettich 1617, RPM5000)
10 Composition du tampon phosphate Sérensen : 9, 8R5KHHPO, et 1,78 g de N&iPO,,2H,0 pour 5L d'eau
bidistillée (pH 6,0 ; autoclave 120°C pendant 2@utes)

1 Abréviation : PB pour « tampon phosphate Séremsen
2 Thymidine : Sigma-Aldrich (réf. T1895-1G), stock40 mg/mL, stérilisés, conservés & —20°C
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grand-

parent)
HS1 Hans Warrick | JH10 Myo-11-null Boite de Pétri | Ruppel et
(10mL HL5) al., 1994
HS1 + GFP-| Glunther HS1 Myo-I1I-null + Boite de Pétri Moores et
myo-II Gerisch’s lab GFP-myo-Il (10mL HL5) + al., 1996
5-10 pg/mL de
généticiné’®
HS1 + GFP-| J'ai effectué la |HS1 Myo-II-null + Boite de Pétri Dalous et al.
myo-II + transformation GFP-myo-Il + (10mL HL5) + en
mMRFP-Lim- |dans le MRFP-M-Lim-  |5-10 ug/mL de |préparation
ACC laboratoire de ACC généticine + 10
Gunther Gerisch pa/mL de
blasticidiné”
JH10 + Lim- | J'ai effectué la |JH10 Cellules Boite de Pétri Dalous et al.
ACC-GFP |transformation « sauvages » qui| (10mL HL5) + en
dans le ne fabriquent pas thymidine a préparation
laboratoire de de thymidine, 100 pg/mL +
Gunther Gerisch marquées avec |20 pg/mL de
Lim- ACC-GFP |généticine
HS1 + Lim- | Glnther HS1 Myo-II-null + Boite de Pétri Diez et al.,
ACC-GFP | Gerisch’s lab Lim- ACC-GFP |(10mL HL5) + 2005 ;
20 pg/mL de Dalous et al.
généticine en
préparation
AX2-214 Gunther AX2 Cellules Boite de Pétri Gerisch et
Gerisch’s lab  |d’Ashworth| « sauvages » (10mL HL5) al., 1995
reclonées par
Gunther Gerisch
HG1668 Gunther AX2-214 | Cellules Boite de Pétri Neujahr et
(AX2 + Gerisch’s lab « sauvages » ave¢10mL HL5) + al., 1998
GFPw- microtubules et |20 pg/mL de
tubuline) centrosome généticine
marqués par GFR-
a-tubuline
AX2 Gunther AX2-214 | Cellules Boite de Pétri Décaveé et
Grenoble Gerisch’s lab « sauvages » (10mL HL5) ou |al., 2003
Clone C1/3 culture agitée
NC4a Gunther NC4 Cellules Substrat d’agar |Morrison
Gerisch’s lab « sauvages » recouvert de and
bactéries Harwood,
1992;
Shelden and
Knecht,
1995

Tableau 7_1 Ensemble des souches cellulaires utilisées pémaam travail de thése.

13 Généticine : SIGMA , réf. A1720-1G, dilué dans BRcks & 20 mg/mL, stériles, conservés a —20°C
14 Blasticidine : FLUKA Biochemika (réf. 15205-100mgjlué dans PB, stocks & 10 mg/mL, stériles, cmése

a-20°C
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7.3 Conservation des souches cellulaires

Comme nous l'avons souligné plus haut, il est padf@ de travailler avec des cellules
étant cultivées sur des périodes de temps de agnaises maximum. Cela est d’autant plus
vrai que les phénotypes observés sont complexe®netintervenir diverses propriétés
cellulaires intégrées dans un processus globapfigtés d’adhésion, de polymérisation de
I'actine, ... lors de la motilité sous flux par exdejp

Afin de conserver une souche cellulaire homogénesgit toujours la méme sur de
longues périodes d’expérimentation (typiquemen@as$), il faut donc générer un stock de
spores (si possible) ou de cellules que I'on cangéla partir duquel une nouvelle culture est

démarrée a intervalles de temps réguliers (typiguetmane a deux semaines).

Protocole de congélation de cellules
1) Préparer une solution pour congélation donbhapmosition est :
- 9,4 mL de milieu HL5
- 100 pL de solution Pénicilline/Streptomyciné
- 500 pL de DMS&
Si I'expérimentateur craint une éventuelle contatiam de cette solution, il peut la filtfér

2) Vortexer le mélange et placer cette solutiorsdambac a glace.

3) Resuspendre les cellules de trois boites dé dttO mL ou récupérer les cellules
d’une solution agitée de 30 mL. Les cellules doivéire en phase exponentielle de croissance
(entre 2 et 4.10cellules/mL).

4) Centrifuger les 30 mL de cellules dans le HL&tr@ 400 et 600 g, 5 minutes, 4°C).

5) Retirer le surnageant (milieu HL5) délicatempatir ne pas perdre de cellules du
culot.

6) Resuspendre délicatement le culot dans 5 mlad®lution de congélation (éviter
les bulles).

7) Placer chacun des 5 mL du mélange concentréetleles dans 5 tubes de
congélation® de 1.5 ou 2 mL.

8) Placer les tubes de congélation immédiatemeart @aglace.

!5 Solution de Pénicilline/Streptomycine : GIBCO, limegen Corp., 100 mL, Cat. N°15140-122
16 Abréviation : Pen/Strep pour « solution de PélmelStreptomycine »

”DMSO : CALBIOCHEM 500 mL Cat # 317275

18 Filtres Millipore Sterile Millex Filter Unit 0,22p / 33mm, membrane MF, réf. SLGS033SS
¥ tubes de congélation Greiner Bio-one, Cellstar
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9) Puis placer les tubes sur un cannister (freezag pour tank de nitrogéne liquide
(laisser une heure au niveau haut, 2 heures aweauiintermédiaire et 3 heures au niveau
inférieur), de maniére a appliquer une rampe d@éature pas trop €levée.

10) Transférer les tubes congelés dans un congélate 80°C ou idéalement dans un
tank d'azote liquide (— 196°C).

Le point important durant la congélation de ceBudst de conserver au maximum les

cellules dans la glace et de s’assurer d’avoirmwuirennement stérile.

Protocole de fabrication et de congélation de spase

Dans le cas de souches cellulaires avec un déaiognt aboutissant a la formation
de spores, il est plus pratique et plus efficaceahgeler des spores au lieu de cellules.

1) Resuspendre les cellules de trois boites dé d@f.0 mL ou récupérer les cellules
d’une solution agitée de 30 mL. Les cellules doiv@re en phase exponentielle de croissance
(entre 2 et 4.10cellules/mL).

2) Centrifuger les 30 mL de cellules dans le Hebte 400 et 600 g, 5 minutes, 4°C).

3) Retirer délicatement le surnageant.

4) Resuspendre le culot avec 30 mL de PB glacé.

5) Centrifuger les 30 mL de cellules dans le PBr&400 et 600 g, 5 minutes, 5°C).

6) Retirer délicatement le PB.

7) Resuspendre le culot avec 1 mL de PB.

8) Déposer et étaler la solution concentrée diilesl sur une boite de phosphate-
agaf®.

9) Laisser sécher et renverser la boite de fagoa que les corps fructiferes poussent
vers le bas, avec la tige au-dessus.

10) Placer la boite dans un environnement huntygegliement dans une grosse boite
contenant la boite d’agar et un papier mouillé dansoin).

11) Attendre typiguement entre un et deux jours.

12) Si la surface d'agar est recouverte de spgemdre 5 mL de PB stérile et
resuspendre délicatement les spores.

13) Placer chaque mL de spores resuspendues dahesde congélation de 1.5 ou 2

mL.

0 phosphate-agar : 60 g d’Agar-Agar (Biomatik GmBlp BRC-RG, Bestell-Nr 23160) dans 5L de PB
(autoclave 120°C, 60 min)
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14) Congeler directement les tubes dans du ni@djquide et les conserver dans un
congélateur a — 80°C ou idéalement dans un tardotédiquide (— 196°C).

La encore, tous les milieux utilisés doivent éttérikes et il faut prendre soin a ne pas

contaminer les tubes de congélation pendant lenipukation.

Protocole de décongélation de cellules

1) Dés que les tubes de congélation sont sortitadk de nitrogene liquide ou du
congélateur, les placer dans un bac a glace pegdalgues minutes.

2) Laisser les tubes décongeler hors du bac eqddésy a une couche de liquide
interne, placer le contenu du tube dans 10 ou 3@enHL5 glacé stérile (ne pas attendre que
tout le volume soit décongelé).

3) Centrifuger les 30 mL de cellules dans le HL&tr@ 400 et 600 g, 5 minutes, 4°C).

4) Retirer le surnageant (qui contient le DMSOisgilors de la congélation).

5) Resuspendre le culot avec 10 mL de HL5 stériengpérature ambiante et placer
dans une boite de Pétri (ne pas placer directedasst une culture agitée).

6) Laisser les cellules récupérer pendant 24 heures

7) Aprés ces 24 heures, mettre la sélection casregmt a la souche cellulaire.

Protocole de décongélation de spores

1) Dés que les tubes de congélation sont sortigadid d’'azote liquide ou du
congélateur, les placer dans un bac a glace pegdalgues minutes.

2) Laisser les tubes décongeler hors du bac ejul@s a une couche de liquide dans
le tube (ne pas attendre que tout le volume sabmigelé), prélever entre 30 et 50 uL de
spores et les injecter dans 10 mL de HL5 dans wiie e Pétri ou directement dans une
culture agitée.

3) Remettre rapidement le tube de spores dansclé lggace et replacer dans I'azote
liquide ou le congélateur.

4) Mettre la sélection 24 heures plus tard.

7.4 Transformation des cellules: fabrication de
souches mutantes
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7.4.1 L’électroporation

La méthode choisie pour transformer les celluleéd’'@ectroporation. Cette méthode
consiste en l'application de champs électriquesésaubrefs et intenses (typiquement 1000 V,
0 Q, 3 uF,tr = 0.8 ms) qui provoquent I'ouverture transitoire ld membrane plasmique,
permettant ainsi I'introduction dans la cellule mielécules d’ADN étranger sous forme de
plasmides. La membrane plasmique peut ensuitefeamer. L’ADN plasmidique contient
des genes de résistance a un ou plusieurs anfibésti ce qui permet la sélection des cellules

transformées qui expriment normalement le plasmide.

7.4.2 Amplification de vecteur (ou de plasmide)

Je n'aborderai pas ici la fabrication ab initio m’plasmide comportant un géne
d’intérét (par exemple un géene codant pour la fusimne protéine du cytosquelette qui est
présente cheBictyosteliumavec la GFP), ainsi qu'un géne de résistance & un antibiofique
mais j'énoncerai juste le protocole d’amplificatidiun vecteur a partir de quelques L de ce
vecteur.

Pour amplifier un plasmide, c’est-a-dire pour obtede nombreuses copies de ce
plasmide a partir de peu de copies, nous utilistess bactéries qui, a partir du moment ou
elles I'ont intégré, produisent ce plasmide en ggequantités du fait de leur rapide cycle de
division cellulaire (environ 20 minutes pour doubla concentration de bactéries). Une
premiére étape consiste donc a introduire le pldsrdans les bactéries. Une deuxieme étape
correspond a la sélection d’'un clone de bactéred dn est str qu’'il a intégré le plasmide.
Puis ce clone est mis en culture pour obtenir landjrnombre de bactéries contenant le
plasmide. Enfin, une quatrieme étape permet depgteu le plasmide a partir de la solution
de bactéries.

Ce travail peut s’effectuer sur la paillasse d#gss conditions non stériles.

Intégration du plasmide dans les bactéries
- Dans un tube Eppendorf, placer :
e 1 pL du plasmide que I'on souhaite amplifier
« 100 pL de tampon TCNFP
« 100 pL de bactéries compétentesoli JIM 109%)

21 Abréviation : GFP pour Green Fluorescent Protein
22 Tampon TCM : 10mM TRIS, ph7.5, 10mM CaCl2, 10mM Gz
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le tout dans un bac a glace.

Pipeter up and down pour mélanger délicatement.

Laisser 30 minutes dans la glace.

Placer le tube a 42°C pendant 90 secondes (ckowitue).

Remettre le tube dans le bac a glace et ajoutdr de milieu LB?*, mélanger.

Placer le tube a 37°C pendant 30 minutes.

Sélection d’'un clone de bactéries contenant le piasde

Centrifuger & 1500 % pendant environ 20 secondes (un culot doit claérgm
apparaitre).

Retirer et jeter 500 pL de surnageant.

Re-mélanger le culot avec le surnageant restapipatant.

Etaler avec un rateau stérile 50, 100 et 400 ptedmélange sur 3 boites de gel LB-
Amp.?° sous hotte stérile. L'ampicilline sert & sélectienles bactéries qui ont intégré
le plasmide qui leur confere la résistance a céiatique.

Laisser les trois gels sécher légerement et leeplen incubation a 37°C toute la nuit,
en les retournant (gel en haut de la boite).

Le lendemain matin, vérifier que des clones sppilaus a la surface des gels, avec un
nombre proportionnel a la quantité de solution detdries étalée. Si c'est le cas,

placer les 3 gels au frigidaire a 4°C.

Mise en culture d’un clone de bactéries ayant intég le plasmide

Dans I'apres-midi, préparer, sous hotte stérites flasque stérile de volume total 500
mL ou 1 L en la remplissant de 200 mL de LB-Amprit.

Se désinfecter les mains et piquer a l'aide d'urealent stérile un clone sur un des
trois gels (choisir un gel avec des clones biem&spde fagcon a s’assurer que I'on ne
pique gu’un seul clone) et laisser tomber le cuigstdians la flasque.

Placer la flasque sur un agitateur giratoire ate20in a 37°C toute la nuit.

23 Cellules JM109 : voir Yanisch-Perron et al., 1985
24 Milieu LB : 50 g de Bacto-Tryptone (de Difco), B5le yeast extract (Oxoid) et 25 g de NaCl, le tauts 5 L

d’eau

%5 Correspond & 5000 rpm sur une centrifugeuse duEgpendorf centrifuge 5415C avec rotor Eppendetb+
18-11 5402 (5cm de rayon).
%6 Amp. pour Ampicilline : Sigma, réf. A-9518. DarslLB-Amp., la concentration de 'ampicilline est H&0

pa/mL.
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Récupération du plasmide a partir de la solution dévactéries

Cette étape est tres standardisée et correspongraocole « Plasmid DNA
purification using QIAGEN plasmid maxi kit$%»
A la fin de cette procédure, on récupere une soiutie plasmide typiquement de 500 pL de
concentration 1 pg/uL. La mesure de cette condenirat la vérification de la qualité de

I'’ADN récupéré se font & I'aide d’un spectrophotare®.

7.4.3 Protocole de transformation par électroporatn

Tout le protocole doit étre exécuté sous hottelstavec des solutions stériles.

- Utiliser des cellules en phase exponentielle aéssance a 2-3.fellules/mL. On
prendra soit une flasque de 30 mL, soit 3 boitesPé&i de 10 mL chacune.
Resuspendre les cellules et les laisser refraaditeiment dans un bac a glace pendant
environ 10 minutes (cette étape de refroidissemest pas indispensable).

- Centrifuger les 30 mL contenant les cellules aremv600 g pendant 5 minutes a 4°C.

- Jeter délicatement le surnageant et laver lesleslavec du PB a 4°C (gardé dans un
bac a glace).

- Centrifuger (idem).

- Laver le culot de cellules avec 30 mL de tampa#iettroporatioff & 4°C (conservé
dans le bac a glace).

- Centrifuger (idem).

- Resuspendre délicatement les cellules dans quelguale EB de maniére a avoir une
concentration cellulaire comprise entre 3 et 10.déllules/mL. Placer les cellules
dans le bac a glace.

- Dans une cuvette d’électroporation de 80G%placer ’ADN plasmidique de facon a
avoir 15 & 30 pg de plasmide pour 5.t6llules (typiquement 30 pL de la solution de
plasmide). Compléter avec la solution de cellulsgjy'aux 800 pL que peut contenir
la cuvette (éviter les bulles). Pipeter up and dgwaar mélanger délicatement le

plasmide avec les cellules.

> QIAGEN Plasmid Maxikit Cat n° 12162

%8 Spectrophotométre : Pharmacia, modéle Ultrospec II

9 Tampon d’électroporation (abréviation : EB) : éaiteux solutions : 1) 100 mM deHPOx3H,0 (pH 9,2-
9,4) et 2) 100 mM KKPQ, (pH 4,3-4,5). Ajuster le pH de la solution de #, avec la solution de KIPQ, de
maniére a obtenir un pH de 6,1 (c’est le tampon RBYr faire 500 mL de tampon d’électroporatiojouter
8,56 g de sucrose a 50 mL du tampon KP (pH 6,&dmipléter jusqu’a 500 mL avec de I'eau nanopure.
Stériliser la solution en filtrant et aliquoter dasfes Falcon tubes de 50 mL que I'on conserve@¢E.2

%0 cuvette d’électroporation Thermo Electron Coofiera EPECU204, 4mm width
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- Replacer les cellules restantes non utilisées lalpac a glace.

- Placer la cuvette quelques minutes dans le béeca.g

- Placer la cuvette dans I'appareil d'électroporatioet électroporer en utilisant les
parameétres suivants : 1000 V, 3 uFQO0Le tempst, correspondant a la durée de
I'impulsion, est typiquement compris entre 0.4 & @s.

- Replacer la cuvette quelgques minutes dans le lpéarca.

- Puis transférer délicatement les cellules éleciréps dans un puit d’'une plague 24
puits’® ou sur une bofte de Pétri.

- Incuber pendant 10 minutes a température ambiante.

- Ensuite, ajouter dans le puit 8 pL d’'une solustérile a 0.1 M de Cagkt 0.1 M de
MgCl, (de maniére & avoir 1 mM d'ions €&t d'ions Mg").

- Incuber pendant 15 minutes a température amb{@8f€) en agitant doucement (50
a 90 tr/min).

- Transférer la solution de cellules dans du miaganique (HL5 stérile) : typiquement
placer 200 pL dans une boite de Pétri de 10 mlg¢celonnera 4 boites de Pétri que
I'on numérotera) et laisser les cellules récuppesrdant 24 heures.

- 24 heures plus tard, commencer la sélection a@d'ale I'antibiotique auquel le
plasmide confére une résistance aux cellules.

- Un contréle doit étre effectué pour s’assurer tpeésistance a I'antibiotique des
cellules transformées provient bien de lintégnatau plasmide désiré. Les cellules
restantes non utilisées sont donc elles aussir@femtes mais sans introduire de
plasmide dans la cuvette d’électroporation. Cesulesl sont ensuite traitées de
maniere identique et laissées au repos pendanteBded L’antibiotique, qui est
rajouté au méme moment dans les 4 boites de Rétcellules électroporées avec
plasmide et dans la boite de Pétri de cellulesrélmtdoit provoquer la mort de toutes
les cellules dans la boite de contréle alors gsedlautres boites vont (espérons)
montrer des clones de cellules résistantes apequps jours.

- Laisser les cellules pousser. Des clones doivpparaitre quelques jours plus tard.
Changer le milieu tous les 2 jours pour évacuecédisiles mortes.

%1 B]O-RAD Gene Pulser
32 plaque 24 puits Costar 3524
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7.4.4 Protocole de clonage de cellul&sctyosteliummutées

Lorsque 'on obtient suffisamment de cellules tfamaées dans les boites de Pétri
provenant de I'électroporation, il faut alors clorles cellules. Ceci se fait en étalant les
cellules de boites axéniques sur des boites d&M&l en les mélangeant & des bactéries.
Cette opération a pour but d’obtenir des clonesdlleles ayant poussé a partir d’'une cellule
unique et qui se divisent en se nourrissant degbias. On pourra ainsi prélever les clones
sem-indépendants et indépendants pour testerpenpsiétés. Par exemple, dans le cas d’'une
transformation visant a introduire une protéinefudon contenant la GFP ou la mRFP, on
testera la fluorescence de chaque clone ainsi @jliechlisation attendue de la protéine de
fusion si celle-ci est déja connue.

Remarque Pour éviter d'étaler des cellules sans inténgar (exemple sans
fluorescence), vérifier la fluorescence « globald’wne boite en prélevant des cellules au

hasard dans chaque boite obtenue aprés électrioporat

Voici donc le protocole de clonage. Toutes ces atfrs sont effectuées sous hotte
stérile.

- Prélever une bonne noix de bactéries Bf2a partir d’'une boite conservée au
frigidaire, a I'aide d’un anneau métallique stéglipar la flamme.

- Placer cette noix de bactéries dans environ 5 enPH stérile.

- Vortexer les bactéries afin d’obtenir une soluthmmogéne.

- Déposer entre 100 et 200 pL de cette solutionadééhbies sur chacune de 3 boites de
gel SM.

- Resuspendre les cellules transformées d'une boke Pétri provenant de
I'électroporation ayant donné des clones au boufugdgues jours.

- Déposer environ 30 a 60 pL de cette culture (ake¢il5) sur la premiére boite de
gel SM uniquement.

- Mélanger les celluleBictyosteliumavec les bactéries sur la boite de gel SM etré&ale
I'aide d’un rateau stérile.

- Avec le méme rateau (qui contient encore des leslDictyosteliumsur sa surface),

étaler les bactéries sur les deux autres boitgeld8M (numéroter les boites).

% Boite de gel SM : 24 g agar (compagnie IMA), 28agteriological peptone (Oxoid), 20 g glucose, gagst
extract (Oxoid), 2 g MgSR 7H,0, 4,4 g KHPGQ,, 2,6 g KkHPQx3H,0, le tout dilué dans 2 L d’eau, ph 6,4-6,5
34 Bactéries B/2 : voir Williams, 1978
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Laisser sécher les boites et les renverser.

Les garder a température ambiante et surveillerjdars suivants I'apparition de
clones.

Deux ou trois jours plus tard, lorsque des clagsaraissent, prélever des cellules en
piquant chaque clone a l'aide d’'un cure-dent stégtltremper chaque cure-dent dans
un puit d’'une plaque de 24 puits rempli chacun diuin de milieu axénique (HL5)
avec l'antibiotique approprié et 100 uL de solutfen/Strep pour 10 mL de milieu
(pour tuer les bactéries). Les clones doivent léiea circulaires. Un clone ayant une
forme ellipsoidale est probablement la rencontrelelex clones et ne doit donc pas
étre préleve.

Lorsque, quelques jours plus tard, des puits affisamment de cellules, vérifier la
fluorescence de chaque clone (dans le cas d'umsforanation pour rendre une
protéine fluorescente) ou faire le test appropoérvérifier I'apparition du phénotype
voulu.

Choisir les meilleurs clones. Pour chacun de deses, lorsque I'on a assez de
cellules, les resuspendre dans le puit corresparaddes transférer dans une boite de
Pétri avec le méme milieu (HL5 complémenté du osl astibiotiques et 100 pL de
Pen/Strep pour 10 mL de milieu).

Lorsque I'on a assez de cellules, congeler chatpree et conserver un stock suffisant
de cellules et/ou de spores.

Répéter l'opération pour chaque boite de cellulemsformées présentant une

fluorescence « globale » convenable (dans le aasedransformation visant a introduire une

protéine de fusion fluorescente).

Il est conseillé d’avoir au moins trois clones ipdédants pour chaque transformation.

En effet, I'insertion du géne désiré est aléatetrgpeut avoir des conséguences inattendues.

Pour pouvoir vérifier ce point et s’assurer quehénotype observé est bien di a la mutation

souhaitée, il faut tester différents clones indélasits. Dans le cas de mutations visant a créer

une souche cellulaire null pour une protéine, iitfagrace a des méthodes de biologie

moléculaire, s’assurer que le gene n'est plus eriD’autre part, pour s'assurer que le

phénotype observé est bien di a la mutation nwihaitée, il faut aussi complémenter les

cellules null avec le géne correspondant et vérifjge ces cellules retrouvent bien le

phénotype original « sauvage ».
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7.5 Préparation des cellules et de la chambre a Hu
pour les expériences sous flux

7.5.1 Mesure de la concentration cellulaire

Pour mesurer la concentration cellulaire d’'unewelt deux techniques de comptage
sont possibles : la chambre de Malassez ou un eampe particul€s. Cet appareil mesure
non seulement le nombre de particules dans un lde liquide donné, mais donne
également la distribution des tailles des parteutemptées. La Figure 7_2 montre une
distribution des tailles caractéristique d’'une urdtde cellules AX2 agitée a 180 rpm a 22°C.
La distribution des tailles suit une loi log normale pic est centré autour de 10 um qui est la

taille caractéristique des cellulBs discoideum
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Figure 7_Z: Distribution typique des tailles d’'une cultureitég (180 rpm, 22°C) de
cellules AX2. Ajustement par une loi log normale.

7.5.2 Lavage des cellules

Pour étudier le comportement des cellules dans almaenbre a flux ou dans une
chambre de chimiotactisme, on cherche la plupartetiops a travailler dans un tampon
neutre, qui ne soit pas toxique pour les cellulesplore (pour éviter d’avoir des pertes de
lumiere importantes due a I'absorption), non flsoent (pour éviter d’avoir un fond

fluorescent qui géne I'observation d’'une protéilerescente). Le milieu HL5, qui permet de

3% compteur Beckman Coulter Z2
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conserver des cellules dans leur phase végétaims $imite de temps (tant que la
concentration cellulaire n’est pas trop élevée) cebre, et fluorescent. Il est donc important
de laver les cellules avec un tampon appropriétadeifaire des expériences de microscopie.
Le tampon phosphate Sérensen (ou PB, de pH 6.0hdépux exigences citées plus haut. Les
cellules peuvent rester dans leur phase végétativieon une a deux heures dans ce tampon
non nutritif qui n'est pas toxique (il est toujourécessaire d’assurer un apport d’oxygene).
Au-dela, elles vont commencer leur cycle de déymdopent. Dans toutes les expériences
réalisées durant cette thése, le PB a été utilmdr paver les cellules et réaliser les
expériences. Les cellules en phase exponentieltzalssance (entre 1 et 5°1€ellules/mL)
sont lavées deux fois dans 10 mL de PB (centrifogat 400-700 g, 4°C, 5 min) a
température ambiante et resuspendues avec le voliemBB nécessaire pour avoir une
concentration cellulaire d’environ 4@ellules/mL. Les cellules sont alors injectéessdkn

chambre a flux et on les laisse sédimenter suibistgat le temps désire.

7.5.3 Traitement de surface des lames et lamelles

Toutes les expériences ont été réalisées sur diesasi de verre. Suivant les besoins
expérimentaux et donc la chambre & flux utiliséemg suis servi soit de lames porte dbjet
de 1 mm d’épaisseur, soit de lamelles couvre dhijlet 170 pm d’épaisseur. Les surfaces ont
été traitées pour les rendre propres et hydrophiles

Voici le protocole de traitement des lames et léesel

- Laver avec un détergent ionique en frottant (@édiment avec les lamelles).

- Rincer abondamment a I'eau du robinet (de prété&remaude)

- Baigner les lames/lamelles dans une solution dedlesade concentration 14,5 M
pendant 10 minutes avec une légere agitation.

- Rincer abondamment a I'eau bidistillée.

- Laisser sécher a I'air libre.

Le caractere hydrophile des lames et lamelles @eeatvérifié en mesurant I'angle de
contact d’'une goutte d’eau sur le substrat. Dasgoaditions, cet angle est de 31° (Décavé et
al., 2002) mettant en évidence le caractere agiata goutte qui s’étale sur le substrat. Les
lames et lamelles ainsi traitées peuvent étres@éb tout le long de la journée en prenant soin

de les conserver dans un endroit sec, non pousgiére

36 James Esco, 75x25 mm?
37 Jamelles Menzel-Glaser, 25x60 mmz2, #1
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Pour étudier les réponses cellulaires a des forgEmniques, nous avons congu et mis
en place des dispositifs expérimentaux permettapptiquer des contraintes de cisaillement
sur des cellules adhérant & un substrat. Ces @uesade nature hydrodynamique sont
contrblées par I'expérimentateur. Deux chambrefna dnt été utilisées, une utilisant des
lames, l'autre permettant I'utilisation de lamelles donc des observations a plus fort

grossissement.

7.5.4 Chambre a flux latéral a lames

La chambre a flux latéral a lames (Fig. 7_3) eshmosée d’'un support en plexiglas,
dans lequel est insérée une lame de verre, et adumercle vissé par dessus. La distance e
entre la lame et le couvercle est déterminée pgoinhen téflon d’'une épaisseur de 190 pum.
On positionne également un joint en parafilm dauame, pour éviter les fuites de liquide.
Les deux trous a chaque extrémité du couvercle gtéent I'arrivée et I'évacuation du fluide.
Le débit est contrdlé par la difference de hautei@s niveaux du réservoir supérieur et du

réservoir inférieur. .
) : inlet outlet
Side view

gasket——FJ L;\:: X e
v
Al Rl microsco o

top view PR e e s T

Figure 7_3: A) Représentation schématique de la chambre a flux latéral a
lames. B) Photographie de cette chambre sur la platine d’'un microscope.
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Les chambres sont transparentes et laissent dasemia lumiere qui vient du haut.
Les cellules sont observées a travers la lame damalle grace a un microscope confocal
inversé Zeiss LSM 410 qui permet d’enregistrer siamément des images en contraste de
phase et de fluorescence confocale.

Les cellules, qui adhérent au substrat, sont sasésune contrainte de cisaillement
hydrodynamique dont nous allons maintenant étéibkipression en fonction des parametres
contrdlés par I'expérimentateur : débit volumiqueépaisseur de la chambre e, largeur de la

chambre |, et viscosité dynamique du liquige

7.5.5 Calcul de la contrainte hydrodynamique appligée

Pour calculer la contrainte hydrodynamique appkgpér un écoulement circulant
dans une chambre a flux de ce type, on remarquedaglergeur | est trés grande devant
I'épaisseur e (I vaut 13 mm). On peut donc rameretalcul au cas d’'un écoulement suivant
la direction Ox entre deux plaques planes, paedlet infinies. On se trouve alors dans le cas
d’'un écoulement de Poiseuille plan. On obtientsa(@oir calcul et grandeurs p. 72) :

_6D7
el

Expérimentalement, pour D = 11 mL/min, e = 190 fim,13 mm,nea = 10° PI, on

obtient :0 = 2,3 Pa.

7.5.6 Chambre a flux latéral a lamelles

Pour pouvoir observer les cellules a l'aide d'objeca fort grossissement, a
immersion et possédant de faibles distances dailtravotamment pour enregistrer la
fluorescence des cellules avec un microscope cahfdctait nécessaire de développer une
nouvelle chambre a flux permettant I'utilisationldmelles d’épaisseur 170 pm.

Les exigences de construction de la chambre éti@igsuivantes :

- possibilité d’utiliser des lamelles d'épaisseu® 1im

- possibilité de changer les lamelles apres chagpérence (traitements soude aisés)

- systéme de fermeture sans risque de briser ldlame

- bonne étanchéité sur au moins 30 minutes

- nécessité d'utiliser des matériaux transparents

- minimiser la courbure de la lamelle pour pouvaiivee les cellules dans de bonnes

conditions, notamment lors d’'une variation brusqaelébit
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- permettre le positionnement et la liberté de mowsat de I'objectif sous la chambre,
I'objectif étant quasiment en contact avec la lden@bjectif a immersion).

J'ai donc développé plusieurs types de chambrebna reposant sur différentes
technologies (joints en silicotfe paraffine, collage sur support métallique). Tous ces
prototypes se sont avérés peu pratiques (trop debee de la lamelle ou utilisation
impossible (fuites) sur des périodes de temps ds gé 5 minutes sous la pression de la
colonne d’eau ou apparition de fissures dans l@lleravant la fermeture de la chambre...).

J'ai finalement développé une chambre sur mesudeptée aux dimensions du
microscope a ma disposition (Fig. 7_4) sur le m@nnecipe que la chambre pour lames. La
chambre a lamelles est donc en plexiglas pouralasprarence. Il est possible de changer le
substrat a chaque nouvelle expérience grace areefere mécanique, a l'aide de vis, qui
provoque la compression de la lamelle entre lesx dewpports rigides de plexiglas.
L'utilisation de joints en téflon et en parafiimJ-dessus et en dessous respectivement de la
lamelle permet de conserver une bonne étanchéitglissieurs heures et permet a la lamelle
de ne pas se briser lors de la compression méartigueffet, le joint en parafilm s’adapte a
la lamelle (le serrage doit rester raisonnablelr Pépondre aux autres exigences :

- La structure inférieure de la chambre est adadptédaille des lamelles et a la taille de
'objectif 100x du microscope confocal. J'ai donbocsi d'utiliser des lamelles
longues et larges (60x25mm). Le support inférieernget ainsi I'approche de
I'objectif selon I'axe vertical et laisse un minimude liberté de mouvement dans le
plan du substrat de maniere a pouvoir se déplares ldh chambre.

- Pour minimiser la courbure de la lamelle, j'ai nmaisé la surface de contact lamelle-
structure inférieure de la chambre de maniere aingdes degrés de liberté de la
lamelle (voir Figure 7_4).

- Enfin, 'ouverture/fermeture appropriée des vafih&scontrolant I'écoulement, et la
méthode d’application du débit choisi (éventuelplaéements des béchers amont
et/ou aval en lien avec I'ouverture/fermeture dieteu telle vanne dans tel ordre, ...)
permettent de changer rapidement les conditionsodlément tout en minimisant les

éventuels mouvements de la lamelle.

% joints en silicone : press to seal silicone ismatle Grace-Bio Labs, sous forme de feuille, 18485010

%9 support acier inox et colles dont Araldite (calfgoxy, de chez CIBA) et super-glue

“0vannes : Vanne Luer en polycarbonate, 3 voiest Loek male 360, réf. M13335 de chez Fisher Biokloc
Scientific

! Connecteurs utilisés : matériel de chromatograghiehez Amersham Biosciences. Par exemple, apgubi
connector M6 OD1.8, réf. 19747601, b) Tubing cotmei6 Male, réf. 19199350, c) Union luerlock
female/M6 female, réf. 18102712, d) Union luerldeknale/M6 male, réf. 18102762, e) tubing connector
SRTC-2, réf. 19214301.
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Figure 7_4: Dessins industriels de la chambre a flux latéral pour lamelles
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Cette chambre s’est avérée pratique d’utilisatsams fuite, et elle limite fortement la
liberté des lamelles de se courber. Elle permdiligation de différents objectifs a fort
grossissement de diameétres raisonnables (inférgelismm).

Pour vérifier le bon fonctionnement de cette chaméir la calibrer, jai utilisé les

cellules AX2 de Grenoble (clone C1/3) et ai quadiéur déplacement sous différents débits.

7.5.7 Calibration, vérification du bon fonctionnemat de la
chambre a lamelles

Pour déterminer la valeur de la contrainte de lbésaent obtenue expérimentalement
en fonction du débit appliqué avec cette nouvellantbre, jai mesuré I'épaisseur de la
chambre a 'aide du moteur micrométriqgue du micopscconfocal pour les différents débits
utilisés. Nous avons vu que la contrainte de d&sagnt s’exprime selon la relation :

_6Dn
S le?

Pour un débit de 11 mL/min, et dans les conditidiapplication du flux utilisées
(positionnement relatif des béchers amont et ayal)mesuré une épaisseur de la chambre
(effectuée en divers points de la région d’obsémmide 167 um, ce qui donne une contrainte
de cisaillement théorique de 2,1 Pa. Pour un daibi¥ mL/min, j'ai mesuré une épaisseur de
205 pm, ce qui donne une contrainte de 0,9 Pa. Bodebit de 5 mL/min, j'ai mesuré une
épaisseur de 229 um, ce qui donne une contrair@ebdea.

Pour vérifier si ces valeurs calculées des cargaide cisaillement sont cohérentes
avec la réponse des cellules sous flux, jai oblséevcomportement des cellules AX2 (clone
C1/3) sous les deux plus grands flux (le troisiestent rarement utilisé) et ai quantifié le
mouvement de ces cellules (vitesse et directiot@atiour ces débits (Fig. 7_5 et tableau
7_2). Je noterai dans la suite et oy, les deux contraintes appliquées réellement par la

chambre a lamelles pour les deux débits égauxtd ¥ mL/min respectivement.
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Cellules AX2 (C1/3) Vitesse moyenne +-

dans la chambre erreur standard Tableau 7_: Vitesses de migration des
cellules AX2 (clone C1/3) pour les deux

pour lamelles débits testés en chambre pour lamelles.

contrainte de 4,8 +/- 4,5 pm/min
cisaillement théorique (n = 23)
de 0.9 Pa

contrainte de 9,0 +/- 6,9 pm/min
cisaillement théorique (n = 56)
de 2.1 Pa

Il apparait inutile de tenter de remonter aux wedales contraintes appliqguées dans la
chambre a lamelles en placant ces mesures deevisesda courbe « vitesse fonction de la
contrainte » obtenue dans la chambre a lames TFg.E ; données de Décavé et al., 2003).
En effet, la courbe «vitesse fonction de la conteade cisaillement » obtenue dans la
chambre a lames est caractérisée par une pentefaitds dans un tampon PB. Les
incertitudes sur les vitesses ne permettent doscdpadéduire la valeur d’'une contrainte
appliguée grace a la mesure de la vitesse moyeeseallules. Nous avons donc préféré
comparer qualitativement les distributions dessg#s et des angles du mouvement obtenues
dans la chambre a lamelles avec celles obtenuesldashambre a lames par Décavé et al.
(2003) en utilisant les mémes cellules (c’est-&-domparer les Figures 7.5 A, B, C et D aux
Figures 7.5 FetG).

En observant la distribution des vitesses sousotdaraintec; (Fig. 7.5 A) et en la
comparant aux courbes de la Figure 7_5_F, il afipguac, semble étre proche de 0.7 Pa ou
légérement inférieure. En observant les courbedimetionnalité du mouvement cellulaire
(Fig. 7_5_B dans la chambre a lamelles seust Fig. 7 5 G dans la chambre a lames), |l
semble ques; est probablement Iégérement supérieure a 0.7 iP&ffet, la proportion de
cellules migrant avec le flux sous est supérieure a celle obtenue dans la chambmaesla
sous la contrainte 0.7 Pa. En conclusion, il semhbks; se situe grossiérement entre 0.5 et
1.2 Pa.

En observant la distribution des vitesses sousftdraintes, (Fig. 7.5 _C) et en la
comparant aux courbes de la Figure 7_5_F, il afipguec, semble étre proche de 1.9 Pa
(les deux courbes ont leur pic de la distributics drvitesses autour de 6 pm/min). En
comparant les distributions des angles du mouvegwhitlaire sous, (Fig. 7.5 D) et dans
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la chambre a flux pour différentes contraintes (Figo_G), il semble que, est probablement
supérieure a 1.9 Pa étant donné le mouvement aielubous cette contrainte qui est tres
directionnel (mouvement avec le flux de 95 % ddhiles). Il semble donc que 2.1 Pa soit
une limite inférieure pour une estimationaje

En conclusion, il apparait que les deux valeussamtraintes de cisaillement, 0.9 et
2.1 Pa, calculées a partir de la mesure de I'épaiste la chambre, sont des estimations;de
et o, cohérentes avec les contrbles de motilité effactiens la chambre a lamelles. Bien
entendu, les arguments ci-dessus sont tres qifaligit ne permettent pas une estimation
précise des valeurs absolues de et o,. Ces arguments, les estimations calculées
théoriquement a partir de la mesure de I'épaisdeua chambre pour les différents débits et
la comparaison des Figures 7_5 A et B seusux Figures 7_5 C et D sous soutiennent
tous l'idée que la différence — o1 est supérieure a 1 Pa et guest supérieure a 2 Pa.

La chambre a lamelles permet donc d’appliquercdesraintes de cisaillement variant
de 0 a environ 2-3 Pa (pour des débits utiliséseelitet 11 mL/min) et il est possible de
déterminer les écarts relatifs entre les contraialiquées ainsi que d’estimer grossiérement

les valeurs absolues de ces contraintes.
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Figure 7_5: Calibration de la chambre pour lamelles.

A et B) Distributions des vitesses et des angles du mouvement obtenues dans la chambre & lamelles avec
des AX2 (clone C1/3) sous la contrainte o, correspondant au debit de 7 mL/min et a I'épaisseur de chambre
de 205,5 um.

C et D) Distributions des vitesses et des angles du mouvement obtenues dans la chambre a lamelles avec des
AX2 (clone C1/3) sous la contrainte o, correspondant au débit de 11 mL/min et a 'épaisseur de chambre

de 167 pm.

E) Courbe vitesse (vitesses du front avant, v, et du front arriere, v,) fonction de la contrainte de cisaillement,
obtenue dans la chambre a lames avec des AX2 (clone C1/3) par Décavé et al. (2003).

F) Distributions des vitesses obtenues dans la chambre a lames pour différentes valeurs de la contrainte de
cisaillement avec des AX2 (clone C1/3) par Décavé et al. (2003).

G) Distributions des angles du mouvement obtenues dans la chambre a lames pour différentes valeurs de la
contrainte de cisaillement avec des AX2 (clone C1/3) par Décavé et al. (2003).
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7.5.8 L'écoulement d’'un bécher amont vers un béchexval

Pour engendrer un écoulement a travers la chambres utilisons la différence de
pressions entre les béchers amont et aval dudda dravité AP =pgh). Ce procédé permet
d’appliquer des contraintes de cisaillement cogdlet de maniere trés stable (pas d’'a coup
de I'écoulement d( par exemple au pas d’'un moteargppas d’'un pousse-seringue pour des
faibles taux de cisaillement).

On remplit d’abord I'ensemble du dispositif (chambet tuyaus¢: Fig. 7_6) en
tampon PB, en prenant bien soin d’éliminer toutss lbulles d’air de la chambre et des
tuyaux : une bulle d’air aurait pour effet de démoles cellules sur son chemin. Ensuite, on
coupe le flux et on injecte environ 1 mL de tamj®B contenant 10cellules. On laisse les
cellules sédimenter deux minutes, a contrainteenybluis on élimine les cellules non
adhérentes avec un flux de faible débit (< 1 mL/min< 0,2 Pa), pendant 3 minutes.
Finalement, on appliqgue la contrainte désirée. Ebitdest controlé par la hauteur des
réservoirs amont et aval. Apres avoir réglé la maiseoint, on lance I'acquisition d’images

pendant le temps voulu.

“2 es tuyaux sont de deux sortes : des tuyaux rigide chez Manuril) pour connecter béchers et chausiar
de longues distances et tuyaux fins a I'entréel@sartie de la chambre (Tefzel tubing 2m, 1.21BOD, réf.
19437001 de chez Amersham Biosciences).
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Figure 7_€: Dispositif expérimental : chambre a flux, écoudgn d’'un bécher amont vers un
bécher aval et microscope confocal a balayage L& 10.
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7.6 Expériences de chimiotactisme

Apres avoir observé le processus de réorientatois fux, il semblait intéressant de
le comparer au processus de reorientation de eslkg déplacant vers une source d’AMPc.
J'ai donc réalisé des expériences de chimiotactthumant lesquelles j'attirais des cellules (de
préférence une cellule isolée) vers I'extrémiténd’umicropipette remplie d’AMPc. Lorsque
la cellules se rapprochait de cette extrémité awex forme bien allongée et polarisée, la
micropipette était déplacée le plus rapidementiptesdgu coté de I'arriere de la cellule, ceci
afin de la forcer a se réorienter. Comme pour lgggences sous flux, les mémes analyses
guantitatives de relocalisation de protéines flaoeates ont été réalisées.

Protocole pour effectuer une expérience de chimiotéisme :

- L’AMPc *est dilué dans du PB & la concentration d&Net stérilisé. Cette solution
stérile est conservée sous forme d’aliquots de Jlates a -20°C.

- A partir d'un eppendorf de ce stock, diluer par ddhs du PB afin d’obtenir une
solution d’AMPc & la concentration de™1®1. Cette solution est celle qui sera utilisée
pour remplir la micropipette afin de réaliser I'éxgnce.

- Préparer les cellules carencées (voir protocolediene forcé) et les déposer dans une
chambre constituée d’'une lamelle caffés d’'un anneau en plexiglas de diamétre 4
cm scellé & la lamelle avec une pate de silitbne

- Pour chaque expérience, une nouvelle micropipsttele'® est remplie d’AMPc a
l'aide d’une aiguille métallique. D’abord, laisaere goutte d’AMPc remplir la pipette
par capillarité, puis introduire I'aiguille métajlie jusqu’au bout dans la pipette et
injecter efficacement la solution d’AMPc afin deréasortir toutes les bulles d’air de
la pipette qui pourraient géner la sortie dAMPc.

- Visser la micropipette au bout d’'une tige métalégqui servira pour la fixation sur
I'appareil de micromanipulatidh

- Veérifier a l'aide d’un microscope que I'extréemidé la pipette n’est pas cassée.

- Fixer le support avec la pipette sur I'appareilrdeeromanipulation (Ne pas laisser
l'extrémité de la pipette a lair libre car ellesque de sécher et d’empécher la

diffusion de I’AMPc au cours de I'expérience).

3 cAMP Na-salt de chez Sigma, réf. A6885

4 lamelles de verre utilisées pour les expérieneeshitiotactisme coverslips 50x50mm de
Menzel-Glaser #1,5

“ Silicon-Hochvakuumfett schwer, réf. 1.07921.01@Qctez Merck

“% Sterile Femtotips Eppendorf, Bestell-Nr 5242 988.0

" Micromanipulateur : Eppendorf, Micromanipulator7a1
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- Trouver I'extrémité de la pipette et la positionren contact avec la lamelle de la
chambre d’expérience. Cette recherche se fait sareént 'ombre de la pipette et en
jouant avec le micromanipulateur afin de rapprogizer a pas I'extrémité de la pipette
du bas de la chambre.

- Si les cellules sont bien carencées, elles sontéidiatement attirées par la source
d’AMPc et se dirigent rapidement vers cette demien adoptant des formes tres
allongées.

- Lorsqu’une cellule est tres proche de I'extréndiééla pipette, déplacer rapidement la
pipette afin de la positionner proche du c6té eerge la cellule pour la forcer a se
réorienter en inversant sa polarisation. Penseragurélever la pipette, sans quoi, il y

a un risque d’emporter la cellule.

7.7 La microscopie confocale a balayage laser (Lase
Scanning Microscopy)

La grande majorité de mes expériences ont nécdssitétypes de microscopies : la
microscopie a contraste de phase, la microscopfludeescence (dont j'ai déja parlé dans la
partie consacrée au travail sur liposomes), et lerascopie confocale (Laser Scanning
Microscopy).

Les bases théoriques de la microscopie confocatleet® développées par Marvin
Minsky en 1953. C’est grace aux progres de l'infatique et de I'électronique et a la
miniaturisation des systemes que la microscopidocale de fluorescence a balayage laser
est devenue d’'usage courant.

Par essence, un microscope photonique conventiGrareexemple, a transmission ou
de fluorescence) construit I'image d'un plan obgsitier. Ceci impligue des contraintes
séveres sur chacun des éléments optiques qui tcamtice microscope, qui doivent limiter
les aberrations chromatiques et géométriques. Ldesefacons les plus simples de diminuer
ces contraintes physiques (méthode proposée desnieSes 50) est de construire un
microscope a balayage dans lequel I'objet est lahslans les deux directions du plan objet
d’'un microscope ajusté selon le principe de KoéHhlerdétecteur (photomultiplicateur) de ce
microscope a balayage est alors réduit a un poedteexactement situé dans I'axe optique du
systeme. Une image est donc saisie point par pgtimtkée dans la mémoire d’'un ordinateur
qui la restitue ensuite dans son intégralité. Lr'aaige de ce principe de balayage réside dans
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le fait que tout le champ balayé est saisi paraintpptiguement invariant, dont le contraste

et la résolution sont constants. Le grandissemeal fie dépend que du pas du balayage. Un
tel systeme fournit des images de qualité qui,aiude leur nature numérique, peuvent étre
facilement manipulées. En revanche, ce principe grand désavantage d’étre relativement
lent.

Pour accroitre de facon significative la vitessacgquisition, une source laser,
I’échantillon et le détecteur restent fixes, etniontage mécanique (systéme de balayage) est
réalisé a l'aide d’un ensemble de miroirs osciBagti projettent chaque point image sur le
détecteur fixe. On perd alors 'avantage vu plug lgans le cas du balayage mécanique lié au
déplacement de I'échantillon, et la résolution gatéme a balayage optique ne peut plus
s’affranchir des caractéristiques physiques opsdgiue systeme, puisque chaque point image
correspond a nouveau a un élément de I'image queefait un microscope conventionnel du
méme échantillon. Par contre, le grandissement idexes est toujours lié au pas
d’échantillonnage.

Deux idées sont alors apparues pour améliorericescope a balayage. La premiére
est de faire en sorte que la source balaye I'édlmenide facon couplée au balayage de
détection (d’ou le terme confocal). La deuxiémestste a interposer dans le trajet optique
des filtres spatiaux (pinholes) qui limitent potiaque point saisi la zone d’intérét réellement

illuminée et observée.

7.7.1 Couplage des balayages de la source et dueddtur

Comme pour le microscope de fluorescence, I'objesgit a la fois d'illuminateur
(condenseur) et de collecteur (objectif), ce quidré priori plus simple le couplage des
balayages.

Pour que les résolutions spatiales du microsco@mtsmaximales, les deux balayages
couplés (de la voie d’illumination et de la voieiservation) doivent consister & orienter la
totalité du faisceau incident (condenseur) et dscé&au image (objectif) en conservant
I'ouverture maximale de leurs diaphragmes focawntf@irement au cas d'un projecteur
« suiveur » de plateau de théatre dont les dimeagiéométriques du faisceau sont modifiées
guand il suit un acteur et seraient donc réduitéslsi, au cours du balayage, tout se passe
comme si la source elle-méme était translatée damsan perpendiculaire a I'axe optique du
condenseur (fixe) et que le détecteur lui-méme étaislaté dans le plan image de I'objectif
(fixe) (Fig. 7_7).
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Ce couplage des balayages permet deux choses :

- le balayage par le condenseur (I'illuminateur) tpétre assimilé a la translation de
'ensemble du systeme d’Airy (I'image de la soummnsidérée comme ponctuelle)
dans son plan image

- le balayage de saisie est équivalent, pour lect#ig a la poursuite de ce systéeme
d’Airy dans son plan objet.

Comme I'on s’éloigne alors de I'approximation deuSs, on ne peut plus ignorer les

aberrations chromatiques et géométriques.

Figure 7_7. Couplage des balayages.

Au cours du balayage, tout se passe comme
si la source elle-méme était translatée dans
PO condenseur E  objectif Pl un plan perpendiculaire a I'axe optique du
condenseur (fixe) et que le détecteur lui-
méme était translaté dans le plan image de
I'objectif (fixe) (adapté de Cibert, 2005).

lampe échantillon détecteur

7.7.2 Les trous d’épingle (pinholes)

Les trous d’épingle sont des filtres spatiaux :afg pour fonction de modifier les
dimensions a la fois du volume illuminé au seinl’dehantillon et du volume observé. En
pratique, ce sont des diaphragmes annulaires tgteat directement 1) les rayons lumineux
émis par la source et qui atteindraient I'échariilen des points situés en dessous et au-
dessus du plan ainsi illuminé et 2) les rayons haux émis par I'échantillon a partir de
points situés en dessous et au-dessus du planajueduhaite observer. On a donc deux
types de pinholes : un pinhole sur le trajet opige la source laser et un pinhole situé au

niveau du détecteur (photomultiplicateur) (Fig.)_8

i/*\\:<< — Figure 7_¢& Utilisation d’'un

-~ = . - s

= = ~ _ pinhole au niveau du détecteur.
ot 02 03 o s Ces filtres spatiaux réduisent la

taille de I'objet illuminé et
observé (en I'occurrence, sur ce

pinhole

_Z e schéma, observé) (tiré de
= — = il Cibert, 2005).
PM : photomultiplicateur.
o1 02 03 i 12 13
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7.7.3 Schéma d’'un épimicroscope confocal

balayage dont la source est un laser et dans |lesprgl placés des pinholes limitant les
dimensions de la sonde optique d'une part et le®sions du volume observé d’autre part
(Fig. 7_9). Le systéme optique de balayage (msoamner sur la Figure 7_9 ; qui conserve
I'ouverture maximale du plan focal arriere de letjf) est utilisé a la fois sur les trajets

d’illumination de I'échantillon et de réception @elumiere de fluorescence. Dans le cadre de

Le microscope confocal a fluorescence est un sir@pimicroscope a fluorescence a

ma these, j'ai utilisé un LSM 410 sur un statif DWERT 135M (Zeiss).

SA NF LiF \ 08C
o FHS
SA NF LSF
peC
& [EeHE—R
DET /‘\
: SA NF \ —
LI , N
e Pol ‘ B
B TN Y i maE
—
s VP EF
P g
e SR VR
]OL e
POl m—t—
° VP EF
0 N N N A D v e
\/ N\ A \Z Y1ty
RS sc s An
DBS 1 08S 2
> >
==== motorized
/ E memsees  OPtional motorized
HBO
3eam path of LSM 410 invert
An Analyzer LSF  Line filter
BE Beam expander NF  Neutral density filter
Cam Port for microscope or TV camera OL  Objective
DBC Dichroitic beam combiner PMT Photomuiltiplier
DBS Dichroitic beam splitter Pol  Polarizer
Det Transmitted-light detector for LSM RS  Reflector slider
EF Emission filter SA - Safety shutter A for laser light
extLas External laser SB  Safety shutter B for laser light
Hal Conventional transmitted-light illumination Sc Mirror scanner
by halogen lamp Sp  Specimen
HBO Mercury lamp VP  Variable pinhole
intLas  Internal laser

Displayed is the maximum number of components.

Figure 7_¢ Chemin du rayon lumineux dans le microscope amalfa balayage laser
inversé, LSM 410.
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Le détecteur est obligatoirement un systeme opttéleique (photomultiplicateur).
Les microscopes confocaux a balayage laser sont ddbligatoirement pilotés par un
ordinateur hote dans lequel on introduit les patesséle saisie des images : le grandissement
de l'objectif utilisé, son ouverture numérique, saimue le zoom éventuel souhaité, les
coordonnées et les dimensions de champ balayé laque coupe, les ouvertures des
pinholes, le nombre de balayages a réaliser pgrecoptique, les vitesses de balayage et les
temps de saisie des images. Dans le cadre de s& thdogiciel permettant I'acquisition des

images était le logiciel « Carl Zeiss LSM », vers®98 installé sous Windows 95.

7.7.4 Résolution du microscope confocal a fluoresuse

Plusieurs parametres définissent la résolution idnascope confocal a fluorescence.

- D’abord, I'objectif est important. Il sert a laigaa illuminer I'’échantillon et a recueillir
la lumiére de fluorescence. Plus l'ouverture numéri de l'objectif est grande,
meilleure est sa résolution, puisque :

résolution = K. / ON,
ou k est une constante qui dépend de I'ouverturpimhole,\ est la longueur d’onde
d’excitation (ou, selon l'ouverture du pinhole, uthengueur d'onde théorique
exprimée en fonction des longueurs d’'onde d’exoitaet d’émission), et ON est
I'ouverture numérique de I'objectif.

- L’ouverture des pinholes. Comme on I'a déja vis fitres spatiaux sont placés dans
le faisceau pour réduire les dimensions du point’'@gpace illuminé au sein de
I'échantillon (sonde optique) et ne recueillir qgdumiere de fluorescence de ce point
illuminé.

- La fréquence de balayage. Si la sonde optiqgupartiitement définie dans I'espace,
elle ne représente que l'outil qui va permettrebdlayer I'échantillon dans les trois
directions de I'espace de fagon discrete. C'estsdi fréquence de balayage qui va
définir la distance entre deux points de mesure.

- Le rapport entre les longueurs d’onde du laseleda lumiére de fluorescence va aussi

apparaitre dans le calcul de la longueur d’onderttyge (Cibert, 2005).

Dans le cadre de ma thése, la majorité des filmsété enregistrés avec I'objectif
100x/1,30, avec des pinholes relativement fermésiee conseillé pour chaque objectif),

avec des tailles d'images de 256x256 pixels, et aes protéines fluorescentes GRR.(=
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488 nm) et/ou mMRFPAL: = 543 nm). Cela correspond a une résolution dangldn
horizontal de l'ordre de 0,2 pum et a une résolusielon I'axe vertical d’environ 1 pm. Dans
ces conditions de prise de vue, le pas d'échantiige ne diminue quasiment pas la

résolution optique qui est alors proche des dinugrssde la sonde optique.

7.7.5 Réglages de la brillance et du contraste

Ce réglage se fait au niveau du logiciel d’acquisitd’images en fonction de
I'intensité de fluorescence observée avec chaqlleleele but du réglage de ces deux
parameétres est d’obtenir la plus grande étendugrideentre les deux valeurs extrémes qui
sont 0 (noir) et 255 (blanc) pour des images 8 Hitsut éviter la saturation (contraste pas
trop élevé) tout en cherchant a distinguer le plossible les variations d’intensité (contraste
suffisamment élevé). De plus, il faut veiller a uigd le bruit de I'image en utilisant des

contrastes qui ne soient pas trop élevés.

7.7.6 Les sources, filtres d’émission et miroirs dhroiques
utilisés

Les filtres d’émission sont choisis en fonction gestéines fluorescentes observées.
Dans mon cas, les deux protéines fluorescentdséetd furent la GFP (différentes versions
comme la S65T-GFP ou la EGFP, voir le paragraphast) et la mRFP-Mars (Fischer et al.,
2004). Pour exciter la GFP, une source laser anai@usé (Ar+) de 488 nm fut utilisée et
pour exciter la mRFP-Mars, un laser hélium-néon-i¢¢ en utilisant la transition dans le
vert a 543 nm. J'ai utilisé les filtres et miroggivants :

- dans le cas de l'observation d’'une seule protéustonnée a la GFP : un filtre
d’émission LP520 avec un miroir dichroique FT488.

- dans le cas d’'une observation simultanée d'un&jm® fusionnée a la GFP et d'une
protéine fusionnée a la mMRFP-Mars : pour la GFPfiltne BP510-525, et pour la
MRFP, un filtre LP575-640, avec un miroir dichr@dtir488/543. L'utilisation de ces
filtres permet d’éviter que la fluorescence d’'ures grotéines n’apparaisse dans la

voie d’observation de l'autre.
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7.8 Le developpement des protéines fluorescentels :
GFP et la mRFP

La protéine Green Fluorescent Protein (GFP) aaleitnent été isolée de la méduse
Aequorea Victoriaen 1962 (Fig. 7_10_A; Shimomura et al., 1962)in®mura voulait
comprendre la biochimie impliquée dans la bioluregesce dAequorea mais n’était pas
intéressé par une éventuelle application de la @&ePn’est que 30 ans plus tard que Prasher
eut l'idée d'utiliser la GFP en tant que traceuumpsuivre la production et la localisation
d’'une protéine d’intérét. Le géne de la GFP a adétsicloné en 1992 (Prasher et al., 1992).
C’est finalement Ghia Euschirken du groupe de Ma@halfie qui réussit la premiére a
incorporer le géne de la GFP ddasoli si bien que ces cellules fluorescaient avec une
coloration verte quand elles étaient irradiées aleeta lumiére bleue (Chalfie et al., 1994).
L'expression endogéne ou hétérologue de la GFPeqaiart I'addition d’aucun groupe
prosthétique (protéines, substrats ou co-facteUkeqliorea pour étre fluorescente (Heim et
al., 1994; Tsien, 1998). Elle acquiert ses progsiétle fluorescence par un mécanisme
autocatalytique de formation du fluorophore. La GFSPune protéine de 238 acides aminés,
compacte et globulaire, de masse moléculaire 27éti@ dimensions 2,4 par 4,2 nm (Ormo
et al., 1996).

S’ensuivirent de nombreux travaux de mutagenése géelopper des protéines qui
restent a I'état de monomere, possedent des cas#gides d’absorption et d’émission
variées, qui sont plus brillantes, possedent unlleneirepliement et ont des meilleures
propriétés d’expression. Par exemple, le remplanoérde la tyrosine 66 par une histidine
donna naissance a une protéine qui fluoresce @abplel permettant alors la visualisation in
vivo de I'expression de deux génes simultanémesinfHet al., 1994). La substitution d’'un
autre unigue acide aminé, la sérine en positiorp&bune thréonine (mutation S65T) permit
d’accélérer la vitesse de formation du fluoropheteaussi de convertir les deux pics
d’absorption de la GFP sauvage en un seul pic digbisn a environ 490 nm (Fig. 7_10 B ;
Heim et al., 1995). Une autre série de mutatiopsranis de limiter la dimérisation naturelle
de la GFP a de fortes concentrations (Zachariat,e2002). Il est en effet important d’avoir
une protéine fluorescente traceur qui ne forme pagrégats car ces associations peuvent
modifier la biochimie de la protéine d’intérét et permettent pas un role de reporteur
fluorescent sans influence. Toutes ces modificatimm donné naissance a la version EGFP
de la GFP pour « Enhanced » GFP, version plusabtél conservant le spectre d’émission de

la molécule sauvage.
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Cette version EGFP permet de visualiser des peséde fusion avec de faibles
intensités lumineuses excitatrices, sur plusieatsds, et avec peu de blanchiment. Cela rend
donc possible I'analyse dynamique, entre autresotles de signalisation intracellulaires, du
mouvement d’organelles et des réarrangements dsaqyelette.
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Figure 7_10: A) La méduse Aequorea Victoria (Shimomura et al., 1962). B) Spectres
d’absorption et d’émission des protéines GFP sauvage et S65T-GFP (obtenue en remplacant
la sérine en position 65, par une thréonine). Le double pic d’absorption de la GFP sauvage de-
vient un simple pic autour de 490 nm pour la S65T-GFP (Heim et al., 1995). C) Spectres
d’absorption de la mRFP1 et de mRFPmars a pH 7.0. D) Spectres d’émission de cellules
Dictyostelium exprimant la mRFPmars-LimEAcoil en I'excitant a 488 nm (ligne pleine) ou a
543 nm (ligne pointillée) (Fischer et al., 2004). E et F) Spectres d’absorption (E) et

d’émission (F) de diverses protéines fluorescentes (tiré de Lippincott-Schwartz and Patterson,
2003). G) Large éventail des protéines fluorescentes actuellement disponibles (Tsien lab).

H) Une cellule Dictyostelium discoideum marquée par de la GFP-myosine-II (rétraction) et

de la mRFPmars-LimEAcoil (front avant).
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D’autre part, il peut étre utile d’adapter chaquetgine fluorescente a I'organisme
dans lequel on veut utiliser cette technologie.dXample, afin d’obtenir une expression plus
importante chez les cellules humaines ou d’autrasmmiféres, un clone dénommé hGFP-
S65T, possédant des codons « humanisés », a k$é e¥a1996 (Zolotukhin et al., 1996). Le
génegfp sauvage contient en effet plusieurs codons qusam pas communément utilisés
chez les mammiferes. Plus de 190 mutations silesegey ont ainsi été incorporées. Ces
mutations permettent d’obtenir une protéine 35 fdiss fluorescente que la GFP sauvage et 5
a 10 fois plus exprimée dans les cellules de maéresf

De nombreuses tentatives de décaler le spectrastiem de la GFP dequoreavers
le rouge, pour développer des expériences utiliglusieurs couleurs, ont eu peu de succes et
c’est finalement la recherche de protéines flu@etes dans d’autres organismes marins
(parfois non fluorescents !) qui ont permis la déaote de protéines fluorescentes possédant
des spectres d’émission décalés vers le rouge (Mfatl., 1999; Fradkov et al., 2000;
Lukyanov et al., 2000; Labas et al., 2002). Enipalier, DsRed, découverte dans une espece
Discosoma (corail), montre des maxima d’excitation et dérossa 558 et 583 nm
respectivement (Matz et al., 1999). Cependante qathtéine mature lentement et forme un
tétramere (Baird et al., 2000). Grace a la suligiiiude 33 acides aminés dans DsRed, il fut
possible d’obtenir une protéine monomérique, mRFRL mature plus rapidement (environ
une heure) (Campbell et al.,, 2002). Malheureusemient fluorescences de DsRed et de
MRFP1 étaient toujours trop faibles pour acquéss ithages avec des résolutions spatiale et
temporelle suffisantes chebDictyostelium discoideum C’est pourquoi, de nouvelles
recherches ont eu lieu pour améliorer les caratigues de DsRed. Finalement, un géne fut
synthétisé qui code un dérivé de DsRed en combuent sets de mutations pour, d’'une part,
rendre la protéine monomérique et, d'autre pantir @anéliorer sa fluorescence in vivo. De
plus, la séquence de ce gene fut optimisée enchewec le génome daictyosteliumqui est
riche en bases A/T. La nouvelle version de DsResi abtenue, nommée mRFP-Mars, est
monomeérique et tres brillante in vivo cheictyostelium(Fischer et al., 2004). Elle permet de
visualiser de nombreuses structures comme le aybesttie d’actine ou les microtubules (voir
son spectre d’excitation et d’émission : Fig. 7 @0Oet D). C’est cette protéine que jai
utilisée dans le cadre de ma thése pour visuaisarltanément I'assemblage de la myo-1l en
filaments épais (avec la GFP-myo-ll) et la formatidle nouvelles protrusions par
polymérisation de I'actine (avec la mRFP-Mars-LIMEC) (Fig. 7_10_H).

La GFP et ses variants ont été exprimés de mah@&#grologue dans des cellules et

organismes aussi divers que des bactéries, deefewtes cellules eucaryotes animales et
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végétales (voir les spectres, respectivement, datian et d’émission de protéines
fluorescentes courantes : Fig. 7_10_E et F).

Aujourd’hui, I'éventail de protéines fluorescentest large (Fig. 7_10_G) et la GFP et
ses variants peuvent étre fusionnés a virtuellerteries les protéines d’intérét pour analyser
I'expression des génes correspondants, la localisdes protéines, leur mouvement et leur
chimie dans des cellules vivantes, apportant aimsioutil précieux dans la quéte de
compréhension de la fonction des protéines. Letérénest aussi d’étre moins phototoxiques
gue ne peuvent I'étre des molécules comme la FillGréscéine isothiocyanate).

Néanmoins, il faut étre prudent dans l'utilisatide tels reporteurs. En effet, il est
important de s’assurer que la protéine fluoresckrgiennée a la protéine d’intérét ne dérange
pas la localisation de cette protéine ainsi queilstmaction avec d’autres protéines ou ne soit
pas trop surexprimée car une trop grande abond#mda protéine de fusion (en plus de la
protéine endogéne non marquée) pourrait altérghémotype cellulaire. Par exemple, il a été
suggéré que la GHtubuline s’incorpore dans les microtubules avee efiicacité moindre
gue la-tubuline endogene, avec un possible effet de IR-fibuline sur la nucléation des
microtubules (Kimble et al., 2000). La possibilitéine sensibilité accrue a la lumiére bleue
des cellules exprimant la GFRtubuline a aussi été avancée dans la méme étudautde
aspect réside dans la construction de la proté@negion. Par exemple, la myo-1I-GFP (GFP
du cété C-terminal de la myo-ll ne permet pas Easslage de la protéine de fusion en
filaments épais et donc ne permet pas le sauvetageellules myo-Il-null. Au contraire,
I'expression de la GFP-myo-1l (GFP du c6té N-terahide la myo-II) dans des cellules myo-
[I-null permet I'assemblage en filaments épaisestonne ainsi le phénotype sauvage a ces

cellules (Moores et al., 1996; pour une revue, @arisch and Muller-Taubenberger, 2003).

7.9 Traitement et analyse d’'images

7.9.1 Quantification du mouvement cellulaire sous ldx
(vitesse et directionnalite)

Pour observer le comportement global des souchegaoes sous flux, j'ai réalisé
des expériences avec la chambre a flux pour lat@&gee un objectif 20x/0,5, en appliquant
une contrainte de cisaillement de 2,3 Pa. Les &strements durent 10 minutes. Cet objectif
permet de visualiser entre 10 et 20 cellules semélnent et permet donc une analyse

statistique de la réponse cellulaire a I'applicati flux.
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Pour toutes les analyses de films obtenus avecolbgctif 20x, jai utilisé un
programme (qui tourne sous Image J) qui mesure pbague image les coordonnées du
centre de gravité de chaque cellule. Ce programepese sur l'utilisation d’opérations
couramment utilisées en traitement dimages (Blgaussien, meédiane, maximum,
application d’un flou, d'un seuil, inversion dessgisoustraction de fond, ...; Fig. 7_11). Pour
ne pas prendre en compte les cellules qui sontveassnt emportées avec le flux et se
détachent, je ne considére que les cellules qoenmesur le substrat pendant au moins 3

minutes.

Figure 7_11: Traitement d’images pour 'analyse de films réalisés en x20,

Le programme utilisé fait appel a des opérations de traitement d'images couramment
utilisées. A) Image de contraste de phase, B) filtre Unsharp mask, C) invert, D) Subtract
background, E) filtres médiane et maximum, F) threshold.
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La directionnalité du mouvement est caractériséd’'@agle du mouvement cellulaire
par rapport a la direction du flux (zéro degré espond a un mouvement exactement avec le
flux, 180° correspond a une cellule qui remonteceaent le flux). Je calcule la vitesse et
I'angle du mouvement de chaque cellule en utilisemtoordonnées initiales et finales de son

centre de gravite.

7.9.2 Relocalisation de protéines, programme de dstion
par contours actifs

Pour traiter et analyser les films enregistréslsumicroscope confocal en 100x, le
logiciel de traitement d’'images ImageJ et diffésgmtogrammes et macros furent utilisés. En
particulier, le programme de détection utilisans dentours actifs, développé, entre autres,
par Till Bretschneider (Dormann et al., 2002), nbbeaucoup servi pour quantifier la
relocalisation des protéines fluorescentes suitle éhangement de sens du flux.

Ce programme repose sur les méthodes de contatifkerss et al., 1987). Il utilise
une chaine virtuelle élastique et contractile qusigie en un certain nombre de nceuds
connectés, typiquement 100. Cette chaine qui jmuns ces noeuds recherche le contour
délimitant le plus précisément le contour celldaichaque nceud étant soumis a des forces
virtuelles (Dormann et al., 2002). Trois types decés virtuelles sont exercées sur chaque
noeud :

- une « force centrale » qui contracte la chaingretsur le nceud vers le centre de la
cellule

- une «force de contraction latérale » qui dépemdadcourbure de la chaine, c’est-a-
dire de la position des nceuds voisins et empécheaumrbure trop importante

- une «force image » qui dépend de l'informatiormBuque locale, précisément du
contraste de I'image. Plus le contour cellulairé @mntrasté, plus cette force est

grande. Cette force est dirigée vers I'extérieutadeellule (Fig. 7_12).

Le programme marche par itérations et le contotinitié de la cellule pour une
image est trouvé lorsque la vitesse de tous leslsogui tatonnent d’une itération a I'autre en
fonction de la force résultante calculée qui s’egesur chacun d’eux, devient inférieure a une

vitesse seuil.
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Figure 7_12: A) Représentation schématique des trois forces qui s’exercent sur chaque noeud (point
rouge) de la chaine élastique (en pointillés) (tiré de Dormann et al., 2002). B) Une cellule Dictyostelium
marquée a la Lim-GFP. Le contour actif de 100 noeuds (chaine en pointillés blancs) a trouvé le
contour cellulaire.

Afin de trouver ce contour cellulaire, I'analysteitdrentrer les valeurs de parametres
qui permettent d’amplifier ou de diminuer l'influem de chaque force, en fonction de la
gualité de l'image a analyser et de la complexité contour cellulaire. Ces parametres
permettent donc de rendre la chaine de nceuds plusoms contractile, plus ou moins libre
de se courber, plus ou moins élastique et donc qiusioins fidéle au contour cellulaire. Il
faut donc trouver le meilleur compromis pour trauleecontour le plus fidéle au contour réel
de la cellule. Plus lI'image de fluorescence sendtde, plus il sera difficile de trouver
précisément le contour cellulaire. Les paramétves desquels « joue » I'analyste la plupart
du temps sont les suivants (Fig. 7_13) :

- blowup : ce paramétre prend en charge le mouvegiebal de la cellule et permet au
contour de se déplacer « en bloc » plus ou moingie contour précédent. Autrement
dit, ce parameétre régule 'amplitude de la distamesimale de parcours autorisée aux
nceuds lors de leur tatonnement. Ainsi, plus laielbouge d’'une image a la suivante,
plus il faut augmenter le blowup.

- Sample tan et sample norm (Fig. 7_12) : ces demarpétres définissent la taille de la
fenétre utilisée au niveau de chaque nceud pouulealtes forces. Ce sont les
dimensions tangentielle et normale a la membrasgeivement. Plus on veut une
analyse fine des niveaux de gris au niveau de &aqeud, plus il faut diminuer le
sample tan. Si I'image est bruitée, il est préflwabaugmenter le sample tan et le

sample norm.
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F central, F contract, F friction, F image : casgmetres sont des poids qui permettent
d’amplifier telle ou telle force. F friction est @rforce visqueuse. Par exemple, si le
contraste est faible, la force image a tendanaedgfinition, a étre faible et il arrive
que le contour s’effondre a l'intérieur de la ckllwu fait de la force centrale.
L’analyste peut alors augmenter le paramétre F énpanyir augmenter la force image.
Pour éviter d’avoir des boucles dans le contourpeat augmenter F contract pour
tendre la chaine. Un autre moyen d’éviter les kemieh les supprimant est de rentrer
la valeur 1 dans « cut loops every ».

Sensitivity : le plus faible ce parameétre, le phisement chaque nceud reconnaitra une
différence de gris et donc l'intérieur de I'exténiede la cellule. Réduire ce paramétre
en dessous de 0,3 donne lieu a des contours atserran

Sampling : ce parametre est le nombre de nceudbBamadyste veut avoir sur chaque
contour. Plus on veut une précision importantes gltaut échantillonner le contour et
plus les calculs informatiques sont longs. Ce clad@pend naturellement de la taille de
I'objet étudié. Un contour avec 100 noeuds pouragddisiles de taille typique 10 pm

permet d’obtenir une bonne précision (environ yBentre deux nceuds successifs).

Figure 7_1% Interface du programme de
Max# ofnodes | contour actif dans le logiciel Image J. C’est
DetaT [1.00 dans cette fenétre que l'analyste rentre les

M # of lterations paramétres définis ci-dessus.

11 aoo
May distance between points {4.0
{2 0

Min distance hetween points

hlowup [ﬁ_

sampletan ’2—
sample norm 110—
critical velocity ’m

Fcentral [0.0250

F contract M
Firiction [0.1000
Fimage ’W
Sensitivity |0.5000

cortex width l1 n.no

[v Use previous snake?

sampling (100

cut loops every JED

[ draw ellipse?

[ readfile?

Ok Cancel
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Une fois que le contour cellulaire est trouvé, haioe qui définit ce contour est alors
contractée d’'une certaine distance choisie paalete avec le paramétre « cortex width »
exprimé en pixels, ce qui donne naissance a urendecchaine (chaine bleue représentée
dans la Figure 7_14). L'intensité de fluorescen@®/enne est alors mesurée a l'intérieur de
cette seconde chaine intérieure qui définit grossiént la frontiere entre le cortex et le
cytoplasme. Cette mesure d’intensité est doncelisité du corps cellulaire, ou I'intensité du

fond de fluorescence cellulaire et servira de sifée.

node 75

node 25
right side

Figure 7_1¢4 Représentation des différentes chaines qui itenent dans le programme de
détection par contour actif. Cellule marquée aita-GFP. La chaine pointillée noire est la chaine
qui relie les maxima locaux d’intensité de fluomswe (on peut aussi voir cette chaine sur
I'exemple de la Figure 7_12 B). Le noeud le pludrdite (astérix rose) garde en permanence le
numéro 1 (les noeuds sont numérotés de 1 a 100).

La localisation précise de la membrane cellulage plutbét du cortex) est ensuite
identifiée en trouvant le maximum local d’'intensstér la ligne qui relie un nceud de la chaine
extérieure (contour cellulaire) au nceud correspoindea la chaine intérieure contractée.

Pour mon travail de thése, j'ai mesuré les ratiedldorescence entre l'intensité de
fluorescence du cortex et celle du cytoplasme. Bbtenir ce ratio, au niveau d’'un nceud, le
maximum local d’intensité sur la membrane (cortes) divisé par I'intensité moyenne du
cytoplasme, qui sert donc de référence. Cela pemeetvisualiser I'augmentation de
fluorescence comparée au niveau de fluorescencembs cellulaire et donc de visualiser le
recrutement de protéines fluorescentes au niveaodex.

Mon but étant de quantifier le phénomeéne de reileat@n de protéines d’'un cété au
c6té opposé de la cellule suivant un changemeséds du flux, I'analyse a consisté a diviser

la cellule en deux moitiés : une moitié face au #tiune moitié du co6té aval de I'’écoulement.
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Ainsi, il a été possible de mesurer les cinétiqueselocalisation de protéines fluorescentes,
en gardant fixe le nombre de nceuds (égal a 10G)uerérotant 1 le nceud le plus a droite du
contour cellulaire et en divisant virtuellementklule en deux moitiés : une moitié du nceud
26 au nceud 75 (moitié gauche) et une moitié du ntéuau noeud 24 (moitié droite de la
cellule; voir Fig. 7_14). Pour chague moitié, léaale fluorescence moyen a été mesuré et
comme l'axe du flux était toujours dirigé le londumke ligne horizontale, ces ratios de
fluorescence étaient donc moyennés le long de lgiénexposée au flux et le long de la
moitié non exposée au flux.

Ce programme de détection utilisant des contout§sapermet de mesurer de
nombreux parametres cellulaires tels les coordandéechaque nceud, I'élongation cellulaire,
I'intensité de fluorescence moyenne du corps cahey la distribution de fluorescence le long
du cortex et fut particuliéerement efficace dansddre de ce travail. On définit I'élongation
de la maniere suivante :

élongation = loga/b),
ou a et b sont le grand et le petit axe respeceévem

D’autre part, ce programme permet aussi de visrafjgantitativement 'orientation
cellulaire comparée a la direction du flux au moykngraphes polaires (polar plots). Un
graphe polaire est une représentation pratiquepguinet de capturer simultanément les
dynamiques spatiales et temporelles concernanarenmetre d’intérét mesuré sur le contour
cellulaire. Pour chaque point temporel d'une sdtiEnages, le contour cellulaire est
représenté par un cercle et tous les cercles sifscamrrespondant a tous les points
temporels de la série sont arrangés comme les axmkan tronc d’arbre avec le contour
initial au centre et le contour final en borduretdhnc, de telle maniére que le temps évolue le
long de chaque rayon de ce graphe en forme deaisgupartant de l'intérieur du disque
jusqu’au dernier cercle caractérisé par le plusdyrayon. Comme il a été choisi un nombre
de nceuds égal a 100 avec le nceud le plus a denitiarg en permanence le numéro 1, la
position sur chaque contour circulaire de ces I®Qas équidistants (qui sont les 100 points
de mesure) permet une représentation angulaireatdgatr de la cellule (voir un exemple de
graphe polaire dans la Figure 9_3 dans la p&#sultats Pour notre étude, le ratio de
fluorescence de la protéine d’'intérét était le parte mesureé tout autour de la cellule. Ainsi,
I'utilisation des graphes polaires donne une visaibn quantitative et compacte des
variations temporelles de la distribution de fllsmence des protéines d’intérét tout autour des
cellules vivantes. Pour réaliser des analysessstptes, il est possible de moyenner les

graphes polaires de plusieurs cellules.

233



Pour faciliter la comparaison entre cinétiques @ocalisation obtenues avec
différentes souches cellulaires ou avec la mémehssoumise a différentes conditions
expérimentales, il est pratique de tracer les sati® fluorescences normalisés, exprimés en
pourcentages, ou plutbt la croissance des ratioBudeescence. Pour ce faire, la formule
suivante fut utilisée :

ratio (en %) = croissance du ratio = [(ratio-m)/(\W]*100
ou M et m sont les valeurs moyennes du ratio ser fenétre de temps localisée sur les
plateaux haut et bas respectivement (voir les @sudans la partiRésultats Dans le texte,
ce que jappelle « temps caractéristique » pouramebe de décroissance ou de croissance
est défini comme le temps nécessaire pour atteBRIfd ou 66 % de 'amplitude de variation
maximale (différence entre les plateaux haut e}, pmair une décroissance ou une croissance
respectivement.

Pour la quantification de la fluorescence de la &i®-Il, les clusters de GFP-myo-II
cytoplasmiques et les vésicules (qui montrent urendg diminution de lintensité de
fluorescence de la GFP-myo-Il) ont été exclus pmesurer l'intensité moyenne du corps

cellulaire.

7.9.3 Quantification de la rétraction du bord celluaire

Pour quantifier les mouvements de rétraction dei¢ee de la cellule, les images de
fluorescence de la GFP-myo-Il ont été utiliséesaxk’ de la rétraction est d’abord défini
comme l'axe joignant deux points, de coordonnéegsxis) et (Xaxiso Yaxis), SItUES aux
positions arriere extrémes, respectivement au débit la fin du processus de rétraction
dépendant de la myosine-Il. A un temps t, les comnées (%as Yrea) de I'arriére de la cellule
sont ensuite mesurées comme la moyenne des co@eoaes nceuds situés au coté arriere
(entre 3 et 15 nceuds de larriere de chaque ceble été utilisés pour mesurer ces
coordonnées moyennes). Ensuite, pour chaque peimpdrel, la position de l'arriere est

projetée sur I'axe de la rétraction. Pour ce faaeglation suivante fut utilisée :

Positionarriere/axe de rétractiory ((Xrearxaxis)2+(yrearyaxis)z)llz*cos[ArCtan((yearyaxis)/ (XrearXaxis))

-Arctan (()éxis' yaxiso)/ (XaXiS'XaXiSO))] )

L'origine de cet axe, le point de coordonnéesidx Yaxiso), €St déterminée pour chaque

cellule de telle maniére que le déplacement minirdertiarriére est égal a zéro. L'orientation
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de chaque axe est choisie de sorte que le déplatemit lorsque la cellule rétracte apres
s’étre réorientée contre le nouveau flux (voir Fg9® 9 C dans la partieésultats. Pour
obtenir la courbe moyenne de rétraction, les déptents de I'arriére de 16 cellules ont été

moyennés.

Les programmes utilisés pour toutes ces analysesténdéveloppés sous ImageJ

(ImageJ plugin, version ImageJ 1.28itp://rsb.info.nih.gov/i}f et un ensemble de macros ont

servi a la visualisation (Open Visualization Dataplerer (4.1.0,http://www.opendx.orjy

macros). Les données de sortie sont écrites enafoABCIl et ensuite utilisées pour les

calculs sous le logiciel libre Octavhtifp://www.octave.or) Enfin, les courbes sont tracées

sous Excel.
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VIl Reésultats, premiere partie : Mise en
évidence de plusieurs motilités cellulaires
sous flux

Le travail de cette these est un travail de coliatian entre deux laboratoires : le
laboratoire de Biochimie et Biophysique des Systeme&grés (du Département de Réponse
et Dynamique Cellulaire du CEA-Grenoble) dirigé pgdichel Satre, et le groupe de
recherches sur la dynamique du cytosquelette dpayéGunther Gerisch du Max-Planck
Institute of Biochemistry situé a Martinsried (Atagne).

Comme tout travail de collaboration, ce projet rafaené a réaliser des expériences
dans chacun des laboratoires et & observer debesouellulaires différentes habituellement
utilisées dans chaque endroit.

Ainsi, j'ai réalisé des expériences sous flux ades AX2 conservées a Grenoble
(clone C1/3), des AX2 conservées a MartinsriednElét 2-14), des JH10 conservées a
Martinsried (JH10 généreusement données par HansicWja des NC4a conservées a
Martinsried. Outre les types cellulaires différenjtai étudié, sur un méme type cellulaire,
I'influence

- des conditions de culture (en particulier, dedianneté des cultures)

- de I'induction du programme de développement taghel
sur le comportement des cellules en réponse arhfidrodynamique.

8.1 Effet des conditions de culture cellulaire sufa
motilité induite par un flux

Sans aucun stimulus, les celluBityostelium discoideuradhérant a un substrat de
verre migrent aléatoirement dans toutes les doestdu plan du substrat (migration isotrope)
a des vitesses d’environ 2-5 pm/min.

Il a été montré que les cellul@ctyosteliumrépondaient a un stimulus mécanique
exercé a l'aide d’'un flux hydrodynamique (Décav@let2003 ; Fache et al., 2005). En effet,
ces cellules migrent principalement dans la diogct’un flux correspondant a une contrainte
de cisaillement de plus de 1 Pa et leurs vitessesaccrues par rapport a la situation sans
flux. Des expériences sous un flux de 2,3 Pa ddantypiquement les courbes de la Figure

8 1 pour les vitesses et la directionnalité du neowent cellulaire. Le pourcentage de
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détachement des cellules du substrat se situeusmignt entre 30 et 60 % en 10 minutes
d’application d’un flux de 2,3 Pa.

30 60 -
25 M 50 -
20 - 40 4

15 30 -

% de cellules

20 4

allllnna.

0

% de cellules

45 6 75 9 105 12 135 15 165 -180 -135 -90 -45 0 45 90 135 180

vitesse (um/min) angle du mouvement (degres)

Figure 8_1: Distributions (A) des vitesses et (B) des angles (mesurés par rapport a la direction
du flux qui correspond a 0°) du mouvement de cellules AX2 de Grenoble (clone C1/3) adhérant
a un substrat de verre et soumises a un flux de 2.3 Pa.

Cependant, a mon arrivée a Martinsried, jai remérque les cellules AX2
conservees par le groupe de Ginther Gerisch (&di®® ne se comportaient pas de la méme
maniere sous flux. En effet, ces cellules montuentaux de détachement supérieur (moyenne
de 76 +/- 12 % sur 9 expériences indépendantes)estmugration réduite avec des vitesses
bien plus faibles (Fig. 8 2 C). Ces cellules ne tmeort pas de claire orientation par rapport a
la direction du flux (du fait de leurs faibles \@ges et de leur fort détachement), mais une
majorité d’entre elles sont déplacées par le flansdsa direction, ce qui explique la
distribution des angles associée (Fig. 8_2_ D). lB8evant en grossissement 20x ces cellules
(Fig. 8 2 E et F), il apparait que grossieremeitee®0 et 80 % des cellules soumises a
I'application d’'un flux de 2,3 Pa depuis plusienngutes émettent des protrusions contre le
flux (les 60-80 % de cellules qui émettent desrpsabns contre le flux a un tempsne sont
pas forcément les cellules qui émettent des priomasontre le flux a un tempg Mmais cette
proportion est a peu pres constante et reste ddtessgamme).

Pour comprendre l'origine de cette différence deportement entre cellules AX2 de
Grenoble (notées AX2G) et cellules AX2 de Martiedr{notées AX2M), une premiere piste
était, selon moi, de vérifier I'existence d’évenles différences dans la fagon de cultiver les
cellules. Jai donc répertorié les habitudes detucell cellulaire utilisées dans chaque

laboratoire (Tableau 8 _1).

238



>

70 -

% de cellules

80 -
70 -
60 -

% de cellules

10 4

FLUX

80

60 |
50 |
40 |
30 |
20 |
10

50 -
40 -
30 -
20 -

(=]

SANS FLUX

3 4.5 6 75 9 105 12

vitesse (Hm/min)

AVEC FLUX

T T n T T S— T 1
3 45 6 75 9 105 12

vitesse (Um/min)

w

% de cellules

% de cellules

25 4

20 4

15 4

10 4

5 4

——
-180 -135 -90 45 0 45 90 135 180

angles du mouvement (degreés)

35 4
30
25 4
20

15 A

10 -

-180 -135 -90 -45 0 45 90 135 180

angle du mouvement (degrés)

Figure 8_2: Distributions (A) des vitesses et (B) des angles du mouvement de cellules AX2 de
Martinsried (clone 2-14) adhérant a un substrat de verre et non stimulées.
Distributions (C) des vitesses et (D) des angles du mouvement de cellules AX2 de Martinsried
(clone 2-14) adhérant a un substrat de verre et soumises a un flux de 2.3 Pa.
E et F) Deux images d’un film de cellules AX2 de Martinsried (clone 2-14) adhérant a un substrat
de verre et soumises a un flux de 2.3 Pa. La durée d’application du flux est indiquée en minutes.
Les fleches rouges indiquent les cellules qui protrudent contre le flux. Les fleches vertes, celles
qui protrudent dans la direction du flux. A un temps t fixé, une majorité de cellules (entre 60 et 80
%) protrudent contre le flux. Une cellule est ronde a 6,25 minutes. Une cellule a décollé entre les
deux prises d'images.
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Grenoble AX2-G Martinsried AX2-M

Provenance des cellules Clone C1/3, clone obtenu d€lone # 2-14, clone
Gunther Gerisch sélectionné pour san

développement rapide, |a
partir de cellules AX2
obtenues de J. Ashworth,
mutées et reclonées par
Gunther Gerisch.

Milieu de culture Méme milieu que celui décriMilieu décrit dans la sectign
dans «Matériels et Métho-« Matériels et Méthodes
des» auquel on rajoute 0,2fpas d’ajout d’antibiotique).
g/L de dihydrostreptomycine
sulfate.

culture agitée versus en boiteHabituellement cultures agiHabituellement cultures sur
tées pour les expériences spsites. Cultures agitées (150
flux (180 rpm). rpm) utilisées seulement paur

avoir des cellules en grandes
quantités.

Temps de maintien deEntre 3 et 12 semaines. Temps de culture limité a 1p-

cellules en culture 15 jours. Nouvelle culture

d’AX2 chaque semaine |a
partir d’'un stock de spores.

Température de culture 22 +/-1°C 22 +/-1°C

Lavage des récipients rentrabtétergent/soude/acide/eau |Avec un détergent spécial

en contact avec les cellules | ;. ..., utilisé pour ses propriétés npn
distillée ;

toxiques sur les cultures
cellulaires.

Tableau 8 ’: Habitudes de culture cellulaire utilisées dasslddoratoire de Grenoble et

de Martinsried.

Au vu de ces différences, il a semblé que le pam@mg@ui pouvait avoir le plus

d’'impact sur la réponse motile au flux était prdeatent le temps de culture des cellules. J'ai

donc cultivé des cellules AX2M pendant des périodiesemps plus longues (jusqu’a deux

mois) afin de vérifier leur comportement sous flrx fonction de 'age de la culture (Fig.

8_3).

! Détergent : Deconex de chez Borer Chemie, ré€I2R
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A) Cellules AX2-M de cultures conservées moins de deux semaines (sous agitation ou en boite) (59
cellules observées dans 9 expériences). Moyenne de détachement de 76 +/- 12 % en 10 min sous un

flux de 2,3 Pa.
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B) Cellules AX2-M de cultures conservées entre un et deux mois dont 2 a 6 semaines sous agitation
(52 cellules de 4 expériences). On a alors un plus faible détachement (moyenne de 28 +/- 28 % de

cellules détachées en 10 minutes sous un flux de 2,3 Pa).
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C) Cellules AX2-M de cultures conservées deux mois dont 7 a 8 semaines en culture agitée. Moyenne
de détachement de 33 +/- 5 % (34 cellules de 2 expériences).

Figure 8_3: Evolution de la réponse motile sous un flux de 2,3 Pa en fonction de l'ancienneté des
cultures de cellules AX2 Martinsried (clone 2-14).

On observe une évolution avec le temps du comperiércellulaire sous flux. En
particulier, la distribution des vitesses de celfuén culture entre un et deux mois dont 2 a 6
semaines sous agitation (Fig. 8_3 B) montre queofaulation n’est pas homogéne avec a
priori deux populations cellulaires dont I'une nagslus vite que les cellules cultivées moins
de deux semaines. De plus, on observe que pl@sripst passé en culture augmente, plus la

proportion de cellules avancant rapidement (vitessgérieures a 3 um/min) avec le flux est

241



grande et plus le mouvement est dirigé dans lactitie du flux. Un autre aspect concerne
I'adhésion cellulaire. Pour des cellules cultivlss d’'un mois en culture agitée, le taux de
détachement en 10 minutes sous un flux de 2,3 Peedsit a 22 +/- 11 %. Cela suggere
fortement que l'agitation des cultures cellulaises une période de I'ordre du mois entraine
une plus grande adhésion des cellules au substragrde.

On peut noter que l'agitation des cellules semideessaire a cette évolution du
comportement motile sous flux. En effet, des cellutultivées un mois en boite de Pétri
montrent un taux de détachement de 72 % (une exm&) et des vitesses de l'ordre du
pm/min. On a donc un comportement sous flux decedlales similaire a celui de cellules
cultivées moins de deux semaines.

Pour vérifier la reproductibilité de cette évoatutidu comportement cellulaire sous
flux avec le temps passé en culture, j'ai utiligéstcultures cellulaires faites a partir de spores
et ai observé la méme évolution. De plus, jai atessté ces cellules AX2M a Grenoble avec
les conditions cellulaires utilisées a Grenobles laxpériences réalisées dans les trois
premieres semaines suivant la réception des cellul&renoble ont montré un phénotype
similaire a celui observé avec les cellules de maoi@ deux semaines (fort détachement, peu
de mouvement). Cependant, en laissant les cebulesilture agitée plus de deux mois, j'ai a
nouveau observé un mouvement a grandes vitesseseaiex de ces cellules.

Conclusion: nous avons mis en évidence un nouveau compontedes celluleD.
discoideumen réponse a un flux hydrodynamique. Il se caraetépar une activité de
protrusion exercée contre le flux qui conduit a gonasi-absence de mouvement du centre de
masse, et un taux de détachement accru. Le tengs® g culture agitée influe sur le
comportement cellulaire sous flux. Plus une cultagéée est conservée sur une période de
temps longue, plus les cellules sont adhérentesigrent rapidement dans le sens du flux.
Dans la suite, nous avons appelé le premier compert «résistance au flux

hydrodynamique » et le second « motilité induiteyaflux ».

8.2 Effet du flux hydrodynamique sur la motilité de
cellules non-axeniques NC4a

Les cellules AX2 ayant été obtenues par Watts dtwasth (1970) par sélections
successives a partir d’'une souche antérieure (N@daaniére a isoler un clone qui puisse
croitre dans un milieu nutritif axénique simplifeégs cellules contiennent plusieurs mutations

permettant la croissance dans un tel milieu (WilBaet al., 1974 ; North and Williams, 1978).
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Au vu de la différence de comportement sous flux A¥2 de Grenoble et de Martinsried, il
semblait donc important de vérifier le comportemsotis flux des celluleBictyostelium
discoideumNC4a. Ces cellules ne croissent pas en milieuiguéret sont cultivées sur un gel
recouvert de bactéries qu’elles phagocytent. Oare din front cellulaire qui se propage avec
le temps au fur et @ mesure que les bactériescams#ommées. Juste derriere le front, les
cellules privées de nourriture commencent leur eeyadé développement et forment des
courants d’agrégation et au centre de la plagugetides cellules privées de nourriture depuis
plus longtemps forment déja des slugs et des seigs8 5 A).

Afin de tester sous flux ces cellules NC4a dans wase végétative, j'ai récupéré des
cellules sur une plaque en prenant soin de ne predds cellules que sur le front de
croissance (Fig. 8_5 A). Ces cellules se compodens flux comme les cellules AX2 de
Martinsried cultivées moins de deux semaines, aectaibles vitesses (moyenne de 1,1 +/-
0,7 um/min), un fort détachement (75 +/- 3 %) et wkérive passive avec le flux d’'une
majorité de cellules (Fig. 8_4).
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Figure 8_4: Distributions (A) des vitesses et (B) des angles du mouvement de cellules
NC4a végétatives (prélevées sur le front de croissance) sur un substrat de verre et sous un
flux de 2,3 Pa.

Un des intéréts de l'organismigictyostelium discoideunest qu’il présente deux

modes de motilité déja établis et distincts selétal de développement cellulaire. Lorsque
les cellules sont végétatives et non stimuléesessel migrent aléatoirement a des vitesses
d’environ 2-5 pum/min avec des morphologies asseda® et une surface de contact avec le
substrat importante (de I'ordre de 90 {usnr un substrat de verre recouvert de BSA ; Weber
et al., 1995). Lorsque les cellules sont agrégatmmpétentes (voir un protocole pour obtenir
des cellules agrégation-compétentes da@elkiles en milieu non nutriti¥é de Matériels et
Méthode} elles sont trés allongées et migrent rapiderf@mtiron 10-12 pum/min) vers une
source d’AMPc. Elles ont alors une faible surfamtale de contact (environ 5 fois plus faible,
de 'ordre de 20 pA)y qui peut se diviser en plusieurs aires de comtaet le substrat (Weber
et al.,, 1995 ; voir Figure 6_23). Ces auteurs anasors émis I'hypothése que I'énergie
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d’adhésion cellule-substrat de ces cellules agnéggatdevait étre inférieure a celle des

cellules végétatives.

En étudiant le comportement sous flux des celllN€ta, jai aussi remarqué en
prélevant des cellules trop a l'intérieur du frolet cellules végétatives qu'il était possible de
récupérer des cellules avancant rapidement aviecxle

J'ai donc effectué des expériences sous un flug,8ePa en prélevant des cellules
NC4a au niveau des courants d’agrégation (entfote de cellules végétatives et la région
contenant des spores sur tiges; Fig. 8 5 A). @Hsles ont clairement commencé leur
développement et pour environ 50 % d’entre ellésgmtent des morphologies trés allongées

typiques de cellules agrégation-compétentes (Fi§. B).

courants d’agrégation
et agregats

front de cellules
végeétatives qui
avancent sur le gel
en phagocytant
les bactéries

s lit de
~ . bactéries

spores sur
tiges

Figure 8_5: A) Propagation d’un front de cellules NC4a phagocytant des bactéries recouvrant initialement
toute la surface du gel d’agar. B) Image en contraste de phase de cellules NC4a prélevées au niveau des
courants d‘agrégation (entre le front de cellules végétatives et la région contenant des spores sur tiges).
Ces cellules présentent des morphologies tres allongees (fleches rouges) typiques de cellules agrégation-
compétentes.

40 % d’entre elles migrent rapidement (vitesse sapée a 3 pm/min) dans la
direction du flux. La vitesse moyenne sur toutesdellules vaut 3,9 +/- 3,2 um/min (mesure
de vitesses sur 27 cellules de deux expériencépamtiantes ; Fig. 8_6_A) et le pourcentage
de détachement sur toutes les cellules en 10 nsimtitous 2,3 Pa est de 47,5 +/- 7,8 %.

En observant la morphologie des cellules avanpliaation du flux et sous flux, deux
catégories de cellules apparaissent : celles qusarwent leur forme allongée sous flux et
celles qui, au contraire, adoptent sous flux unemé arrondie, typique des cellules
végétatives, indépendamment de leur forme, allomyéeonde, avant I'application du flux
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(Fig. 8_6_B). On peut donc redessiner les distidmst des vitesses et de la directionnalité du
mouvement cellulaire en séparant ces deux popokt{&ig. 8 6 C et D).
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A) Distributions des vitesses et des angles du mouvement pour des NC4a prélevées dans les
courants d‘agrégation et soumises a un flux hydrodynamique de 2,3 Pa pendant 10 minutes.

NO FLOW

B) Images de contraste de phase avant I'application du flux (NO FLOW) et aprés 7 minutes
d’application d’'un flux de 2,3 Pa (FLOW; la grosse fléche indique la direction du flux). On observe
deux catégories de cellules : les cellules qui conservent leur forme allongée sous flux (fleche rouge),
et celles qui montrent une forme arrondie/compacte sous flux, indépendamment de leur forme,
allongée (fléche jaune) ou ronde (fléche blanche), avant 'application du flux.
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C) Distributions des vitesses et des angles pour les NC4a qui conservent leur forme allongée sous
flux (pourcentages exprimés sur le nombre total de cellules).
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D) Distributions des vitesses et des angles pour les NC4a qui montrent une forme arrondie sous flux
quelque soit leur forme initiale.

Figure 8_6: Parmi les NC4a des courants d’agrégation, on peut distinguer deux catégories de cellules
qui montrent deux phénotypes distincts de motilité sous flux.
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Il apparait donc deux catégories de cellules quitnent deux phénotypes distincts de

motilité sous flux :

60 % des cellules adoptent sous flux une formedefmompacte et émettent
principalement des protrusions contre le flux. @edlules migrent lentement

(vitesse moyenne de 0,9 +/- 0,8 pum/min mesurédesucellules qui adhérent

pendant tout le film de 10 minutes). Bien qu’étanhcipalement orientées contre
le flux, leur mouvement apparent est aléatoire .(Big6_D). Ces cellules sont

caractérisées par un fort détachement (71 % delegltlétachées en 10 minutes
sous 2,3 Pa).

40 % des cellules restent allongées et migrenveanent et rapidement avec le
flux (moyenne des vitesses de 5,1 +/- 3,1 um/n@@s cellules restent sur le

substrat plus longtemps (9 % de détachement enidites sous 2,3 Pa).

On peut donc supposer que l'on a deux populatiensellules dans ces cellules

prélevées dans les courants d’agrégation sur gelivert initialement de bactéries :

1)

2)

une population de cellules qui se comportent shusquasi comme des

cellules végétatives (faibles vitesses et fort ciéement proches de ceux
obtenus avec les NC4a végétatives), méme si ellablent mieux résister a
'entrainement par le flux que les cellules végesst (comparez les

distributions des angles des Figures 8 4 B et 8),6etD

une population de cellules qui ont déja bien cemeé leur développement,
développement qui provoque l'apparition de formiemgées associées a un
nouveau phénotype sous flux caractérisé par unfplbke détachement (9

% comparé a 75 % de détachement pour les NC4a aidgs) et des

vitesses de migration importantes avec le fluxteCetotilité ressemble a la

« motilité induite par un flux » décrite par Décatéal. (2003)

Conclusion: Les expériences menees sur les cellules norigues NC4 montrent

que I'application d’'une contrainte hydrodynamiguoduit deux types de comportements sous

flux selon I'état de développement cellulaire : a@mserve une résistance au flux pour les

cellules dans I'état végétatif (comme pour les AX2Mtivées moins de deux semaines en

milieu axénique) et une motilité induite par lexflpour les cellules en phase d’agrégation. Le

mode nutritif (phagocytose de bactéries ou pins®ytde milieu fluide axénique) n’est donc

pas déterminant dans le choix de I'un ou de 'atyipe de comportement cellulaire sous flux.
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8.3 Effet du flux hydrodynamique sur la motilité de
cellules axéniques AX2-M en conditions de carence
nutritive

Les résultats précédents obtenus avec des NC4gasigrécompétentes semblent
contradictoires avec ceux de Weber et al. (199§y&w@ant une adhérence cellule agrégative-
substrat de verre beaucoup plus faible que I'aditoéreellule végétative-substrat.

Néanmoins, il faut souligner que ces auteurs dhiséitdes cellules AX2M qu’ils ont
carencées dans du tampon phosphate. On a donsultar@ui repose sur une autre souche
cellulaire et dont I'état de développement est mibtelans des conditions de carence
différentes.

Pour pouvoir comparer mes résultats aux leursdpaic prépare, a leur maniere, des
cellules AX2M privées de nourriture en les agitdahs du tampon phosphate (voir protocole
de « starvation » dardatériels et Méthod@sSous une contrainte hydrodynamique de 2,3
Pa, ces cellules se détachent trés rapidement%il@8s cellules détachées en une minute) et
il est donc impossible d’étudier leur comportemsmis flux. Ce résultat correspond bien aux
observations de Weber et al. (1995), qui suggdoetement que ces cellules agrégatives ont
en effet une faible énergie d’adhésion cellule-sabgle verre, bien inférieure a celle de
cellules végétatives.

Pourtant, nous venons de voir que des cellules pi3és en phase de développement
ont des formes allongées typiques des cellulesgatoh-compétentes, et pourtant se
détachent peu d'un substrat de verre et avanc@iement sous un flux de 2,3 Pa. La
différence provient donc soit de la souche celtal@NC4a versus AX2M), soit de la facon de
carencer les cellules (dans du tampon phosphatéaperb-8 heures versus sur un gel de
bactéries). En effet, la concentration d’AMPc n’pas la méme pour des cellules dans un
milieu semi-solide et pour des cellules en suspendPour répondre a cette question, j'ai
privé les AX2M de nourriture en les étalant surgehrecouvert de bactéries et ai prélevé des
cellules dans les courants d’agrégation ainsi alsteterriere le front de cellules végétatives
qui se propage par phagocytose de bactéries. Cguordes NC4a, une majorité de cellules
AX2M prélevées dans ces courants présentent dgshwlogies allongées.

Les résultats obtenus avec ces cellules AX2M saatitativement similaires a ceux
obtenus avec les NC4a et montrent la encore laepcésd’au moins deux populations

cellulaires (Fig. 8_7).
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A) Distributions des vitesses et des angles pour des cellules AX2M prélevées dans les
courants d‘agrégation sur un gel initialement recouvert de bactéries, et soumises a un

flux de 2,3 Pa pendant 10 minutes.
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B) Distributions pour les cellules AX2M qui conservent leur forme allongée sous flux
(pourcentages exprimeés sur le nombre total de cellules).
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C) Distributions des vitesses et des angles pour les cellules AX2M qui montrent une
forme arrondie sous flux, quelque soit leur forme initiale.

Figure 8_7: Parmi les AX2M des courants d’agrégation obtenus sur un gel recouvert
initialement de bactéries, on peut distinguer deux catégories de cellules qui montrent
deux phénotypes distincts de motilité sous flux.
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On peut donc la encore supposer que I'on a dewlgtagms de cellules AX2M dans
ces cellules prélevées dans les courants d’agoégatiir gel initialement recouvert de
bactéries :

- 78 % des cellules se comportent sous flux comrsecdiules végétatives avec des
morphologies rondes, un détachement similaire &i céés cellules AX2M
végeétatives (63 % pendant 10 min sous 2,3 Pa) &illes vitesses de migration
du méme ordre de grandeur que celles des cellétpitatives

- 22 % des cellules ont des morphologies allongéddes, se détachent moins que
les AX2M végétatives (48 % en 10 min sous 2,3 Pahede plus grandes vitesses

de migration avec le flux (moyenne de 10,5 +/-i6nd/min) (Fig. 8_8).

Figure 8_8 : une cellule AX2M prelevee
dans les courants d'agrégation sur gel
initialement recouvert de bactéries. Cette
cellule, qui conserve sa morphologie allon-
gee, migre rapidement avec le flux (indique
par la fleche). Le temps est indiqué en
secondes. Contraste de phase, x20/0.5,
zoom 9,1.
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Conclusion : La motilité induite par un flux peut donc étre ebh&e sur des cellules
AX2M fraiches a condition gu’elles soient privées burriture sur une surface solide (gel)
initialement recouverte de bactéries. Il est pdesine dans ces conditions, les cellules soient
soumises a de plus fortes concentrations localédVEt, expliquant la difference de
comportement observée avec des cellules carennédaseon phosphate. Cette motilité sous
flux de cellules agrégatives est un nouveau typmaoidité qui n’est pas associé a une souche
cellulaire particuliére, mais a la facon de caremes cellules. Son observation soutient I'idée
gue des cellules agrégation-compétentes peuvebterdelativement fortement a une surface
de verre.

Il reste a vérifier si cette motilité est compaeall celle observée avec les cellules

AX2G cultivées en culture agitée prolongée.

Conclusion générale :

Le comportement sous flux des cellulgistyosteliumet le choix entre « résistance au
flux » et « motilité induite par le flux » dépendrat de nombreux parametres dont :

- la durée de conservation d’'une culture cellulaimgnilieu nutritif,

- les conditions de culture (flasque agitée versitelde Pétri par exemple),

- I'état de différenciation cellulaire

- et la facon de carencer les cellules.

La complexité des phénotypes de réponse a un ffdrodynamique nous a conduit a
porter une plus grande attention a la facon daveulet de conserver les cellules. Dans la
suite de ce travail, toutes les expériences saws dint été réalisées avec des cellules

végétatives de cultures conservées entre enviatrl5 jours.
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IX  Résultats, deuxieme partie

Réorganisation du cytosquelette d'actine
apres un changement de sens du flux et
cinétigues de relocalisation de protéines

Dans cette partie, je présente mes résultats auomuerla réponse cellulaire a
I'application de forces hydrodynamiques et la réatation cellulaire a la suite du changement
de sens du flux. En particulier, je montre quefteases mécaniques du flux polarisent les
cellulesDictyosteliumqui émettent des protrusions riches en actine daciux. Je quantifie,

a la suite du changement de sens du flux, lesigued de relocalisation des deux protéines
actine et myosine-Il, séparément dans des celhdegossédant qu’'un marqueur mais aussi
simultanément dans des cellules doublement marqaesces deux protéines. Je décris les
étapes permettant la réorientation cellulaire $luxsainsi que la succession temporelle de ces

dernieres.

9.1 Effet du flux sur les cellules « sauvages » :
polarisation et orientation cellulaires

Partant des études indiquant la mécanosensibiléé dellules Dictyostelium
discoideum(Décavé et al., 2003 ; Fache et al., 2005), ledeuhon travail était d’'observer en
fort grossissement la réorganisation du cytosqigetéactine aprés un changement de sens du
flux. J'ai donc mis en place un systeme simpleub®s rigides et de vannes permettant de
changer le sens du flux en environ une seconde.

Pour observer le cytosquelette d’actine, nous s\d#tidé de marquer I'actine et la
myosine-1l, qui sont deux protéines principalescgitosquelette (voitntroduction, a l'aide
de protéines fluorescentes du type GFP. Pour maittaatine, la protéine de fusion GFP-
actine peut étre et a été largement utilisée (Weberl., 1995 ; Westphal et al., 1997) mais
nous lui avons préféré la DALIMESC-GFP ou la mRFP-DALImMEACC? (Fischer et al.,
2004) qui permettent de marquer les structurescquotiennent de I'actine qui polymérise
(Prassler et al., 1998) et présentent un fondutedscence bien moindre que celui de la GFP-

actine permettant ainsi d’obtenir un meilleur rapsognal/bruit. Pour marquer la myosine-ll,

! Notée Lim-GFP dans la suite
2 Notée mRFP-Lim dans la suite
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la construction GFP-myosine-Il a été utilisée. LBPGdu c6té N-terminal n'empéche pas la
polymérisation en filaments épais et cette protéi@dusion permet ainsi de suivre I'activité
de rétraction/contraction au niveau du cortex taille.

Disposant au laboratoire de cellules myosine-ll-NdS1 exprimant déja la
construction Lim-GFP, il a été décidé de travaileec la souche parentale de ces cellules,
qui est la souche « sauvage » JH10, gentimentimpar le laboratoire de Hans Warrick.

Dans un premier temps, afin d’étudier le compodeiglobal de ces cellules sauvages
JH10 sous flux, jai d’abord effectué des expérensous un flux de 2,3 Pa avec un « faible »
grossissement de 20x de facon a observer un gantre de cellules rapidement.

En analysant quantitativement ces films (Fig. 9illapparait clair que ces cellules
migrent plus lentement sous flux (moyenne des sétesle 0,6 +/- 0,5 pm/min) que sans flux
(moyenne des vitesses de 1,3 +/- 1,0 pm/min, X 0Cette observation prouve que le flux
affecte la motilité de ces cellules. Sans flux,debBules migrent aléatoirement dans toutes les
directions. Avec flux, I'orientation du mouvemerdllalaire est Iégérement décalée avec le

flux mais 33 % des cellules ont encore tendanegrinter le flux (Fig. 9_1 D).
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Figure 9_1: Distributions (A) des vitesses et (B) des angles du mouvement de cellules JH10
adhérant a un substrat de verre et non stimulées (64 cellules de deux expériences
indépendantes).

Distributions (C) des vitesses et (D) des angles du mouvement de cellules JH10 adhérant a
un substrat de verre et soumises a un flux de 2.3 Pa pendant 10 minutes (93 cellules de 4
expériences indépendantes).

Si cette étude en grossissement 20x permet de endi@xistence d'un effet du flux
sur la motilité des cellules sauvages JH10, eliteraéanmoins limitée. La distribution des

angles du mouvement et le fait que la migratiort smins rapide ne permettent pas de
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conclure quantitativement quant a I'orientation gestrusions cellulaires par rapport au flux.
Il est alors nécessaire de visualiser I'activitéadbcalisation de protéines impliquées dans la
migration (en particulier, celles du cytosqueletiéip d’analyser la réponse mécanosensible
des cellules a I'application de forces hydrodynares]

L’'observation en fort grossissement (100x avec z@B) a l'aide d’'un microscope
confocal a balayage laser a alors permis d’obseswveultanément la forme des cellules en
contraste de phase et la fluorescence des protdimeérét marquées, avec une résolution
dans le plan de mise au point de I'ordre de 0,2 Rowr ce faire, j'ai construit une nouvelle
chambre a flux permettant d'utiliser des lamelleséeluisant la courbure des ces derniéres
(voir Matériels et Méthodgs Dans toute la suite de cette partie Il, les erpées ont été
réalisées avec la chambre a flux adaptée pour aeslles sur le microscope confocal
LSM410 monté d’un objectif a immersion 100x/1,3.

Dans un premier temps, le marquage des protrusiohss d’actine filamenteuse a
permis d’étudier la polarisation cellulaire (c’'éstlire la présence d'un front avant et d’'un
front arriere) et I'orientation cellulaire par rappa la direction du flux. Pour le traitement et
I'analyse des films et I'étude de l'orientation lo&ire par rapport au flux, la cellule est
divisée en deux moitiés : une moitié face au fluxige moitié en aval du flux, c’est-a-dire
non stressée (voir la partie d’analyses d’'images Biatériels et Méthodes).

Pour comprendre quelle était la réponse cellukaire forces mécaniques, j'ai observé
les cellules sauvages exprimant la Lim-GFP d’alsaws les stimuler puis en les soumettant a
I'application d’'un flux de 2,1 Pa. A I'inverse, j'aussi observé des cellules d’abord soumises
au flux et dans un second temps non stimuléesxgmple typique d’'une cellule d’abord non
stimulée, puis soumise a un flux de 2,1 Pa, etw@weeu non stimulée est montré dans la
Figure 9_2 dans laquelle sont représentées lebesuau ratio de fluorescence de la protéine
Lim-GFP (ratio = intensité moyenne d’'une moitiélalire / fond de fluorescence). Dans la
premiére phase (pas de flux), la cellule migre taléament sur le substrat de verre. Elle
alterne alors entre « état polarisé » (présence flant avant riche en actine filamenteuse et
d’'un front arriere rétractant et de forme arrondi&rientation non constante et distribuée
aléatoirement dans le plan du substrat, et « @atpolarisé » (soit sans aucune protrusion,
soit avec plusieurs protrusions simultanées, viootp a t = 30 sec de la Figure 9 2 A). Les
courbes des ratios pour les deux moitiés cellidag® croisent mettant en évidence que la
cellule change d’orientation. Lorsque le flux egpligué (ligne verticale a 369 sec), en

environ 30 secondes, le ratio de la moitié fac8waudevient supérieur (compris entre 3 et 5)
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au ratio de la moitié non stimulée (compris enteg 2). La cellule est donc polarisée et elles
est orientée face au flux (voir photo at = 603deta Figure 9_2_ A). Cet état de polarisation

et cette orientation sont maintenus pendant teutkeitée d’application du flux.
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Figure 9_2: Polarisation cellulaire sous un flux deisaillement hydrodynamique

Des celluleDictyosteliumJH10 exprimant la Lim-GFP sont enregistrées aarament soumises

et non soumises a une contrainte hydrodynamiqustaote de 2.1 Pa. Les ratios de fluorescence
sont quantifiés le long du contour cellulaire etysmnés sur les c6tés cellulaires droit et gauche
(voir Matériels et Méthodes

A & B. Expérience sur cellule unique.Des photos avant (t = 30 sec), pendant (t = 66Beteaprés (t = 987
sec) I'application du flux sont montrées. La coimiie est appliquée entre 375 et 705 sec (lignetcates
avec fleches dans le panel B), la direction du fsx indiquée par la fleche dans le panel A. Lgeels
épaisses et fines correspondent aux cotés cellslaauche et droit respectivemeg@t. Cinétiques de
polarisation avec la Lim-GFP.Les ratios moyens de fluorescence correspondantGtas amont et aval sont
représentés en fonction du temps relativement butdBapplication du flux (8 cellules observées gamt 11
expériences de polarisation). Les cercles pleinsrexix correspondent aux cotés cellulaires amoraval,
respectivement. Cinétiques de dépolarisation avec la Lim-GFPLes ratios moyens de fluorescence sont
représentés en fonction du temps relativementfia i'application du flux (13 expériences de dépisktion
effectuées avec 9 cellules). Les cercles pleinsr&ix correspondent aux c6tés cellulaires amoravat,
respectivement. La barre d’erreur est de la td#i¢erreur standard sur la moyenne.
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Dans la troisieme phase (ligne verticale a 699, $edlux est stoppé. La cellule garde
sa polarisation contre le flux pendant environ E&@ondes, puis adopte a nouveau une
migration aléatoire et protrude dans différentagations (voir photo a t = 987 sec de la
Figure 9_2_A).

J'ai observé 17 cellules lors du passage d'unatsito sans flux a I'application d’'un
flux de 2,1 Pa. Sur 24 tests réalisés avec cesleglla 14 occasions les cellules se sont
réorientées contre le flux; a 5 reprises, lesutadl n'ont pas montré de polarité ; a une
reprise, la cellule était polarisée mais pas coletrigux ; et enfin, 4 fois, les cellules se sont
détachées du substrat suite a I'application du flux

En moyennant les courbes obtenues lors du pastsgeonditions « pas de flux » a
« application d'un flux de 2,1 Pa » et « applicatdun flux de 2,1 Pa » a « pas de flux », on
obtient les courbes C) et D) de la Figure 9_2.

Etant donné que les cellules migrent aléatoirersant flux, les deux moyennes sur
une dizaine de cellules des deux ratios pour las< daoitiés cellulaires sont égales et
fluctuent lIégérement autour d’'une valeur moyenneddeorsque le flux est appliqué, ces
deux courbes se séparent en environ une minugeratid de fluorescence de la Lim-GFP du
front face au flux se stabilise autour de 3,3 atpue celui de la moitié en aval se stabilise
autour de 1,7. Ceci montre que le flux polariseregnte les cellules en environ une minute.
Au contraire, lorsque des cellules sont polaridées au flux et que I'on stoppe le flux, les
moyennes des deux ratios se rejoignent pour s¥gal@s environ 4 minutes. Cela montre
gue les cellules conservent leur orientation coletiftux pendant plus de trois minutes méme
apres l'arrét du flux. Nous nous sommes alors @s&#s, par comparaison, a la persistance
temporelle de I'orientation cellulaire dans uneediion stable dans le cas de cellules migrant
sans contrainte. Cette analyse a permis de momiesrpour les cellules JH10, I'orientation
cellulaire est maintenue stable dans une direcaigt un front riche en actine filamenteuse
sur une durée moyenne de 88 +/- 44 secondes (nav&8 11 cellules), soit environ une
minute et demie, ce qui est inférieur au tempsiefation cellulaire stable apres l'arrét du
flux (voir un exemple d’analyse sous forme de p@lat de I'orientation d'une telle cellule
non stimulée dans la Figure 9_3).

Une autre question est de savoir si une cellularigée contre un flux constant de 2,1
Pa peut rester indéfiniment polarisée et orientéecette maniere. Pour y répondre, jai
observé 30 cellules sous un flux constant pendamhains 4 minutes. Dans 32 cas sur 48

tests (63 %), les cellules sauvages ont maintamuoleentation stable contre le flux pendant
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ces 4 minutes, et certaines d’entre elles pendart ¢ge 8 minutes. Il est donc arrivé
d’observer des cellules qui ne pouvaient pas maimkeur orientation contre le flux. Dans ce
cas, elles adoptaient une orientation latéralepguaticulaire a la direction du flux) ou avec le
flux comme cela a déja été observé avec des celddemises a des forces de centrifugation
(Fukui et al., 2000). Différentes raisons peuvexyliguer ce comportement : le front avant
contre le flux était mécaniquement poussé par dese§ hydrodynamiques et était ainsi
entrainé sur les cotés ou au-dessus de la celtige 4 4 ; Fukui et al., 2000), a la suite de
quoi les cellules pouvaient dériver avec le fluxedt aussi arrivé que des cellules perdent
temporairement leur polarisation (rétraction deniue pseudopode existant, morphologie
ronde). Dans ces cas, et a condition que les eslh# se soient pas détachées du substrat, la

plupart retrouvaient un état polarisé et se rétaient contre le flux quelques dizaines de

secondes plus tard.

Figure 9 & Analyse

sous forme de polar plot
de la polarité et de
I'orientation d’'une

cellule JH10 + Lim-GFP

non stimulée. La cellule
change son orientation a
plusieurs reprises et de
maniére aléatoire dans
toutes les directions du
plan du substrat. Le
temps est indiqué en
minutes. L'échelle de
couleurs indique la
valeur des ratios de
fluorescence tout autour
de la cellule.

Figure 9_4: Une cellule dont le pseudopode est poussé sur le cdté,
s’oriente temporairement avec le flux avant de se réorienter contre ce
dernier. Temps indiqué en secondes. La direction du flux est indiquée

par la fleche. Le pointeur blanc indique une protrusion apparaissant contre
le flux et décalée par le flux sur le cété. Elle se rétracte rapidement. Au
contraire, le pointeur jaune indique une protrusion qui apparait du coté de
la cellule face au flux. Elle est ensuite entrainée sur le c6té, ce qui

oriente finalement la cellule dans la direction du flux avant qu’elle ne se
réoriente contre quleques dizaines de secondes plus tard.
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En conclusion un flux de 2,1 Pa polarise des cellules sauvdgda souche JH10 de
Dictyostelium discoideumet [l'activité¢ de polymérisation de l'actine est eriee
exclusivement contre le flux. Cette polarisatiomtee le flux, qui est stable et persiste
plusieurs minutes, apparait environ une minuteasui/application du flux, et lorsque le flux

est stoppé, les cellules conservent cette oriemt@@ndant plus de trois minutes.

9.2 Reéorganisation du cytosquelette d'actine apres
un changement de sens du flux

Pour observer la réorganisation du cytosquelettetiie, un moyen facile était de
changer rapidement la direction du flux. J'ai donis en place un systeme permettant de
changer en environ une seconde cette direction @gemnde vannes (voir Figure 7_6). Ce
systeme, associé a la chambre a flux pour lameallesnsi permis d’enregistrer la réponse
d’'une cellule préalablement polarisée et orientad@re le flux juste apres un changement de
sens de I'écoulement du liquide. Sur 74 tests diision d'un flux de 2,1 Pa effectués avec 53
cellules, 51 tests ont montré une réorientatiorirede flux avec relocalisation de la Lim-GFP
au nouveau front exposé, confirmant le phénoméneadigmérisation de I'actine du cété
mécaniquement stimulé. Au contraire, dans 23 tés$scellules ne se sont pas réorientées
contre le nouveau flux (parmi celles-ci 12 ont pelelr polarité aprés I'inversion du flux, et
11 cellules ont décollé dans les deux minutes stikeachangement de sens). Parmi les 51
reussites de réorientation contre le nouveau fine, majorité de cellules (33) ont d’abord vu
I'ancien front avant perdre sa fluorescence et damsleuxieme temps, le nouveau front
stimulé recruter la Lim-GFP. Huit changements dessdu flux ont montré un état bipolaire
ou avec plusieurs (plus de deux) fronts dans diffess directions avant que la cellule ne
s’oriente finalement et uniguement contre le nouviéa. Trois cellules ont d’abord conservé
leur orientation initiale et ont commencé un U-tsems pouvoir le finir et se sont finalement
réorientées contre le nouveau flux en inversant palarité. Enfin, 7 tests ont montré des
cellules orientées de maniére instable avec ueenalice rapide entre un état avec et un état
contre le flux.

Sur la totalité des expériences, une grande majdetcellules se sont donc réorientées
contre le flux (69 %) et lors de ces réorientatioostre le nouveau flux, il apparait clairement
que, dans la majorité des cas, les cellules inmeidieectement leur polarité : I'ancien front
arriere devient le nouveau front avant et inversgméour tracer les cinétiques de

relocalisation de la Lim-GFP, jai exclu les cedlsl qui ont manqué d’adhésion (et qui
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alternent souvent entre état avec et état contfente et celles dont la réorientation a été
retardée par exemple du fait de la tentative dee fan U-turn ou du fait de la courbure
mécanique provoquée par le flux du front avantesicotés ou au-dessus de la cellule, ou de
la perte temporaire de la polarité. J'ai aussieies cellules qui ont montré deux ou plusieurs
fronts simultanés.

Dans le panel A de la Figure 9_5, on peut voir séguence de photographies d’'une
cellule typique considérée pour quantifier la ral@ation de la Lim-GFP aprés un
changement de sens du flux. At = - 9 sec, la leeftwotrude contre le flux avec un front
avant marqué par la Lim-GFP. Rapidement apresdagdgment de sens du flux, la Lim-GFP
commence a se dissocier de ce front (photo a 1Bpser finalement laisser ce front quasi
dépourvu de Lim-GFP (photo a 30 sec). Finalemess, ktites protrusions riches en Lim-
GFP apparaissent du coté face au flux (voir phabd &ec) et environ une minute et demie
apres le changement de sens, la cellule émet ge pweudopode contre le flux (photo a 141
sec). La quantification de la relocalisation de {&RP dans cette cellule a donné les courbes
des ratios de fluorescence de chaque moitié ceduldu panel B de la Figure 9 5. En
moyennant sur 'ensemble des cellules sauvageswsoflisx de 2,1 Pa, on obtient les courbes
de relocalisation pour la Lim-GFP de la Figure 9ntbyenne sur 18 réorientations avec 14
cellules).

Les courbes moyennes des ratios de fluorescenleeld®-GFP pour les deux moitiés
cellulaires montrent que les cellules sont initisdat orientées contre le flux (ratio moyen de
3,4 de la moitié face au flux et de 1,3 du coté stimulé). At = 0 sec (ligne verticale), la
direction du flux est inversée et apres un délandiron 6 sec, le ratio du cété nouvellement
en aval commence a décroitre exponentiellement ametemps caractéristique de 24 sec.
Aprés environ 80 sec, le ratio de ce cbté se salalutour d’'une valeur moyenne de 1,3. Du
c6té cellulaire nouvellement exposé au flux, oneobrs un délai de 30 sec avant que le ratio
de fluorescence n‘augmente a partir de la vale8r lle temps caractéristigue de cette
croissance est de 45 sec et permet d’atteindréroeni20 sec aprés le changement de sens du
flux, un plateau avec un ratio de 3,4. La cellideadors a nouveau orientée contre le flux. Ce
modéle de réorientation a 180° correspond donceainwersion des cbtés avant et arriere de
la cellule. Il est important de noter qu'entre 156 sec suivant le changement de sens du
flux, la polymérisation de I'actine est & un minimwui correspond a l'inversion de la
polarité cellulaire. Cette dépolymérisation de tilae n'a pas été observée quand le flux était

simplement arrété (voir Figure 9_2_D). Enfin, cesirbes de relocalisation de la Lim-GFP
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dans les cellules sauvages sont asymétriques, umecécroissance trés rapide du ratio de

fluorescence et une croissance plus lente.

B
Lo
9 35%¢% ™
-— Y = = 7
o o te o o .
¥ 4 S e, e L
o o .
a
L
o 25 "
E ° >
S o
o 2 P
I & .ﬂ. ® I'.
('? o o «®
E 154 o e .
- L1 % o
(o] Jo o 0, =
1 - | we ey ? 00000 000, 00, DOGO@OOODOGO%aoocQO’
-10A 10 30 50 70 90 110 130 150 170
t =141 sec
temps (s)

Figure 9_E: Une cellule JH10 exprimant la Lim-GFP sous un fiiex2,1 Pa dont la direction est inversée at= 0.
A) Le temps est indiqué en secondes. En vert: fleeree de Lim-GFP. En rouge : contraste de phase. Le
fleches indiquent la direction du flux.

B) Cinétiques de relocalisation de la Lim-GFP danteaellule unique. Les cercles creux et pleinsespondent
aux cotés cellulaires aval et amont, apres le draegt de sens du flux, respectivement.
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Figure 9_¢€: Cinétigues moyennes de relocalisation de la Lim-@&#®s les cellules JH10 sous un flux de 2,1 Pa
(moyenne sur 18 réorientations avec 14 cellulea)ditection du flux est inversée a t = 0. Pour deacellule
individuelle, le ratio de fluorescence est quadtié long de tout le contour cellulaire et moyeséparément sur
les moitiés gauche et droite de la cellule. Lesdsad’erreur sont de la taille de I'erreur standsudla moyenne.
Les cercles creux et pleins correspondent aux o@&ésdaires aval et amont, apres le changemeseds du flux,
respectivement. Les lignes pointillées indiquestd&teaux pour les ratios de fluorescence de ehedfé.
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Pour étudier l'influence du taux de cisaillemenes$t-a-dire I'influence des forces
exercées sur chaque cellule) sur le processus atentation, les mémes expériences de
changement de sens du flux ont été réalisées soflsxude 0,9 Pa. La courbe moyenne de
relocalisation pour la Lim-GFP dans les cellulaesvsges est présentée dans la Figure 9_7_A.
Il apparait que la Lim-GFP disparait de I'anciesnfrface au flux a la méme vitesse sous 0,9
Pa que sous 2,1 Pa (méme cinétigue de dissociatar) contre, elle se relocalise plus
rapidement du c6té nouvellement stimulé : la cevise débute plus tot (18 sec aprés le
changement de sens du flux au lieu de 30 sec ®#&), et est légerement plus rapide. Le
plateau supérieur est donc atteint environ une tiapres le changement de sens du flux.
Cette étude met donc en évidence un effet du tancishillement sur la cinétique de
réorganisation du cytosquelette.

La représentation a l'aide de graphes polairesafpalots ; Fig. 9 7 B) permet une
visualisation rapide et simple du processus deeg@tion. Avant le changement de sens du
flux (& t = 0), la cellule est orientée avec samfrprotrusif dirigé contre le flux, c’est-a-dire
vers la droite. Lorsque la direction du flux estersée (la nouvelle direction est de la gauche
vers la droite), la cellule passe par une phase palymérisation d’actine (ceci est observé
pour les deux flux de 0.9 et 2.1 Pa et se visualisdes deux graphes polaires autour de 25-
30 sec par une région sombre (bleue) tout autoudadeellule). Puis, une nouvelle

accumulation d’actine filamenteuse apparait du gatehe.

9.3 Relocalisation de la GFP-myo-ll aprées un
changement de sens du flux

Jusqu’a présent, nous avons observé le front avané cellule, ou a lieu la projection
de protrusions grace essentiellement a la polyau#is de I'actine (Mitchison and Cramer,
1996 ; Carlier, 1998 ; Carlier et al., 2003). Laasine-Il, elle, s'accumule a I'arriere de la
cellule (Moores et al., 1996) ou elle aide a ladpiiion de forces de contraction (Yumura et
al., 1984; Jay et al., 1995) permettant la rétoactle ce bord cellulaire. Nous avons donc
cherché a visualiser les mouvements de rétracediadiere et la localisation de la myosine-
Il en la marquant a l'aide de la GFP. Deux souctedsilaires ont été transformées a l'aide
d’un vecteur codant pour la GFP-myo-I1I (du cétéeNwinal ; Moores et al., 1996) : les JH10
(cellules sauvages) et les HS1 (cellules myo-II-défivées des JH10 ; Ruppel et al., 1994).
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Figure 9_7. A) Cinétigues moyennes de relocalisation de la Linir@&ns les cellules JH10 sous un flux de
0,9 Pa (moyennes de 10 relocalisations obtenues5eellules ; cercles creux et pleins utilisés e@Tpour

la Figure 9_6). Les courbes sont normalisées (Maiteriels et Méthodgsle maniére a pouvoir les comparer
facilement aux courbes sous 2,1 Pa (lignes pleth@®ées de la Figure 9_6). Les barres d’erreur dora

taille de I'erreur standard sur la moyenne.

B) Graphes polaires pour le ratio de fluorescenda dém-GFP sous 2,1 et 0,9 Pa. Les deux graphesiesn
graphes moyens, respectivement, de 18 réorientatiwrc 14 cellules sous 2,1 Pa et de 10 expériences
d’inversion du flux réalisées avec 5 cellules sOi% Pa. Le premier anneau blanc au centre coiraide
l'inversion de la direction du flux. Le temps estiiqué en minutes. Les échelles de couleurs indigies
valeurs du ratio de fluorescence.

Dans la Figure 9_8, le panel A montre une cellygeque marquée a la GFP-myo-Il.
Initialement le flux est dirigé vers la gauche (ftha t = - 9 sec), la cellule protrude contre le
flux et du c6té aval, apparait clairement un canssde GFP-myo-Il qui est associé a un
mouvement de rétraction. Aprés le changement de derflux (ligne verticale a t=0 sur les

courbes), la fluorescence de I'ancien cété arriferoit lentement (photo a t = 21 sec) et
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simultanément, la GFP-myo-Il commence a s’accumdiercété nouvellement aval. La
cellule arréte alors de protruder de ce c6té. L&-@Gfyo-Il est ainsi distribuée un peu tout
autour de la cellule (photo a 36 sec). Finalemémtcellule commence a émettre des
protrusions contre le flux environ 50 secondes apgechangement de sens du flux (photo a
54 sec). En méme temps que ces protrusions canthex| grandissent, la GFP-myo-Il quitte
le front avant contre le flux et s’Taccumule du adoé stimulé. Le mouvement de rétraction de
ce bord commence environ une minute apres le chaengfede sens du flux. La photo a 87
secondes montre a nouveau un croissant de GFP4nayorlouveau c6té arriere de la cellule.
La cellule a donc accompli une compléete réorientationtre le flux en inversant front avant
et front arriére apres le changement de sens gu flu

La courbe de la Figure 9_8 (panel B) montre lesatians, sous un flux de 2,1 Pa, des
ratios de fluorescence de la GFP-myo-Il dans l#sles sauvages et dans les cellules myo-II-
null (et donc complémentées par la GFP-myo-Il)t€eburbe est la moyenne sur 'ensemble
des deux types cellulaires, ce qui permet d’augerdatnombre de courbes prises en compte
pour tracer la courbe moyenne totale, les deuxb@sumoyennes obtenues avec chacun des
deux types cellulaires étant similaires. Avant termgement de sens du flux, le coté de la
cellule en aval du flux montre un ratio de fluomste moyen autour de 1,7 et le front face au
flux autour de 1,2. La cellule est polarisée comgrdlux et accumule de la GFP-myo-Il a
I'arriere qui rétracte en remontant le flux. Apries changement de sens du flux (ligne
verticale sur la courbe), le ratio de fluoresceduec6té nouvellement face au flux décroit
lentement aprés un délai de quelgues secondedegtt aton plateau inférieur avec une
moyenne de 1,18 en environ 90 secondes. Du c@té sit aval du nouveau flux, le ratio
augmente de 1,2 a 1,7 en environ 90 secondest ka emter que ces deux courbes de
dissociation du cété face au flux et d’'associatéan c6té non stimulé sont symétriques,
contrairement aux cinétiques de relocalisational&iin-GFP. De plus, la décroissance du
ratio de fluorescence de la GFP-myo-Il (temps darestique de 72 sec) est bien plus lente
que celle de la Lim-GFP (temps caractéristique4lsez).

Sur le graphe polaire de la redistribution de EPGnyo-Il (Fig. 9 8 C), il apparait
clairement que la GFP-myo-II est distribuée toubaude la cellule sur la période de temps

située entre environ 30 et 60 secondes suivartadegement de sens du flux.
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Figure 9_8:Relocalisation de la GFP-Myo-Il apres le changermdengens d’'un flux de 2,1 Pa.

Les cellules JH10 et HS1 exprimant la GFP-myo-Htssbumises a une contrainte de cisaillement d€a,kt la
direction du flux est rapidement changée.

A) Une galerie d'images montrant la distribution deadFP-myo-Il dans une cellule unique JH10 avartpeés
I'inversion du flux (la direction du flux est indige par les fleches). Le temps est exprimé enedativement au
moment d'inversion du flux. En vert : fluorescenieela GFP-myo-Il. En rouge : contraste de phase.

B) Cinétigues moyennes de relocalisation de la GFP-My80 expériences réalisées avec 14 celluless Le
courbes moyennes des ratios de fluorescence deRan@yo-1l des cdtés amont et aval sont dessinéésnetion
du temps relativement a l'inversion du flux. Lesates creux et pleins correspondent aux cotéslagtig aval et
amont, aprés le changement de sens du flux, réspeent. Les barres d’erreur sont de la taille 'éerdur
standard sur la moyenne.

C) Graphe polaire pour le ratio de fluorescence deéR&-myo-Il sous 2,1 Pa. Le graphe est la moyemn2a0d
expériences d'inversion du flux, réalisées aveccéHules. Le premier anneau blanc au centre coinaikc
I'inversion de la direction du flux. Le temps estiqué en minutes.
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9.4 Durant la réorientation sous un flux de 2,1 Pa,
I'activité protrusive dépendant de I'actine précedda
retraction dépendant de la GFP-myo-lII

Une question qui nous a semblé intéressante &aiadoir si, pendant le processus de
réorientation aprés un changement de sens dulfiiétraction de I'arriere et I'émission de
protrusions étaient simultanées ou successivelgnst ce dernier cas, dans quel ordre.

Il est clair que I'accumulation de Lim-GFP coireidvec I'apparition de protrusions
au front avant. Par contre, il n’est pas éviderg Harriere rétracte dés que la GFP-myo-lI
commence a s’accumuler de ce co6té. De maniére @oposuivre simultanément dans la
méme cellule, l'activité protrusive du front avaattla rétraction de l'arriere dépendant de la
myo-Il, nous avons donc marqué des cellules aver getéines fluorescentes.

Les cellules HS1 ont donc été transformées deisx de maniére a exprimer la
mRFPmars-LImEACC? (Fischer et al., 2004) et la GFP-myo-Il. Les méraegériences de
changement de sens d'un flux de 2,1 Pa ont étésééal et la relocalisation de chaque
marqueur guantitativement analysée comme précédetnme

Un exemple typique d’'une cellule avec ces deuxgoeurs est montrée dans la Figure
9 9 (A). Sous un flux de 2,1 Pa, cette cellule adasirement polarisée avec un front avant
riche en mRFP-Lim qui protrude contre le flux ethord arriere en forme de croissant ou
s’accumule de la GFP-myo-Il (photo & - 12 sec)shae la direction du flux est changée, la
fluorescence de mRFP-Lim décroit rapidement (pha2d sec). Environ 24 secondes suivant
le changement de sens, la GFP-myo-Il commencecawstauler du coté nouvellement en aval
(photo a 36 sec). Apres environ 40 secondes, usteugion contre le flux apparait et devient
la seule protrusion stable (photo a 48 sec). livartoutefois de remarquer la présence
d’autres protrusions plus petites sur les cotéla dellule (marquées par des pointeurs blancs
sur la photo a 48 sec). Ces protrusions apparaistetisparaissent rapidement et seul le
pseudopode contre le flux est maintenu. La rétvactiu nouveau bord arriere commence
apres environ une minute (voir photo a 72 secyajoie la GFP-myo-Il est encore distribuée
tout autour du cortex. Avec le temps, la GFP-mysellrelocalise de plus en plus du cété aval
et apres environ deux minutes, la cellule montre accumulation brillante de GFP-myo-Il &
I'arriere en forme de croissant, ainsi qu'un fratant riche en actine filamenteuse et

protrudant contre le flux (photo a 108 sec).

3 notée MRFP-Lim dans la suite
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Figure 9 ¢ Relocalisation de la mRFP-Lim et de la GFP-myodtés un changement de sens du flux. Les
cellules HS1 doublement marquées avec la mRFP-LUinta eGFP-myo-Il sont soumises a une contrainte
hydrodynamique de 2,1 Pa, dont la direction estrisge.

A) Galerie de photos montrant la distribution de RAR-Lim et de la GFP-myosin-Il dans une cellulegusi
avant et apres un changement de sens du flux. mopsteest exprimé relativement a l'inversion du flux.
Fluorescence de la GFP-myo-Il (vert) et de la mRFR{rouge). En bleu : contraste de phase. La ligmiatillée
blanche indique la position la plus a gauche dud lm®ilulaire aval aprés le changement de sensfléekes
indiquent la direction du flux.

B et C) Cinétiques de relocalisation de la mRFP-Lim et alé&sSFP-myosin-Il et position du bord arriére. Les
courbes moyennes des ratios de fluorescence desadl et amont de la mRFP-Lim (panel B) et deR&-myo-

Il (panel C) sont dessinées en fonction du temiasivement a I'inversion du flux (16 inversions ligées avec 11
cellules). Pour les deux graphes, les symbolesxc(eespectivement pleins) correspondent au c6td ava
(respectivement amont) aprés le changement dedsefisx. Le panel C montre aussi la position moyedn bord
cellulaire arriere sur l'axe de rétraction en famectdu temps (ligne épaisse) (un exemple d'un te&d ast
représenté dans le panel A ; moyenne sur 16 rédatiens avec 11 cellules). Les barres d’erreur deria taille de
I'erreur standard sur la moyenne.
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Les cinétiques de relocalisation pour la mRFP-LifaesFP-myo-Il dans les cellules
HS1 sous un flux de 2,1 Pa sont montrées dans dard-i9 9 (B et C). Les temps
caractéristiques pour la mRFP-Lim dans ces cellidéistent 'asymétrie de ces courbes de
relocalisation qui sont proches des courbes obtemvec la Lim-GFP dans les cellules
sauvages (données de la Fig. 9_6) : 45 sec pooucbales croissances, la décroissance est
legerement plus lente pour la mRFP-Lim avec un seogvactéristique de 36 sec comparé a
24 sec pour la décroissance du ratio de fluorescete la Lim-GFP. Les courbes de
relocalisation de la GFP-myo-IlI sont similaires sld&s mutants avec un seul marqueur (Fig.
9 8) ou avec deux marqueurs (Fig. 9 9). Dans lex aas, elles sont symétriques. La
relocalisation de cette protéine est légeremens péunte dans les cellules doublement
marquées avec des temps caractéristigues de 68 seddndes pour la croissance et la
décroissance respectivement comparés a 60 et @adsxpour les courbes correspondantes
dans les cellules simplement marquées.

La comparaison des cinétiques de relocalisatiola @&~P-myo-Il et de la mRFP-Lim
dans les cellules doublement marquées (Figs 9 4 E)emontre que les cinétiques
d’association de la mRFP-Lim et de la GFP-myo-Ik adtés opposés de la cellule sont
rapidement similaires. Au contraire, le temps damrstique de dissociation est beaucoup plus
long pour la GFP-myo-Il que pour la mRFP-Lim (68 semparé a 36 sec respectivement).
La comparaison des cinétiques obtenues avec |a@HiR-et la GFP-myo-II dans les cellules
avec un seul marqueur (Figs 9_6 et 9 _8) menentnaumes observations.

Pour répondre a la question initiale, il m'a doemblé indispensable de quantifier le
déplacement du bord arriére. Pour ce faire, j'aiisétles images de fluorescence de la GFP-
myo-Il et ai calculé la position moyenne de ce beair Matériels et Méthodgs

Le déplacement de l'arriere a été mesuré et moyenrgartir de 16 films de
réorientation réalisés avec 11 cellules (Fig. 9 ,digbe épaisse). Sur chacun de ces 16 films,
il apparait que la mRFP-Lim s’accumule au nouveantfcontre le flux avant que I'arriére ne
commence a rétracter, excepté dans deux cas deulesévenements ont lieu simultanément.
Sur les courbes moyennes, on observe qu’entre50 eec apres le changement de sens du
flux, le bord nouvellement aval bouge avec le flweci probablement du fait 1) de
I'apparition de la nouvelle direction des forces camiques du flux ce qui engendre
brutalement une nouvelle résultante des forcetastellule et 2) d'une activité protrusive qui
peut persister au front aval juste apres le chargénte sens. Ce mouvement se traduit par

une décroissance de la position moyenne du bortl éaat donné que tous les axes de
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rétraction sont arbitrairement dirigés contre lessdu nouveau flux (voir un tel axe dans la
Fig. 9_9_A). Aprées 36 secondes, le ratio de mRRR-Augmente au nouveau front contre le
flux (Fig. 9_9 B) et les cellules commencent a quaér contre le flux. La position moyenne
du bord aval augmente aprés 51 secondes (voir ddiggo moyenne du bord aval dans la
Figure 9 9 C). Cette croissance indique la rétracéctive de l'arriere et est associée a la
poursuite de la croissance continue du ratio derdlscence de la GFP-myo-1l de 50 a 100
sec. La comparaison des Figures 9 9 B et 9 9 Crenclairement que le ratio de la mRFP-
Lim augmente d’abord et cette augmentation esiespar la rétraction de I'arriere environ 15
secondes plus tard (15 +/- 10 sec).

Ces résultats montrent que, lors du processusadieméation de cellules a la suite de
I'inversion du sens d’'un flux hydrodynamique, I'&sion de protrusions riches en actine au
nouveau front contre le flux précéde la rétractigilisant la myo-Il, du bord arriére situé en

aval.
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X Resultats, troisieme partie : Origine de la
mecanosensibilité cellulaire

Dans cette partie, je tente de comprendre queté&ime ou structure cellulaire est
impliquée dans la détection et la mesure des forggsmniques. Précisément, j'étudie, a l'aide
de mutants myo-II-null, le possible réle de la mgesl| dans la mécanosensibilité. Je montre
gue le front riche en Lim-GFP contre le flux eststiprobablement un site d’adhésion au
substrat.

10.1 ROle de la myosine-ll dans la méecanosensibdit
et relocalisation de l'actine sans myosine-l|

Peu de choses sont connues a propos des strucklielsires ou des molécules
nécessaires pour sentir des forces mécaniquedittypstelium discoideum

La myosine-Il qui confére au cortex une plus gramiggdité chezDictyostelium
discoideum(Shelden and Knecht, 1995 ; Laevsky and KnecHi3pe@t fournit les forces de
traction utilisées lors du développement des pdmtsux d’adhésion dans les fibroblastes
(Balaban et al., 2001) est un possible acteur pentir les forces mécaniques. Pour tester le
role de la myosine-1l dans la mécanosensibilitésstux, j'ai utilisé des cellules myo-II-null
(Ruppel et al., 1994) marquées avec la Lim-GFP.

Dans un premier temps, pour tester leur comportenggobal sous flux, un
grossissement de 20x a été utilisé de maniéreuwalisgsr un nombre important de cellules
simultanément. Ces cellules sont particulierembobhgées dans la direction d'un flux de 2,3
Pa, protrudent principalement contre le flux (Fi§. 1) et sont caractérisées par un faible
détachement en 10 minutes sous un flux de 2,3 Bgefme de 17 +/- 12 % sur 7 expériences
indépendantes). L'observation de leur mouvementtracgue ces cellules dérivent avec le
flux, malgré leur orientation contre le flux (prése de la majorité des protrusions contre le
flux). Cette dérive est donc trés probablementipasst n’est due qu’'a un effet mécanique
des forces exercées par le flux, les cellules axerges forces contre le flux et donc dans le
sens opposé de leur mouvement de dérive.

Dans un deuxieme temps, j'ai effectué les mémesgreqres de changement de sens
du flux sous une contrainte de 2,1 Pa avec un igsessent de 100x, comme pour les cellules

de la souche parentale (JH10).
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Figure 10_1I: Les
cellules myo-II-null
sont particulierement
allongées dans la
direction d’un flux
de 2,3 Pa (flux
indiqué par la
fleche). Elles
protrudent face au
flux mais dérivent
lentement et
passivement dans la
direction du flux.

Dans le panel A de la Figure 10 2, il est possi#evoir une galerie d'images
correspondant a une cellule, galerie illustrantmlede classique de réorientation avec ces
cellules. Les films ont été analysés avec le mérogramme d’analyse de contours actifs et
les courbes moyennes de relocalisation sont présemtans le panel B de la Figure 10 2 et
comparées aux courbes moyennes de relocalisatitan ldm-GFP obtenues avec les cellules
JH10 (données de la Figure 9_6). Les courbes obseanec les deux souches cellulaires sont
similaires et cela prouve que les cellules myotill-npeuvent se réorienter aprés un
changement de sens du flux et relocaliser la Linrr@Essi rapidement que les cellules JH10,
suggérant ainsi que la myo-Il n’est pas nécessaigemécanosensibilité. Le panel C de cette
figure montre le graphe polaire de la redistribuitte Lim-GFP dans les cellules myo-Il-null
(moyenne sur 10 cellules) suivant lI'inversion dassdu flux de 2,1 Pa. Clairement, la Lim-
GFP s’accumule exclusivement face au flux dans acmhiles myo-ll-null, de maniére
similaire aux cellules sauvages.

Pour confirmer I'impression de fort allongement sldia direction du flux, jai
guantifié I'élongation de chaque type cellulairesLcellules myo-IlI-null sont en effet tres

allongées dans la direction du flux (moyenne déoiigation de 0,98 +/- 0,25, n = 19)
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comparativement aux cellules sauvages qui ont wrene plus ronde (moyenne de
I'élongation de 0,71 +/- 0,20, n = 16 ; différerie& ).

Figure 10_z:

Cellules HS1
(myosin-11-null)
exprimant la Lim-
GFP et soumises a un
flux de 2,1 Pa dont la
direction est inversée.

w

A) Galerie de photos
prises en microscopie
confocale montrant la
distribution de la Lim-
GFP dans une cellule
myo-II-null avant et
apres un changement
de sens du flux
(effectué at=0). Les
fleches indiquent la
direction du flux. Vert:
fluorescence Lim-
GFP. Rouge: contraste
de phase.
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B) Cinétiques de
relocalisation de la
Lim-GFP. Les courbes
moyennes des ratios de
fluorescence de la
Lim-GFP des cotés
cellulaires aval et
amont sont dessinées
en fonction du temps
relativement au
changement de sens du
flux (moyennes sur 22
réorientations avec 14
cellules).

Les cercles creux et pleins correspondent aux kardlset amont, aprés le changement de sens du flux
respectivement.

Les lignes pointillées indiquent les plateaux irg@@rs et supérieurs pour les ratios de fluoresceiece
chaque coété. Les cinétiques de relocalisation derfaGFP (sous 2,1 Pa) obtenues dans la souche
parentale JH10 sont aussi montrées, pour comparaadignes pleines (données de la Figure 9_6).

C) Graphe polaire moyen pour le ratio de fluoresceleck Lim-GFP dans les cellules myo-lI-null sous
2,1 Pa. Le graphe est la moyenne des graphes dgp#2iences d'inversion du flux réalisées avec 14
cellules. Le premier anneau blanc au centre caénaiec I'inversion de la direction du flux. Le tesnp
est indiqué en minutes. L'échelle de couleurs inditgs valeurs des ratios de fluorescence.
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Enfin, la stabilité dans le temps de l'orientatmontre le flux des cellules myo-II-null
a été testée en soumettant ces cellules a un tostant de 2,1 Pa pendant au moins 6
minutes. Dans 17 cas sur 24 tests (71 %), les legllmyo-ll-null ont maintenu leur
orientation stable contre le flux pendant au m@mainutes et pour certaines pendant méme
plus de 11 minutes. Comparé aux données obteneeslew cellules parentales, cela prouve
gue les cellules myo-lI-null maintiennent leur f@anpolarisée orientée contre des forces

hydrodynamiques de maniére plus stable dans lestejmp les cellules sauvages.

10.2 Le front riche en LIm-GFP contre le flux est n
site d’'adhésion au substrat

Il n’est pas rare d’observer des cellules sauvaie¢0) qui dérivent passivement avec
le flux quand elles ne sont pas polarisées. Tdatesellules observées dans cette situation (8
cellules sauvages) ont ralenti ou completemenipstdgur dérive avec le flux des qu’elles ont
émis des nouvelles protrusions fluorescentes riehdam-GFP contre le flux (Fig. 10_3).

20 cellules sauvages et 9 cellules myo-II-null @et slétachées du substrat et ont été
emportées par le flux aprés avoir perdu, entre 30esecondes plus tét, leur front contre le
flux riche en Lim-GFP. Deux séquences typiques tilarg cette observation peuvent étre
vues dans la Figure 10_4. Au contraire, seulemerdlbles sauvages et une cellule myo-II-
null se sont détachées alors qu’elles étaient enpolarisées avec des protrusions contre le
flux. Ceci suggere que le détachement cellulaitegsocié a la perte du c6té protrusif contre
le flux.

Immédiatement aprés un changement de sens du7#laellules (trois sauvages et
guatre myo-IlI-null) ont montré un mouvement de tiota autour du cété protrusif, fixe par
rapport au substrat, alors que tout le reste decleyps dérivaient avec le flux. Une séquence
typique est montrée dans la Figure 10 5. Le faé lgubord protrusif (riche en Lim-GFP)
coincide, aprés le changement de sens du flux,leva&sul point de la cellule fixe par rapport
au substrat, suggere fortement que ce front avaet jin réle dans 'attachement de la cellule

au substrat.
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Figure 10_% Des que la cellule perd son front contre le flux
(image a 27 sec), la cellule dérive avec le flux7#&sec, une
nouvelle protrusion apparait contre le flux. Eléste fixe par
rapport au substrat et la cellule stoppe sa détvétracte son
bord arriere (voir ligne pointillée). La fleche inde la direction
du flux. Le temps est indigué en secondes. En rouge
contraste de phase. En vert : la Lim-GFP.

Figure 10_< Exemples de cellules typiques qui décollent apnésir perdu leur
front contre le flux. En rouge : contraste de phasevert : Lim-GFP. Le temps est
indiqué en secondes. Les fléches indiquent la tifiredu flux.

A) La cellule voit son pseudopode entrainé sur lé,&tant de décoller.

B) Le front avant est poussé au-dessus de la cedlnleolume, ce qui entraine le
décollement de la cellule.

273



Figure 10_E: Apres un changement de sens du flux (a t = 0),
la cellule expérimente un mouvement de rotatiomwautl’'un
point fixe (intersection des deux lignes pointiifpar rapport

au substrat. Le reste du corps cellulaire est em@ptans la
direction du flux. Ce point fixe par rapport au stubt
coincide avec le front avant fluorescent riche etina
filamenteuse. La cellule finit par se détacher dbsgrat. Les
fleches indiquent la direction du flux. Le tempsiesiiqué en
secondes. En rouge : contraste de phase, enflestescence
de Lim-GFP.
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D’autre part, la base des pseudopodes contreXdrfiarqués par la Lim-GFP) se situe
tres pres du substrat comme illustré dans la FigQré. Ceci a pu étre observé en réalisant
des sections a différentes altitudes (z-sectionrsng 14 cellules orientées de maniére stable
contre un flux constant. Les sections horizontal@sété enregistrées tous les microns selon
I'axe vertical. Le niveau du substrat est définmeoe le plan de mise au point obtenu juste
sous la cellule dés que la fluorescence disparaisection suivante au-dessus, qui montre de
la fluorescence est alors prise entre 0 et 1 poheasus du substrat (cette section est notée « 1
um » sur la Figure) et la troisieme section entet 2 um, etc. Les pseudopodes fluorescents
face au flux s’étendent de 0 a plus de 2 um awdeds substrat. Ces sections montrent
clairement que la base du réseau dense d’actaradilteuse qui constitue les pseudopodes se
trouve en contact rapproché avec le substrat, ppisisément entre 0 et 1 um au-dessus du
substrat de verre a la fois pour les cellules sgesat les mutants myo-Il-null, comme cela
est montré avec deux exemples typiques (Fig. 1Déux reconstructions selon un plan

vertical sont également montrées dans le panel cettie figure.

Tous ces résultats suggerent fortement une interaétroite entre la base du front

avant contre le flux et le substrat.
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A JH10 B HS1

C
coupes verticales

Figure 10_¢: La base du pseudopode face au flux interagit kveabstrat.

Cellules JH10 (paneh) ou HS1 (paneB) exprimant la Lim-GFP et soumises a un flux
hydrodynamique constant & 2,1 Pa). Des sections sont réalisées en migoesconfocale
pour enregistrer la distribution de Lim-GFP a diffidtes hauteurs selon un axe
perpendiculaire au substrat. Les sections songitrées tous les microns. Les hauteurs sont
indiquées en microns pour chaque image. Les flechpsésentent la direction du flux
constant. Vert: Lim-GFP. Rouge: contraste de phase.

C) Reconstructions dans un plan vertical de la tistion de Lim-GFP selon le profil
cellulaire au-dessus du substrat, pour chacuneddes cellules et a partir des photos des
panels A et B.
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XI Résultats, guatrieme partie :
Réorganisation du  cytosquelette et
reorientation cellulaire en réponse a un
stimulus chimique. Comparaison au cas
sous flux

Dans cette partie, jobserve et quantifie la réniggion du cytosquelette de cellules
différenciées lors de l'inversion d’'un gradientroiue de chimioattractants (déplacement de
I'extrémité de la micropipette libérant les chimtoactants de I'avant a I'arriere d’'une cellule
en migration). Je compare les cinétiques de raekatadn de protéines obtenues dans ces

conditions au cas sous flux.
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Les cellulesDictyostelium discoideunont beaucoup été utilisées pour étudier le
chimiotactisme. Les voies de signalisation implegiéans cet organisme en réponse a un
signal chimique sont tres documentées (voir laghartroduction).

Au contraire, les voies de signalisation menafdé &ponse meécanosensible de cet
organisme ont trés peu été étudiées. La quest&nnaive qui vient alors naturellement a
I'esprit consiste a se demander dans quelle linlitest possible de généraliser les résultats
connus pour le chimiotactisme au cas de la migratmus un flux hydrodynamique et de la
réponse mécanosensible.

Sans vouloir répondre a cette question qui néeeagide nombreuses recherches en
biologie cellulaire et moléculaire, nous avons wowomparer les comportements de
réorientation et les cinétiques de relocalisatian ptotéines dans le cas d’'une réponse
chimiotactique et dans le cas d’une réponse méeasiide sous flux.

En utilisant les cellules HS1 doublement marquems la GFP-myo-II et la mRFP-
Lim et carencées de maniére a les rendre agrégatimpétentes, jai donc réalisé des
expériences de chimiotactisme en déplacant la pijpette remplie d’AMPc a l'arriere d’'une
cellule en migration de maniére a la forcer a sei@ater en inversant sa polarité.

Une série typique d’images lors de ce processusédaentation cellulaire apres
I'inversion du gradient chimique est présentée dam®sgure 11 1.

L’observation de ce genre d’enregistrements perdetfaire dores et déja des
comparaisons qualitatives avec les expériencesfhouslout d’abord, il apparait que lors de
I'inversion du gradient chimique en placant la pipeprés de l'arriere de la cellule, tout
comme lors de l'inversion de la direction d'un flde 2,1 Pa, les cellules se réorientent la
plupart du temps en inversant leur polarit¢ deesgue lI'ancien front avant devient le
nouveau front arriére et inversement. La cellbesdu’elle inverse sa polarité, passe, dans les
deux types d’expériences, par une phase de minigdeipolymérisation de 'actine. Suite a
cette phase, de nouvelles protrusions apparaigseodté du nouveau front avant et I'arriere

accumule de plus en plus de myosine-Il pour rétract
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Figure 11 1 Exemple d’'une cellule HS1 exprimant a la foisd&P-myo-II (vert) et la
MmRFP-Lim (rouge). La cellule est agrégation-commi&teet répond a un stimulus
chimique généré par un gradient d’AMPc. Elle migapidement vers I'extrémité de la
pipette. Celle-ci est déplacée a t = 0 a l'arrideela cellule. La cellule se réoriente en
inversant sa polarité. L'astérix représente le lmmita micropipette, qui est aussi visible
en contraste de phase (bleu). Le temps est indEuésecondes relativement au
déplacement de la micropipette. La ligne pointiliddique la position la plus a droite
atteinte par le bord cellulai




Durant la phase de minimum de l'activité protrusiemyosine-Il semble distribuée

tout autour du cortex cellulaire (photos a + 1% @4 sec de la Figure 11_1) comme cela était

le cas sous flux.

De maniére a comparer plus quantitativement lpgmances de réorientation dans un

gradient chimique et sous flux, nous avons réddisémnémes analyses utilisant le programme

de détection par contours actifs et avons quantiéig redistributions des protéines

fluorescentes marquant I'actine et la myosine-Il.

Les courbes de relocalisation de la mRFP-Lim elad@FP-myo-Il obtenues lors de

I'inversion du gradient chimique sont présentéessda Figure 11 2.
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Figure 11_Z: Courbes
moyennes (19
réorientations avec 14
cellules) de relocalisation
de la mRFP-Lim(A) et de
la GFP-myo-II(B) apres
l'inversion d’'un gradient
chimique (at=0). Les
symboles creux
(respectivement pleins)
sont associés au bord
cellulaire nouvellement
aval (respectivement
amont) par rapport au
gradient chimique. Les
barres d’erreur sont de la
taille de I'erreur standard
sur la moyenne.

L'observation des morphologies de ces courbes fgemneore des comparaisons

gualitatives entre les deux types de stimuli. Bletetomme cela est le cas sous flux, les

courbes de relocalisation de la mRFP-Lim sont agygues avec une rapide décroissance au
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nouveau front aval du gradient chimique et uness@anice plus lente du c6té du nouveau front
proche de la source de chimioattractant. Les caudeerelocalisation de la GFP-myo-Il sont
plus symétriques et se croisent pour des ratioshdgue c6té de la cellule environ a égale
distance des plateaux inférieur et supérieur, ¢equespond a une cellule qui a alors de la
myo-Il uniformément répartie tout autour de sontear Cela est d'ailleurs vérifié en
visualisant le graphe polaire de la redistributde la GFP-myo-IlI (panel B de la Figure
11 3). On voit bien qu’entre 25 et 50 secondegraphe polaire montre des cercles colorés
en bleu turquoise/vert sur tout son périmetre (walentermédiaires des ratios autour de
1,4/1,55).

mRFP-Lim Figure 11 %  Graphes
polaires moyens pour le
ratio de fluorescence de la
mRFP-Lim (A) et de la
GFP-myo-I1l (B) de cellules
HS1 doublement marquées
et placées dans un gradient
d’AMPc dont la direction
estinversée at=0.

Ces graphes montrent la
dynamique de redistribution
dans 'espace et le temps des
protéines mRFP-Lim (A) et
GFP-myo-Il (B) exprimées
simultanément dans la
méme cellule, en réponse a
linversion du gradient de
chimioattractantsl.e premier
anneau blanc au centre
coincide avec l'inversion de la
direction du gradient. Le
temps est indiqué en
minutes. Les codes de
couleurs indiquent les
valeurs des ratios.

‘\l,s:,lw 1.40
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Au contraire, le graphe polaire de la redistribotde la mRFP-Lim (panel A de la
Figure 11 _3) illustre I'existence d’'une phase olpddymérisation de l'actine est tres faible
(contours circulaires bleus/bleus turquoise sutt feur périmeétre entre environ 0 et 25
secondes, c’est-a-dire ratios autour de 1,1-1,2).

Tous ces résultats obtenus lors de la réorientattiulaire dans un gradient chimique
sont qualitativement trés proches de ceux obtepresain changement de sens du flux.

D’un point de vue des cinétiques, il semble queeldistribution de mRFP-Lim est
plus rapide dans un gradient d’AMPc que sous undki 2,1 Pa ou de 0,9 Pa (Fig. 11_4). En
effet, la croissance du ratio de mRFP-Lim débutss pdt (environ apres 20-25 sec) que sous
un flux de 2,1 Pa (apres 30 secondes) et le platepérieur est atteint plus rapidement en
moins d'une minute (Fig. 11_2 A) comparé a envififh secondes sous une contrainte
hydrodynamique de 2,1 Pa. De plus, la dissociad®ha mRFP-Lim du bord nouvellement
aval du gradient est trés rapide, plus rapide qus flux, alors que celle sous flux est déja
gualifiée de rapide. Il apparait donc que le nouvesgnal d’AMPc provoque une
réorganisation du cytosquelette encore plus ragugesous flux.

Sous un flux de 0,9 Pa, la croissance du ratioice@FP commence dés 15 secondes
aprés le changement de sens du flux, ce qui esh@rde la mesure sous un stimulus
chimiotactique. Le plateau supérieur est atteipeéd prés en méme temps (en 50-60 sec). La
décroissance de mRFP-Lim lors de la réorientatanmsdun gradient chimique reste beaucoup

plus rapide que celle sous un flux de 0,9 Pa dusisslaire a celle sous 2,1 Pa.
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Figure 11_< Courbes moyennes de relocalisation de la Lim-@&#s des cellules JH10
sous un flux de 0,9 Pa (triangles) ou sous undii2,1 Pa (carrés) et de la mRFP-Lim dans
les cellules HS1 doublement marquées agrégatiopétantes apres inversion d’un
gradient de chimioattractants (cercles). Les rat®mfluorescence sont normalisés.
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XII Discussion

Lors de ce travail de these, j'ai étudié le comgroknt de cellules soumises a un flux
hydrodynamique ou a un gradient de chimioattrastadifii observé leur polarisation, leur
orientation, et leur réorientation apres un chareggrde sens du flux ou aprés l'inversion du
gradient chimique. Dans cette partie, je reprends rasultats, les analyse et les discute a la

lumiere de travaux rapportés dans la littérature.

12.1 Différents types de motilités

12.1.1 Différentes motilités deDictyostelium discoideum
sous flux et dans un gradient chimique. Influence &b
conditions de culture

La premiére partie de mon travail a consisté a cengre le comportement « global »
(motilité avec ou contre le flux, vitesses, oridiota, détachement, morphologies
particulieres) sous flux de différentes souchedulegtes soumises a différents taux de
cisaillement et a différents traitements (comme,g@mple, la privation de nourriture). Elle
m’a ainsi permis de mettre en évidence l'existethealifféerents comportements sous flux et
de comprendre quels parametres influaient et ddegoeniere sur la motilité de cellules
soumises a des forces hydrodynamiques.

En particulier, il ressort de ces résultats quieiieps passé en culture et la maniere de
cultiver les cellules (sur boite de Pétri ou erefiagitée) influent sur le comportement sous
flux : & condition que les cellules soient cultiséen fiole agitée, on observe que plus la
période de conservation en culture dans un milignigue est longue, plus les cellules ont
tendance a migrer dans le sens de I'écoulementeet des vitesses de plus en plus grandes
(pour atteindre une vitesse moyenne avec les esllaX2M de 4,4 +/- 2,5 pm/min apres 2
mois en culture dont 7 a 8 semaines en agitée, a@a@ 1,6 +/- 2,3 um/min pour les mémes
cellules cultivées moins de deux semaines).

L’état de développement et la maniere de privercikiles de nourriture (en PB ou
sur boite de gel recouverte initialement de baesg¢maffectent aussi la motilité sous flux : pour
des cellules privées de nourriture pendant plusibaures en PB, on observe un détachement
total en une minute sous un flux de 2,3 Pa, alalsmcarencant les cellules sur boite de gel

avec bactéries, on n'observe plus que 60 % de ligtaent en 10 minutes sur les cellules
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prélevées dans les courants d’'agrégation. De gei22 a 40 % de ces cellules (selon la
souche cellulaire AX2M ou NC4) montrent une mddififuide et rapide avec le flux.

En intégrant les connaissances sur le chimiotaetiggsultats déja connus avant cette
these, voirlntroductior), on observe donc cing grands types de motilig®idtyostelium

discoideunqui sont résumés dans le tableau 12_1.

stimulys$-lux hydrodynamique Pipette de chimioattractant
conditions de culture (folate ou AMPCc)

Cellules cultivées moins deCellules polarisées gtFolate : motilité vers la source

deux semaines en milieuorientées contre le fluyde folate (Yumura, 1994)
axeénique (quasi pas de mouvementAMPc : pas de réponse

résistance contre le flux)

Cellules cultivees en fioleCellules polarisées HPas testé
agitée plus de 7 semaines |orientees avec le  flux
(motilité induite par le flux),
déja connu: Décavé et al.,
2003 ; Fache et al., 2005

Cellules privées de 100 % de détachement epAMPc: motilité fluide el
nourriture en PB une minute sous unerapide vers le bout de |a
contrainte de 2,1 Pa pipette (Gerisch, 1982)
Cellules privées de AMPc : motilité vers le bout
nourriture sur boite de gel de la pipette (Gerisch, 1982

recouverte initialement de

bactéries et prélevées dar

hrS

les courants d’agrégation

Tableau 12_ Les différentes motilités deictyostelium discoideund motilités différentes peuvent
étre distinguées selon le stimulus appliqué (desaiknt hydrodynamique ou gradient chimique) et les
conditions de culture. Les 5 types de motilitéserégiées apparaissent dans 5 couleurs différentes.
En gras (rouge, orange et noir) apparaissent les types de motilités que j'ai mis en évidence lors
de cette thése, ainsi que la mise en lumiere tielee adhésion de cellules carencées en PB.

On a donc cing types de motilité des celludéstyostelium:
1) cellules végétatives orientées contre un flux
2) cellules végétatives qui migrent avec le flux

3) cellules végétatives qui migrent vers une sodecéolate (chimiotactisme)
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4) cellules carencées plusieurs heures qui migreets vune source d’AMPc
(chimiotactisme)

5) cellules carencées sur une boite de gel recouwelinitialement de bactéries et
prélevées dans les courants d’agrégation, qui, layg’elles conservent leur

morphologie allongée (22 a 40 % d’entre elles), amaent avec le flux.

Pour s’assurer de 'hnomogénéité des populationislagks utilisées dans toute la suite
du travail, les cultures n’ont pas été conservéededa de 15 jours suivant la décongélation et
une nouvelle culture a été démarrée tous les BUS ja partir d’'un stock congelé de cellules

ou préférentiellement de spores.

12.1.2 Differentes motilités sous flux de difféerest
organismes. Migration dans le sens des forces ounte les
forces

Comme nous venons de le voir, les cellidestyosteliumpeuvent s’orienter contre ou
migrer avec le flux en fonction de I'anciennetdaleulture cellulaire utilisée.

Les études de la motilité sous flux de cet orgamisivaient préalablement établi que
ces cellules avancgaient avec le flux dans une fed@#&ndue du taux de cisaillement (Décavé
et al., 2003). Plus récemment, Fache et al. (26@6)montré que ces cellules étaient douées
de motilité soit avec soit contre le flux en fooctide plusieurs paramétres comme la
contrainte de cisaillement (Fig. 6_73 d&ntfoduction), ou la durée d'application du flux
(voir Figure 3B de Fache et al., 2005). De plusisson flux donnant une valeur nulle de la
directionnalité (entre environ 0,6 et 0,8 Pa),dateurs remarquent que la migration n’est pas
aléatoire, mais au contraire bi-directionnelle. iGaet en évidence que d’autres parametres
gue ceux vus plus haut et non encore déterminkgntfsur la décision des cellules de migrer
contre ou avec le flux. Il semble raisonnable dgpssger que I'activité protrusive, 'adhésion
cellule-substrat et/ou la vitesse de restauratwrta@htact cellule-substrat font partie de ces
parameétres non encore identifiés qui influent sladmportement sous flux.

Dans d’autres types cellulaires soumis a des fam@saniques extérieures, les deux
comportements ont été observés : les fibroblasfgmsent de la résistance aux forces
extérieures en renforcant les points focaux d’aidné&hoquet et al., 1997 ; Riveline et al.,
2001), alors qu’un écoulement laminaire induit lnation de cellules endothéliales dans la
direction du flux (Li et al., 2002). Ces exemplesttant en évidence la diversité des réponses

a I'application de forces mécaniques.
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12.2 Réorganisation du cytosquelette d’actine sous
flux

Dans la deuxieme partie de mon travail, j'ai étudiééorganisation du cytosquelette
en observant sur cellules uniques la réponse acounlgment laminaire. Pour s’assurer de
I’'hnomogénéité des populations cellulaires, leswek ont été utilisées dans les 15 jours
suivant la décongélation et une nouvelle cultusgéadémarrée au minimum toutes les deux
semaines a partir d'un stock de cellules ou prétéement de spores. Dans ces conditions,
la souche sauvage parentale, JH10, et tous lesitawtérivés de cette souche se sont orientés
de maniere consistante contre le flux pour des teusisaillement compris entre 0,9 et 2,3 Pa.

Dans le but de visualiser en fort grossissementétaganisation du cytosquelette
d’actine en réponse a des taux de cisaillemenabias, j'ai concu une nouvelle chambre a
flux et un circuit de tuyaux a base de tubes rigigiede vannes de maniére a pouvoir changer
le sens du flux en moins d’'une seconde. De plug;ega I'utilisation de protéines de fusion
fluorescentes en tant que marqueurs de la polyatiénisde I'actine et de la contraction due a
la myosine-Il, et grace a un programme d’analysmafjes (Dormann et al., 2002), nous
avons été capables de quantifier la redistributiantement dynamique de protéines dans la
cellule. Les graphes polaires ont été un outilsigma pour moyenner sur plusieurs cellules la
relocalisation spatio-temporelle des protéines.

Différents taux de cisaillement ont été principadammutilisés pour cette étude de la
réorganisation du cytosquelette sous flux (0,9 ,&t Ra) qui correspondent a des forces
globales exercées sur chaque cellule d’environ 2008pN (Décavé et al., 2002). Ces forces
sont de I'ordre de celles produites par des ceallDietyostelium(environ 1000 pN pour des
cellules sauvages ; Fukui et al., 2000).

L’actine et la myosine-Il ont déja été observéansddes celluleBictyosteliumen
division ou en migration (Rubino et al., 1984; Yuaet al.,1984; Neujahr et al., 1997
Yumura and Fukui, 1998). Cependant la redistriusonultanée des deux protéines dans le
processus de réorientation suivant un changemesgrgedu flux ou I'inversion d’un gradient
chimique n’a jamais été étudiée. Ces observatiams da méme cellule ne sont possibles
aujourd’hui que grace au développement de nouveaarqueurs fluorescents ainsi qu’au

développement de chambres a flux répondant a uaradds charges exigeant.
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12.2.1 Polarisation et orientation des cellules smises a un
flux

Les expériences alternant entre « I'arrét du fluet » I'application d’'un flux de 2,1
Pa» ont permis de montrer que les cellules sagyagai, sans stimulus, migrent
aléatoirement dans toutes les directions, créegdeenent un front protrusif contre le flux en
une minute (voir Figure 9_2). On a donc des cedlgjei sont polarisées : présence d’'un front
avant marqué par la Lim-GFP avec de nouvelles ysimns et, du coté opposeé, d'un front
sans protrusion et de forme arrondie caractéristdu front arriere. Ces cellules polarisées
sont aussi orientées : en effet, le front avantrpsd se retrouve face au forces mécaniques
exercees par le flux. On a donc un double effdétudu: le flux polarise et oriente les cellules.
Cette orientation en réponse a une contraintesddllement de 2,1 Pa est stable dans le temps
et est maintenue pendant plusieurs minutes. Cegltatss confortent |'existence de
mécanisme(s) mécanosensible(s) chez 'amibe conetaeacété suggéré dans d’autres études
(Décavé et al., 2003; Fache et al., 2005) et irehiguque les forces mécaniques du flux
activent une ou plusieurs voies de signalisationanea la polymérisation de I'actine et ainsi
a une activité protrusive contre le flux.

Dans certains cas, il arrive qu'une cellule perdepslarité, par exemple, lors d’'une
phase de contraction (phases qui apparaissent aessides cellules non stimulées migrant
aléatoirement (Schindl et al., 1995)) ou perde eseeht son orientation (tout en restant
polarisée). Dans le dernier cas, l'orientation oore flux est perdue du fait des forces
mécaniques qui poussent les pseudopodes et Ipsedids sur le coté ou au-dessus des cellules
qui, parfois, dérivent alors avec le flux (voir E&squences d'images des Figures 9 4, 10 3 et
10 _4). L'effet de forces de centrifugation a déj@ étudié sur des celluld3ictyosteliumet
des observations similaires ont été faites (Fukai.e 2000). Les cellules orientées contre les
forces de centrifugation peuvent voir leur pseudigpoourbé sur le cété ou en volume au-
dessus du corps cellulaire lorsque les forces aqugdis sont suffisamment grandes pour
empécher la migration cellulaire contre ces foi¢eg. 12_1). Phases de contraction et effet
des forces mécaniques sur les protrusions sont @&plcations possibles de la perte
temporaire de polarité ou de I'orientation celltgatontre le flux. Aprés une phase de perte de
polarité ou de perte d’orientation contre le flixmajorité des cellules recouvre une polarité
et se réoriente face au flux, a condition de neg¥@tse détachées du substrat (par exemple,
Figure 9_4).
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(a) (b) (c)

NC4 Ax3

HS1 HS1 HS1 A5 AS

(a) (b) G-force

Figure 12_1 Des cellules soumises a des forces de centritugae peuvent plus avancer
contre ces forces. Elles voient leur pseudopodantfavant) courbé sur le c6té ou en
volume au-dessus du corps cellulaire (Fukui e800).

Lorsque le flux est arrété, les cellules, précédentnorientées par I'écoulement,
maintiennent leur orientation pendant plus de tromnutes et ensuite s’orientent
aléatoirement (Fig. 9_2 D). Or des cellul@istyosteliumqui migrent aléatoirement sur un
substrat produisent et rétractent des pseudopdddsmegent d’'orientation environ toutes les
1,5 minutes (Yumura and Fukui, 1998). Nos expéasnmontrent également, avec les
cellules utilisées pour mon travail, que le tem@simum d’orientation dans une direction est
de l'ordre de la minute et demie (valeur de 884#-sec rapportée dans la deuxiéme partie
desRésultats Ces observations mettent clairement en évidanceffet mémoire du flux sur

I'orientation cellulaire.

12.2.2 Réorientation apres un changement de sens flukx,
relocalisation de la Lim-GFP et de la GFP-myo-II

Comme nous l'avons vu dans la partie Il &&sultats pour obtenir les cinétiques de

relocalisation, nous avons exclu les cellules guanquaient d’adhésion et dont la
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réorientation était retardée par exemple par latnoe mécanique du front avant sur les cotés
ou la perte temporaire de la polarite. Dans mom$ &0 des changements de sens d’'un flux
de 2,1 Pa, les cellules ont d’abord gardé leurgatécte orientation et leur front avant et ont
commenceé un virage en forme de U (U-turn) pourésgienter. Ces cellules n'ont pas pu

terminer ce virage et ont finalement engagé ungs®es de réorientation semblable a celui
observé dans la majorité des cas. Ces cellulest pas été considérées pour obtenir les
cinétiques de relocalisation.

Dans les autres cas qui sont ceux qui nous inEmgsaprés un changement de sens du
flux correspondant a une contrainte de cisaillenden2,1 Pa, les cellules se réorientent contre
le nouveau flux en environ une minute et demiermmensant leurs fronts avant et arriere de
telle maniére que l'actine polymérise au bord quretrouve face au flux (Figs 9 5 et 9_6)
tandis que la myo-Il s’accumule au bord nouvelletrean aval de I'écoulement (Fig. 9_8).
Ces deux processus de relocalisation simultandéteef le caractére dynamique de la
réorganisation du cytosquelette. Les distributided’actine et de la myo-Il montrent que les
cellules végétatives sont donc polarisées sous, fiiex maniere similaire a des cellules
agrégation-compétentes migrant dans un gradientighé (comparez les distributions de ces
protéines dans les Figures 9 9 Aet 11 1 ; Ruliab,l984; Yumura et al., 1984).

Les réponses au changement de sens du flux sentapréles avec une décroissance
de l'activité protrusive du c6té de I'ancien fravant qui commence en moins de 9 secondes
(décroissance de la Figure 9 _6). Une telle déaoiss de la densité de I'actine a déja été
reportée dans le cas d'un pseudopode qui se ®t(ctmura and Fukui, 1998). Ainsi, le
changement de sens des forces mécaniques affdctedeer de I'actine et sa redistribution
dans la totalité de la cellule en quelques secolfdest le cété aval qui est visiblement
rapidement affecté). La réorientation a 180° avee inversion compléte de la polarité
cellulaire et I'échange des fronts avant et arriest associée a un minimum de la
polymérisation de I'actine environ 30-45 seconda®s le changement de sens du flux (Fig.
9 6 et Fiche 12_1). On a donc un processus de ydépadkation, associé a la morphologie
arrondie de la cellule, qui précede la formationndhouveau front avant contre le flux. Ce
processus de dépolymérisation est une réponse angement de sens du flux étant donné
gu'’il n'est pas observé quand le flux est simplenstoppé (Fig. 9 2 D). Contrairement aux
cinétiques de relocalisation de la Lim-GFP qui sdairement asymétriques, celles obtenues
avec la GFP-myo-Il sont symétriqgues et suggeremt lgg complexes de GFP-myo-IlI se

dissocient plus lentement du cortex cellulaire lgsecomplexes de Lim-GFP.
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Il est important de noter qu’environ 30-40 secona®s le changement de sens du
flux, la GFP-myo-Il est distribuée tout autour dutex de maniére a peu pres homogene (voir
le graphe polaire de la Figure 9_8 C). Ce mécantnecrutement de la myo-Il tout autour
du cortex en réponse a un stimulus meécanique tejden nombreuses observations
expérimentales. Kuwayama et al. (1996) ont reperté&crutement de myo-1l dans le cortex
cellulaire en réponse a un choc osmotique, cecr fatifier la cellule et lui permettre de
résister au choc. D’autres travaux ont montré aqudait de recouvrir des cellules d’'une
couche de gel dagar (stimulus mécanique) entriaina fort accroissement de la
concentration de myo-Il au sillon de division ole@riere des cellules comparativement a des
cellules non recouvertes (Neujahr et al., 1997jinERasternak et al. (1989) ont montré que
la liaison a la paroi cellulaire de billes recouesrde Concanavaline-A (que I'on peut, en
partie, assimiler a un stimulus mécanique) provigeadurcissement du réseau d’actine
grace a la myo-ll, durcissement associé au capgéngecepteurs de surface ainsi réticulés.
Toutes ces observations convergent vers l'idée mgstimulus mécanique provoque une
réaction de contraction globale de la cellule dédpende la myo-Il. Cette contraction globale
est ensuite suivie d'une nouvelle phase d’'étaleraedtacquisition d’'une nouvelle polarité.

L'utilisation des cellules myo-II-null exprimantla fois la mRFP-Lim et la GFP-myo-

Il a permis de confirmer nos résultats obtenus descmutants n’exprimant qu’'un seul
marqueur fluorescent et a surtout permis de sugireiltanément dans la méme cellule les

activités protrusive et rétractive, comme nousdeans plus en détails plus tard.

12.2.3 La diffusion n’est pas le facteur limitant dns la
relocalisation des proteines

Une question importante est de savoir quel estdeedir limitant qui contréle le temps
nécessaire pour que l'actine se relocalise verHié nouvellement stimulé. Autrement dit,
guels sont les mécanismes moléculaires qui pernmié¢¢ablissement de la polarité cellulaire
sous flux et ceux qui dirigent la réorientationaelire apres un changement de sens du flux.

Pour répondre a cette question, il est bien sless&re de disséquer au niveau
moléculaire les différentes étapes qui menentgolarité cellulaire sous flux, ce qui n’a pas
été fait dans le cadre de ma these. Nous verransm#Ens dans le paragraphe consacré a la

comparaison avec le chimiotactisme que certainpsthgses peuvent étre avancees.
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Pour réduire I'étendue de la question précédemtes mallons voir si la diffusion des
marqueurs fluorescents d’'un coté a l'autre de laleg a laquelle on peut naturellement
penser, est ou non un facteur limitant lors détaientation cellulaire sous flux.

Des mesures de coefficients de diffusion appardatprotéines de fusion dans des
cellulesDictyostelium(Potma et al., 2001; Bretschneider et al., 2002pleservation de trois
cellules (pour 33 réorientations « classiques ») aqi montré la formation d’'un nouveau
front de Lim-GFP contre le nouveau sens du fluxnava disparition de I'ancien front
protrusif suggerent que la diffusion des protéingest pas un facteur limitant qui pourrait
expliquer le temps de latence avant que la Lim-@GERs’accumule du coté nouvellement

stimulé.

12.2.4 La polymérisation de l'actine au nouveau fnat
avant précede la rétraction de l'arriere durant leprocessus
de réorientation sous flux. Un lien complexe entrBactivité
de contraction et la relocalisation de la GFP-myose-I|

Afin de vérifier I'existence d’'un lien temporel eat’apparition des protrusions riches
en actine et les mouvements de rétraction déperdiaria myo-Il lors du processus de
réorientation aprés un changement de sens dujfinqussi quantifié, avec la redistribution
des protéines, les mouvements de rétraction duardire dans les cellules exprimant a la
fois la GFP-myo-Il et la mRFP-Lim (Fig. 9_9). Cetfeantification des mouvements du bord
arriere en corrélation avec la courbe de croissdoaatio de fluorescence de la mRFP-Lim a
permis de montrer, qu’en moyenne, la rétractioneddpnt de la myo-Il commence 51
secondes apres le changement de sens du flux;aetbst 15 +/- 10 secondes apres
I'apparition des premiéres protrusions riches émaau coté face au flux. La polymérisation
de l'actine au nouveau front avant précede dométlaction de I'arriére durant le processus
de réorientation sous flux.

Cette observation est consistante avec I'étude dbeWet al. (1995). Dans ce travalil,
les auteurs ont utilisé une technique permettaatredgistrer simultanément des images en
fond clair et en RICM (microscopie par réflexior@ntraste interférentiel) et ont ainsi suivi
les changements de morphologie cellulaire et ceuba durface de contact cellule-substrat qui
se produisent lors de la migration de cellulstyosteliumagrégation-compétentes sur un
substrat recouvert de BSA. lls ont conclu que lead#&ement se produit avec une forte
probabilité dans une direction similaire a cellesl&aquelle I'attachement a eu lieu de 5 & 15
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secondes plus t6t. De plus, les graphes de cresSatmn pour les scalaires quantifiant la
protrusion et la rétraction du corps cellulairer{eh plus la surface de contact) montrent une
tendance claire pour les coefficients positifs & ganps positifs (Fig. 12_2), ce qui indique
qgue la protrusion du corps cellulaire précede @osgvent que ne suit la rétraction et les
probabilités les plus grandes sont obtenues pauddkis temporels entre 0 et 20 secondes,
ce qui correspond assez bien aux délais tempageeld d/- 10 secondes obtenus par nos soins

entre I'apparition des premiéres protrusions eéteaction de I'arriere du corps cellulaire.
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Figure 12_2: Graphes de cross-corrélation pour les scalaires (A et C) quantifiant la croissance (atta-
chement) et la décroissance (détachement) de la surface de contact cellule-substrat (A) et la protrusion
et la rétraction du corps cellulaire (C). Graphes de cross-corrélation pour les vecteurs quantifiant la
direction de I'attachement/détachement (B) et des protrusions/rétractions (D). Le time lag est le temps
qui s’écoule entre la protrusion et la rétraction, respectivement entre I'attachement et le détachement.
Si ce time lag est positif, cela veut dire que la protrusion précede la rétraction, respectivement que I'atta-
chement précede le détachement.

Les scalaires quantifient 'amplitude tandis que les vecteurs quantifient la direction. RICM (Reflection
Interference Contrast Microscopy) et BFM (Bright Field Microscopy) sont les deux techniques micro-
scopiques utilisées pour visualiser la surface de contact cellule-substrat et la forme extérieure de la
cellule, respectivement (tiré de Weber et al., 1995).

Si 'on compare maintenant les courbes de relaabis de la GFP-myo-Il avec la
courbe quantifiant les mouvements de rétractiompparait clairement que la rétraction de

I'arriere débute alors que les courbes de relaatidis de la GFP-myo-II se croisent avec des

293



ratios normalisés de fluorescence de la GFP-myoiilespondant a 50 % de la croissance et
de la décroissance respectivement (Fig. 9 9 C)a Gaynifie donc que, lors de la
réorientation cellulaire, concernant la GFP-myaHtli c6té nouvellement aval, la premiere
étape est la croissance de la densité de la peotpuns au milieu de cette croissance, la
rétraction débute et enfin, simultanément a la gdte de la rétraction, la GFP-myo-l
continue de s’accumuler de ce c6té pour atteindne niaximum de fluorescence
correspondant a la présence d’'un arc fluorescdfdriren forme de croissant. On a donc une
premiere accumulation de GFP-myo-Il qui n'est pagéée a de la rétraction lors des 50
premieres secondes suivant le changement de sdhsxdCGette observation implique que la
localisation a l'arriere de la cellule de GFP-myailest pas nécessairement directement
associée a un processus de rétraction. Deux hygestpEuvent alors étre avancées :

- soit la quantité de GFP-myo-Il doit dépasser umilsminimum pour que la
contraction soit suffisante et permette le détadrm@ndu substrat et ensuite la
rétraction

- soit la localisation au bord arriere de la GFP-filyest régulée differemment de
I'activation de cette protéine qui se produit plaisl pour engendrer la contraction.

La deuxieme hypothése est consistante avec la stiggeelon laquelle la myo-Il peut avoir
une activité de protéine de réticulation sans @étikTPasique (Laevsky and Knecht, 2003).
Ceci expliquerait que la myo-Il se distribue aueain du cortex pour réticuler le cytosquelette
d’actine sans que cette redistribution ne soit sgaieement immédiatement associée a de la

rétraction.

12.3 Mécanosensibilité

12.3.1 Etude de la relocalisation en fonction desrces
appliguées et mécanosensibilité

Verkhovsky et al. (1999) ont montré que des fragsee kératocytes préalablement
stationnaires migraient dans la direction des fom®duites par un flux transitoire créé par
I'expulsion d’un fluide hors d’'une micropipette. xaces fragments, I'asymétrie initiale du
systeme actine-myosine-Il, qui a été induite parfteces du flux, est renforcée grace a une
boucle de rétroaction positive. Ces résultats meten évidence que l'induction de
I'asymétrie par un stimulus mécanique transitose suffisante pour produire une polarité
persistante et initier une motilité directionnelleeci sans nécessiter lI'existence d'un

mécanisme mécanosensible. Cette observation eststame avec un mécanisme d’auto-
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propagation de la polarité. Il est intéressanta@®eparer ces expériences avec celles réalisées
lors de ma thése. Dans mes expériences actuedes;ellulesDictyostelium discoideum
s’orientent contre les forces du flux, de telle mem que ces forces, qui poussent
mécaniquement le front avant, ont tendance a kctét du substrat et génent son adhésion et
donc la motilité cellulaire. Ainsi, les cellulesiquotrudent contre le flux ne maintiennent pas
une forme asymétrique que les forces de cisailléraaraient initialement induite, et qui
s’auto-propagerait, comme dans le cas des fragmdatskératocytes, et serait ainsi
responsable du maintien de la polarité cellula@es considérations excluent I'hypothése
selon laquelle, dans mes expériences sous flux, fdeses de cisaillement seraient
responsables de la polarité cellulaire seulemenh@uisant initialement une asymétrie, par
exemple, du systéme actine-myosine-Il. Ainsi, Botation des amibes contre les forces de
I’écoulement supporte I'idée que cet organisme alhilaire est mécanosensible et que les
forces du flux activent une ou des voie(s) de digadon spécifique(s) grace a un ou
plusieurs mécanismes mécanosensibles. Cette amtivatene a la polarisation cellulaire
avec, du co6té face au flux, polymérisation de irectet, du c6té aval, la contraction
dépendante de la myo-lI.

De plus, I'observation selon laquelle les celldest polarisées par un flux de 2,1 Pa
indépendamment de la densité cellulaire sur letgtbst restent polarisées a de trés faibles
densités cellulaires exclut la possibilité que EHlules Dictyostelium réagissent a et
s'orientent en fonction de chimioattractants quiaemt secrétés par d’autres cellules et
dispersés par le flux.

D’autre part, qui dit « mécanosensible », dit «atd@ de mesurer des forces ». Nous
avons ainsi réalisé les mémes expériences de méatian sous flux avec une contrainte de
cisaillement de 0,9 Pa, de maniere a étudier laermlfgnce du ou des mécanisme(s)
mécanosensible(s) dxctyosteliumen fonction des forces appliquées.

Il a été observé que le ratio de fluorescence dentaGFP décroit de fagon similaire
du c6té nouvellement arriere pour les deux tauxidaillement. Cependant, a 0,9 Pa, la
polymérisation de I'actine du c6té stimulé commepless tét, seulement 15 secondes apres le
changement de sens, comparé a 36 secondes soBa 2Fig. 9 7) et est Iégérement plus
rapide a 0,9 Pa qu'a 2,1 Pa. Les cinétigues degaé@mation du cytosquelette suivant un
changement de sens du flux dépendent donc du tuoisdillement.

Ce résultat met I'accent sur le fait que 'amibatp@esurer les forces mécaniques et
gu’elle répond a la fois a leur direction et a leuensité. On peut d’autre part remarquer que

le fait de changer le taux de cisaillement n’'a &iffet visible que sur la polymérisation de
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I'actine du coté stimulé par le flux. Cela sugggte ce cbté joue un rdle important dans la
réponse mécanosensible.
L'ensemble de ces résultats et considérations roeafit donc bien I'existence d'un

mécanisme meécanosensible dans cet organisme etecaryo

12.3.2 Comment expliquer la relocalisation plus raide de
Lim-GFP sous un taux de cisaillement plus faible ?

Le flux a deux effets contradictoires sur les deBuqui sont, (i) d'activer la
polymérisation de I'actine du c6té stimulé de |hute, c’est-a-dire de déclencher I'apparition
de protrusions, et (ii) d’exercer des forces congabté exposé qui empéchent son adhésion
au substrat. Le résultat de la partie préecéderdgesa donc que I'équilibre entre ces deux
effets dépend du taux de cisaillement. Sous urilleiseent de 0,9 Pa, les mécanosenseurs
semblent toujours activés de maniére efficace @anhé que la polymérisation de I'actine a
toujours lieu et les nouvelles protrusions congrdllix qui en résultent peuvent adhérer plus
facilement au substrat car les forces du flux gdum faibles. Ainsi, elles se développent plus
rapidement, ce qui provoque une polarisation cahelplus rapide a 0,9 Pa.

Une autre hypothése pour expliquer pourquoi la GRP se relocalise plus tot et plus
rapidement au coté exposé sous un plus petit taucishillement concerne la tension
membranaire. Les forces produites par I'écoulendioh fluide augmentent la tension
membranaire du c6té stimulé et ce proportionnelfgraa taux de cisaillement (Simson et al.,
1998). De plus, d’autres travaux ont prouvé quertassance des lamellipodes et filopodes
était contrélée par la tension membranaire (Kad &ereiter-Hahn, 1999; Raucher and
Sheetz, 2000). La vitesse de croissance des piwirus/arie de maniére inversement

proportionnelle avec la tension membranaire (F.3). Figure 12.% Le taux
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Ainsi, sous un taux de cisaillement de 0,9 Pa, gfaentation de la tension
membranaire du coté exposé au flux est plus peiidesous 2,1 Pa. Dans le cas ou les forces
du flux activent toujours la polymérisation de tiae, ce qui est clairement le cas a 0,9 Pa,
alors cette croissance plus faible de la tensiomipnanaire favorise I'activité protrusive.
Ainsi, la tension membranaire jouerait un rble pmantir le taux de cisaillement et
influencerait la relocalisation de l'actine aprésahnangement de sens du flux, suggérant que
la membrane plasmique agit comme un mécanosenBaurs ce sens, des études ont
démontré qu’'une bicouche phospholipidiqgue ou la brame plasmique d’'une cellule sont
capables d’agir comme des mécanorécepteurs (Gudl.,e1998; Haidekker et al., 2000;
Mallipattu et al., 2002; Chemin et al., 2005). laassi été montré que la phospholipase A2
agit comme un mécanorécepteur dans un mecanismeadsat de la densité de I'arrangement

lipidique (Lehtonen and Kinnunen, 1995).

12.3.3 Mécano-réecepteurs

Les mécanorécepteurs amont des forces mécanigstestrexconnus dans la plupart
des types cellulaires et les mécanismes molécslale la mécanotransduction sont peu
compris. A ma connaissance, aucune étude n’a foentie mécanorécepteur chez
Dictyostelium discoideum

D’un c6té, les structures du cytosquelette foumrisaun bouclier, une coque pour
résister aux forces exercées par I'environnemetériexir ou exercées par la cellule elle-
méme (Ingber, 1993; Kuwayama et al., 1996). D’'utrteaudté, ces structures permettent de
sentir les stimuli mécaniques dans difféerents typeltulaires (Wang et al., 1993; Ingber,
1997; Riveline et al., 2001; Helmke and Davies,Z08enghat et al., 2004). Dans certaines
études, des cytosquelettes insolubles dans degeéte ont été utilisés et 'association et la
dissociation de protéines spécifiques aux pointad® ont été observées en réponse a un
stimulus mécanique et ce indépendamment d’éventoelsants ioniques étant donné que ces
cytosquelettes ne sont plus entourés d’une memimasenique (Sawada and Sheetz, 2002).
Ces études mettent donc l'accent sur le réle dasqytelette dans la mécanosensibilité de

certains types cellulaires, indépendamment deélsguice de canaux ioniques.
Dans le cadre de ma thése, je me suis attachéean@tr le possible rbéle des

structures du cytosquelette dans la détection emé&sure de forces mécaniques de

cisaillement paDictyostelium Comme nous I'avons vu dansnfroduction le cytosquelette
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des celluled. discoideumest composé de deux structures : le réseau detoticles et le

réseau d’actine.

12.3.3.1 Le role des microtubules dans la sensilbdi aux forces
mécaniques

Dans le modéle de « tensegrity », les microtubsilggportent les charges mécaniques
qui sont transmises sur de longues distances &rigur du cytoplasme et jusqu’aux
intégrines (Ingber, 1997). Elbaum et al. (1999) sumgéré que les microtubules jouaient un
réle dans le contrble des forces produites paelale au niveau des sites d’adhésion. Dans
des cellules endothéliales humaines, I'activatienlal Src induite par un flux n’a plus lieu
lorsque les microtubules sont détruits (Wang et 2005). La destruction du réseau de
microtubules dans des cellules épithéliales de #imine aussi la croissance de la
concentration de calcium intracellulaire normalemprovoquée par un flux de liquide
(Alenghat et al., 2004). Toutes ces données mantee les microtubules jouent un role
important dans la mécanosensibilité et la transorisge forces sur de longues distances dans
de nombreux types cellulaires.

Pour tester le r6le des microtubules dans la séitésiaux forces exercées par un flux
de liquide cheictyostelium jai utilisé du nocodazole, une drogue courammdiiisée
pour détruire le réseau de microtubules (de Priedtal., 1988), mon but étant de répéter les
mémes expériences sous flux avec des cellules démside ce réseau. Pour des raisons
pratiques, j'ai effectué ces expériences avec leclsd HS1 de cellules myo-II-null, mais
malheureusement, alors que l'effet du nocodazdlelas sur la souche sauvage JH10, il n'a
pas été possible de mettre en évidence un effisaif du nocodazole sur la souche mutante
et les cellules myo-ll-null (HS1) traitées au noapole (concentrations utilisées entre 5 et 40
HM) possédent toujours un réseau de microtubukagipation avec des cellules exprimant la
GFPw-tubuline ou par immunofluorescence). Il semblealqoe l'effet de cette drogue ne
Soit pas toujours maximal sur certaines souchdslaieés. Cette étude est donc toujours en

cours.

12.3.3.2 La myosine-ll ne joue pas de rble dans la
mécanosensibilité

Il a été montré que le cytosquelette d’actine jouairble dans la sensibilité aux forces
mécaniques et ceci dans des conditions expérinesntedriées (Glogauer et al., 1997;
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Riveline et al., 2001; Wang et al., 2005). Chatyostelium la myosine-1l joue un role
central dans l'intégrité du cortex (Pasternak gtl#189) a travers son activité de réticulation
du réseau d’actine (Laevsky and Knecht, 2003). étéa montré que la relocalisation de la
myo-1l au niveau du cortex était nécessaire poypster un choc osmotique et il a été
suggéré que cette redistribution fournissait uneififcation physique rendant la cellule
capable de résister a une contraction importantevfégama et al., 1996).

N’ayant pas pu vérifier le role du cytosquelettaatine dans sa globalité dans le
processus de réorientation apres un changemengrdeds flux (trop de détachement des
cellules quand elles sont traitées a la latrunesfinqui dépolymeérise le réseau d’actine), jai
cherché a découper cette étude en m’intéressartlawe la myosine-Il qui est 'une des
protéines les plus abondantes du cytosquelettéimkac

J'ai donc réalisé des expériences d’inversion cs skl flux avec un mutant myo-II-
null (Ruppel et al., 1994). Ces cellules dépounaesyo-Il sont encore viables, capables de
projeter des pseudopodes et de migrer bien quesmajridement (Wessels et al., 1988). Dans
nos expeériences sous flux, les cellules myo-ll-nmbntrent la méme réponse a un
changement de sens du flux que les cellules sasydgas la mesure ou elles se réorientent
contre le nouveau flux en inversant leurs frontaraet arriere (Fig. 10_2_A). De plus, les
cinétiques de relocalisation de la Lim-GFP darsolache myo-II-null sont similaires a celles
dans la souche parentale sauvage (Fig. 10_2 B).ré&edtats mettent en évidence que la
myo-ll n’est nécessaire ni pour sentir les forceécamiques de I'écoulement, ni pour
relocaliser efficacement I'actine aprés un changernde sens du flux. Ainsi, les cellul&s
discoideumpeuvent répondre a des forces hydrodynamiquestiésant un mécanisme
indépendant de la myo-II.

Les cellules myo-lI-null maintiennent méme une widion stable contre le flux
pendant de plus longues périodes que les cellelés sbuche parentale (v&ésultats Cette
orientation plus stable contre le flux des myoulrpeut probablement s’expliquer par une
meilleure adhérence au substrat comparée a calleallales JH10. Cette meilleure adhérence
est suggérée par des taux de détachement sousufdéxieurs pour les cellules sauvages (40
+/- 25 % en 10 minutes sous 2,1 a 2,3 Pa) que lesumyo-IlI-null (17 +/- 12 % dans les
mémes conditions). Cette plus grande adhérencedalletes myo-Il-null est consistante avec
les travaux de Uchida and Yumura (2004) qui ont tndomue les cellules myo-II-null
posseédent plus de foyers d’actine (actin foci ; emme de 19,7 +/- 11,2 foyers par cellule
myo-lI-null) que les cellules sauvages (moyennd det/- 3,9) et que ces « actin foci » sont

des zones d’adhésion au substrat. Ces observamiignent I'importance de I'adhésion
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dans les expériences sous flux et la mécanosatésifilruckert et al., 2002; Geiger and
Bershadsky, 2002; Li et al., 2005).

De plus, les cellules myo-II-null sont plus alloeg&ans la direction du flux que les
cellules JH10 (voirRésultatset la Figure 10_6 pour un exemple de comparaisGe}.
allongement plus important sous flux comparé @lacke parentale peut étre expliqué par un
effet mécanique des forces du flux sur le corteinmagide des myo-IlI-null (Pasternak et al.,
1989; Laevsky and Knecht, 2003) et/ou par une gtétnra moins efficace de I'arriere. L'effet
accru de forces sur des cellules myo-ll-null a dé&@ observé dans les expériences de
centrifugation de Fukui et al. (2000) qui observemé¢ courbure du pseudopode avant de ces
cellules pour des forces moins importantes gu’ades cellules sauvages. Laevsky and
Knecht (2003) ont aussi rapporté des morphologessdéformées et allongées de ces cellules

sous une couche de gel (Fig. 12_4).

Figure 12_< Une cellule myo-Il-null migre sous une couchegdieose (0,5 %). La cellule se
fragmente et va perdre son extrémité arriere. befres indiquent le temps en secondes (tiré
de Laevsky and Knecht, 2003).

Il est important de noter que le fait que la relisedion de I'actine sous flux soit aussi
rapide dans les cellules myo-lI-null que dans Ehiles sauvages suggére que la rigidité du
cortex n’est pas un parametre clé pour sentirdeef du flux cheBictyostelium

Dans les fibroblastes, la formation de points faciaaluite par des forces mécaniques
ne nécessite pas de contraction cellulaire médiéd’gssociation actine-myosine. Cela a été
démontré par I'observation de complexes focaux eetpdints focaux qui répondent a un

stimulus mécanique extérieur et se comportent pteaess mécanosensibles miniatures méme
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en présence d’un inhibiteur puissant de I'actiiiePasique de la myosine-Il (Riveline et al.,
2001). Au contraire, Alenghat et al. (2004) ont tnémue I'inhibition de I'activité contractile
du complexe actine-myosine élimine la réponse ga&induite par un flux dans des cellules
epithéliales de rein. lls suggerent que les rémasdes stimuli mécaniques sont contrélées
par un équilibre global des forces a travers lacstire entiére de la cellule et pas seulement
par un mécanisme d’activation locale au niveauadmémbrane cellulaire. Ces différences
(besoin ou non de la myosine-Il pour sentir lexdgarmécaniques selon le type cellulaire)
soulignent la diversité des mécanismes mécanosessjirésents dans différents types

cellulaires.

12.3.3.3 Roéle du front avant contre le flux en tantque zone
d’adhésion au substrat

Nous avons vu dans la partidRésultats> que la base du pseudopode riche en actine
filamenteuse et faisant face au flux était en atntapproché et tres probablement en
adhésion avec le substrat. De nombreux travauxesmént que I'adhérence au substrat joue
un réle important dans la sensibilité a des foncExaniques extérieures (Balaban et al.,
2001 ; Riveline et al., 2001 ; Alenghat et al., 200

Le fait que la rigidité du cortex ne semble pasjode role dans la mécanosensibilité
de D. discoideumsuggére que I'activation de voies de signalisafan les forces d'un
ecoulement se produit localement et que le cot@sxjau flux joue un rble important pour
sentir et transmettre les forces mécaniques.

Lorsqu’une cellule migre, les protrusions émisesvett adhérer au substrat pour
permettre a la cellule de déplacer sa surface deacbavec le substrat dans le sens de la
migration. Le fait que la base du pseudopode rmmectine filamenteuse semble étre une
zone d’adhésion au substrat supporte l'idée quecilage de la base des pseudopodes au
substrat se fait grace a linteraction directe gestéines d’adhésion avec le cytosquelette
d’actine.

D’autre part, pour rétracter, les cellulBsctyosteliumont besoin d’'un ancrage au
substrat a I'avant de la cellule (Fig. 12_5). Getrage pourrait en partie étre fourni par le site
d’adhésion a la base du nouveau front avant cdatflix. Cette hypothése est consistante
avec le fait que la formation du front avant rig@reactine filamenteuse précede la rétraction
de l'arriére. Il est possible que la base du framant contre le flux soit riche en foyers

d’'actine.
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Figure 12_E: Pour rétracter, les cellul&ictyosteliumont besoin d’un ancrage au substrat a
'avant de la cellule et d’une libération des catdaadhésifs a I'arriere lors de la rétraction
(B). Des sites d’ancrage au substrat proposés padd&emd Yumura (2004) sont les foyers

d’actine (A) et pourraient étre régulés par la myosinéd) (tiré de Uchida and Yumura,
2004).

12.4 Réorientation sous flux versus réorientationre
réponse a un stimulus chimique

Dictyosteliuma largement été utilisé pour disséquer les vomssignalisation qui
meénent a la polarité et a l'orientation cellulaidens le cas du chimiotactisme (pour des
revues, voir Chung et al., 2001; Comer and Pag8ti2). Il a été montré que I'activation de
la PISK au front avant augmentait la production RI¢3,4)R et de PI(3,4,5)F ce qui
provoque le recrutement de protéines contenant dieeaines PH (pour « Pleckstrin

Homology »), comme les protéines CRAC, PhdA, AkiPKCela résulte en l'activation
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localisée d’effecteurs et entraine la polymérisati® I'actine. A l'arriere, PAKa inhibe la
kinase A de la chaine lourde de la myo-Il (myos#avy chain kinase A, MHCKA), ce qui
promeut I'assemblage de la myo-Il. Il a été mompwéune cascade de signalisation faisant
intervenir le cGMP jouait un role majeur dans lguléation de la myo-II a travers I'activation
de la GbpC, une protéine contenant des domaineslbguoes a Ras et a Ras-GEF (Bosgraaf
et al, 2002). PTEN, une protéine qui détruit lesdpits de la PI3K, a une localisation
réciproque de celle de la PI3K et leur exclusioatigfe réciproque pourrait amplifier les
signaux émanant des récepteurs couplés aux prst@ngrace a une boucle de rétroaction
positive. Un modéle de réorientation cellulaire mpida direction du gradient chimique est
changée a été proposé dans plusieurs revues @deChung, 2000; Chung et al., 2001). Les
auteurs ont proposé que, quand la direction duigmadhimique est changée en déplacant la
micropipette remplie d’AMPc prés d'un bord de lallde (pour produire un signal
directionnel fort), il y a une décroissance rapgiéda concentration localisée de PI(3,4;%P
de PI(3,4)R a I'ancien front avant. Cette diminution est vigée par une diminution de la
localisation des protéines contenant des domaihé®tPest associée a la disparition de
protrusions a l'ancien front avant. La dissociatdm I'actine filamenteuse de I'ancien front
avant et de la myo-Il de l'ancien front arriére phis lente. La formation d’'une nouvelle
région riche en domaines PH se situe au niveaa gertion membranaire la plus proche du
bout de la pipette. Comer and Parent (2002) onbrtépque l'association des protéines
contenant des domaines PH a la membrane plasmignaipenviron 30 secondes pour les
cellules sauvages (ce qui correspond au tempstdeck avant la croissance du ratio de
fluorescence de Lim-GFP sous un flux de 2,1 Pa)siAidans I'étape suivante, un nouveau
front avant contenant de I'actine filamenteuse &etbppe a I'endroit de la localisation des
protéines riches en domaines PH et un nouveaurpast&nrichi en myo-ll se forme par la
suite.

Des travaux rapportent I'observation de réorieateti dans un gradient chimique.
Dans le travail de Ueda et al. (1997), une micref@ remplie de chimioattractant était
rapidement déplacée a l'arriere de cellulistyosteliumen migration pour les forcer a
changer leur direction de mouvement. La cellule tmé@nen Figure 3 de ce papier (Fig. 12_6)
montre une inversion des c6tés arriere et avaritasiena celle que nous avons observée sous
flux et cela a nécessité entre 20 et 25 secondas quaelle protrude dans la nouvelle
direction du mouvement, c’'est-a-dire vers I'extri&rde la pipette. Cette période de latence
est similaire a celle observée de 15-35 seconddsn(de taux de cisaillement) lors de la

réorientation dans les expériences sous flux (Figset 9_7).
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Figure 12_€ Une celluleDictyosteliumest forcée de se réorienter du fait du déplacehent
la pipette au niveau de son bord arriere. D’ablasl protrusions cellulaires au nouveau bord
aval disparaissent. A 20 sec, la cellule est mailhsngée (arrondissement) et trés peu
protrusive. Puis, a 26 sec, elle refait une pratruslans la nouvelle direction vers le bout de
la pipette. Elle a completement inversé sa poldtida et al., 1997). Temps indiqué en sec.
Le pointeur et le point rond blancs indiquent Iaipon du centrosome.

Dans d'autres expériences ou la micropipette pléte pres de I'arriere de cellules
migrant dans un gradient chimique, des granulocgtesont réorientés soit en faisant un
virage en forme de U (U-turn), soit, et souventjrerersant leur polarité avec un changement
de direction de migration de 180° (Gerisch and &e¢lll981). La formation d’'un nouveau
front était habituellement précédée par I'inacimatdu précédent, comme observé sous flux
lors de mon travail. Toujours dans des expériedeeshimiotactisme, Insall et al. (2001) ont
aussi reporté un processus de réorientation cedutavec perte temporaire de la polarité et
I'ancien front avant qui finalement devient le ftogtractant. Gerisch et al. (1995) ont aussi

observé le méme processus avec des cellules margaé&a GFP-coronine (Fig. 12_7).

280s

Figure 12_7: La cellule (marquée a la GFP-coronine) est dhdtnent motile vers le coin en
bas a droite ou se trouve la pipette qui est déplac205 sec vers le haut (image a 210 sec). La
cellule inverse sa polarité et se dirige a nouwears le bout de la pipette en accumulant de la
GFP-coronine au nouveau front avant (Gerisch £1885).
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Ces observations qualitatives faites dans le cddrehimiotactisme étant similaires a
nos observations lors de I'inversion du sens dlur,fil est donc tentant de spéculer que la
réorientation cellulaire sous flux est gouvernéeles mémes mécanismes moléculaires. Les
cinétiques de relocalisation sous flux observées pactine et éventuellement pour la myo-ll
pourraient donc, de facon similaire, étre dirigpas la disparition et I'apparition de sites de
liaison (par exemple, présence de lipides membmesaile protéines contenant des domaines
PH), respectivement a I'ancien et au nouveau beadtaSous flux, des voies de signalisation
pourraient étre activées par des courants ionigquaavers I'ouverture de canaux ioniques
mécaniquement activés. De tels canaux, contrOlémgansion membranaire, ont récemment
recu beaucoup d’attention (pour des revues, voirg<@005; Anishkin and Kung, 2005).

Pour pouvoir comparer plus quantitativement leseeepces sous flux et celles dans
un gradient chimique, jai aussi réalisé des exnees de réorientation en déplacant une
micropipette remplie d’AMPc de maniere a forcer éedlules a inverser leur direction de
migration. Ces expériences ont été réalisées agecdllules doublement marquées utilisées
sous flux (HS1 exprimant la mRFP-Lim et la GFP-niyo-Mes observations dans un
gradient chimique sont en accord qualitatif aveastdes résultats d’expériences de
chimiotactisme mentionnées juste au-dessus. Les demportements (U-turn ou inversion
de la direction de migration) ont aussi été obsemquéand la pipette était déplacée a I'arriere
de cellules en migration. Apres un changement s sk flux avec des contraintes de
cisaillement supérieures a 0,9 Pa, la réorientatédlnlaire a lieu avec compléte inversion des
cbtés avant et arriere. Soumises a des taux phisggcontraintes inférieures a 0,5 Pa), les
cellules pouvaient terminer des virages en U-tldans le cas du chimiotactisme, ce qui
détermine le mode de réorientation entre un U-etrifinversion compléete de la polarité
cellulaire n’est pas encore clair. Il a été rappante plus faible est la stimulation, plus grande
est la probabilité de voir une cellule tourner tujue renouveler sa polarité en formant de
nouveaux fronts avant et arriere (Firtel and Chu2@)0). La méme tendance semble étre
vraie sous flux. Pour répondre a ce genre de aquestans le cas du chimiotactisme, des
chambres avec des gradients chimiques mieux déRfieads et al., 2005) seront nécessaires
pour identifier les caractéristiques des stimulimibues menant a 'un ou l'autre de ces
modes de réorientation.

D’un point de vue qualitatif, la réorientation dams gradient chimique (Quatrieme
partie desRésultaty et celle sous flux sont similaires. Les étapesataristiques de ces
réorientations, apres déplacement de la pipettaréele de la cellule ou inversion du sens du

flux, sont les suivantes :
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- une rapide disparition des protrusions du cétéeamnfront avant

- une phase dans laquelle la polymérisation dé¢ifia@st & son minimum (solation)

- a peu prés au méme moment, la myosine-Il esttrégaut autour de la cellule

- puis, de nouvelles protrusions apparaissent avegau front avant, et la myo-Il finit

par s’accumuler au nouveau front arriere (Fichell2

Ces observations prouvent donc que le mode deendation cellulaire avec compléte
inversion des coOtés avant et arriere n’est pasifapée des expériences sous flux. Ceci met
I'accent sur le caractére universel de ce modeédeeantation cellulaire sous une stimulation
importante, gu’elle soit mécanique ou chimique.

Il est important de noter qu’avec les deux typestimuli, la réponse la plus rapide a
I'inversion du sens du flux ou a l'inversion du dient chimique est la réponse négative (et a
priori globale) menant a la dépolymérisation detlize en particulier du c6té du nouveau
bord aval. L’activation locale de voie(s) de sigsation menant a la polymérisation de
'actine au nouveau front avant est plus lente. i@écanisme d’inhibition rapide et
d’activation lente n’est pas pris en compte dansiwéelele LEGI (Local Excitation / Global
Inhibition) du groupe de Devreotes qui est génémalg accepté pour expliquer la motilité
chimiotactique (Janetopoulos et al., 2004). Ce reod®et en avant une activation locale et
rapide et une inhibition globale et lente. Au caire, nos observations nous conduisent a
proposer un modeéle de solation rapide (complételgé@risation du réseau d’actine) et de
gélation lente (activation menant a la fabricatam nouvelles protrusions) pour expliquer

le mode de réorientation cellulaire a 180ec compléte inversion des deux cotés cellulaires

Pour pouvoir comparer plus quantitativement lesteepces sous flux et celles dans
un gradient chimique, j'ai quantitativement analya@ moyen des mémes outils d’analyse
d’'images, les films enregistrés montrant des cedlagrégation-compétentes se réorientant en
inversant leur polarité apres le déplacement dpipette remplie d’AMPc. Ces résultats sont
exposés dans la quatrieme partie Riésultats Malgré la ressemblance des observations
gualitatives sous flux et dans un gradient chimjgilesemble que les cinétiques de
relocalisation de la mRFP-Lim sont plus rapides sdda réponse chimiotactique: en
particulier, la décroissance du ratio de fluoreseete la mRFP-Lim a lieu en 10 secondes, ce
qui est plus rapide que les décroissances équiesalesuivant l'inversion d'un flux (Fig.
11 4). Sinon, la relocalisation de protéines ess tsemblable dans les deux types
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d’expériences, ce qui montre encore le caractérersel du mode de réorientation cellulaire

avec complete inversion des fronts avant et atriere

12.5 Conclusion, perspectives

En résumé, mes travaux confirment I'existence deamiémes mécanosensibles chez
Dictyostelium Un écoulement de cisaillement active une ou des(s) de signalisation et
polarise ces cellules, qui s'orientent et protrudemtre les forces mécaniques produites par
le flux. Aprés un changement de sens du flux, Ilmmiéagit en moins de 10 secondes et se
réoriente contre le nouveau flux en environ uneut@ret demie en inversant sa polarité :
I'ancien front avant devient le nouveau front agiet vice versa. La premiéere réaction des
cellules a I'inversion du sens du flux est la pelte’activité protrusive avec un processus de
globale dépolymérisation des filaments d’actinevisud’'une légére globale contraction avec
redistribution de la myo-Il tout autour du cortegllalaire. Aprés la solation rapide du
cytosquelette, I'actine se redistribue et repolyseérdu c6té du nouveau front avant. Ce
modele en deux étapes (solation-gélation) de leyafisation du cytosquelette en réponse a
I'activation par un stimulus externe semble comnmueét observé dans diverses situations
(Janmey, 1994; Yap and Kamm, 2005). Quand la eeltermine sa réorientation, les
protrusions riches en actine apparaissent d’abamtte le nouveau flux et ensuite, environ 15
secondes plus tard, se produit la rétraction eficdépendant de la myo-Il. De plus, la
contractilité due au complexe actine-myosine nfest nécessaire ch&ictyosteliumpour
sentir les forces mécaniques d’un flux et d’autm&sanismes mécanosensibles utilisant peut-
étre les microtubules ou la membrane plasmique et danaux ioniques controlés
mécaniquement sont envisageables. De tels canantxpl®s par la tension membranaire, ont
récemment recu beaucoup d’attention (pour des sewaer Kung, 2005; Anishkin and Kung,
2005). Dans un gradient chimique, le processugdaantation est qualitativement le méme
gue sous flux. Quantitativement, les cellules agtiég-compétentes semblent réagir
légerement plus vite avec, en particulier, unetsmladu cytosquelette d’actine encore plus
rapide.

Enfin, la mécanotransduction de I'amibectyostelium discoideujoue probablement
un réle important pour sentir les particules vasirors de la phagocytose ou les cellules
voisines durant la morphogenése qui a lieu damydie de développement, ou encore pour
sentir les flux de liquide provoqués par la pluiepour s’orienter lors de la migration dans

son environnement naturel.
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Malgré lintérét des comparaisons quantitativesreenéxpériences sous flux et
expériences dans un gradient chimique, pour powéitablement identifier et comprendre
les mécanismes moléculaires en jeu dans la méagsibséé de Dictyostelium d’autres
études sont nécessaires afin d'identifier la natlee mécanorécepteurs, de les localiser
précisément dans la cellule et d’établir clairenmarelles voies de signalisation sont activées
par des forces mécaniques grace a ces mécanomfrsepfuelles sont les protéines ou
structures cellulaires qui jouent un réle importapur sentir des forces mécaniques ? Par
exemple, les études avec nocodazole sont tresapiest et devraient permettre de tester le
role des microtubules dans la mécanosensibilit®idéyostelium En analysant le génome
completement séquencé éctyostelium(Eichinger et al., 2005), nous avons trouvé trois
genes partageant une certaine homologie avec aes gedant pour des protéines dont il a
été prouvé qu’elles jouaient un rdle important dansiécanosensibilité d’autres organismes.
Il s’agit d’'un homologue de MEC (Gillespie and Wik 2001), d’'un homologue des
protéines TRP (Corey et al., 2003), et dun homatogles protéines de la famille des
polycystines (Nauli et al., 2003). Ces genes hoguds a des genes codant des
mécanorécepteurs connus ouvrent de nouvelles gistisfutures recherches avec I'aniibe
discoideum devraient s’attacher a vérifier si ils sont néagss a la réorganisation
mécanosensible du cytosqueletteDiletyosteliumet a la réorientation cellulaire sous flux. En
particulier, il semble intéressant d’étudier I'éuezlle présence dans cet organisme de canaux
mécaniquement actives.

D’autres études pourront permettre de comprendrellegu sont les voies de
signalisation impliquées dans la mécanotransductiten Dictyostelium Un exemple
d’expériences consiste a stimuler avec une comgrdi@ cisaillement des cellules exprimant la
protéine CRAC-GFP, tout en dépolymérisant leur sytelette d’actine a l'aide de
latrunculine-A. Cette expérience devrait permetteerépondre a la question suivante : « Le
cytosquelette d’actine est-il indispensable pountisdes forces mécaniques ? » et, si non,
devrait permettre de savoir si I'on peut, dansds de la réponse a des forces mécaniques,
distinguer sensibilité directionnelle et polarisaticellulaire, comme cela est le cas dans la
réponse chimiotactique (Devreotes and Janetopc20fs).

Dans un avenir proche, il serait intéressant défieed’importance des voies de
signalisation impliquant la PI3K. Dans la réponkeriotactique, les protéines contenant des
domaines PH sont recrutées a la membrane au fvant de la cellule grace a I'accumulation
de lipides PI(3,4,5)F eux-mémes produits grace a I'activation localidéda PI3K qui est,

elle, activée par les protéines G. Une expériermesisterait en l'utilisation de cellules
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mutantes @-null exprimant la CRAC-GFP et/ou la mRFP-Lim et lés stimuler
mécaniquement a l'aide d’'un flux de fagon a vériBeles protéines G sont indispensables
dans la réponse mécanosensible pour éventuelleswtner la PI3K. Des expériences sous

flux avec des inhibiteurs des PI3Ks sont aussisameables.

309



310



Conclusion génerale

Lors de mon travail de these, j'ai utilisé les xlapproches qui consistent soit a
étudier la cellule dans toute sa complexité, séituaier un systeme biomimétique artificiel et
fonctionnalisé pour lui conférer des propriéténtfiét.

Les systémes reconstitués fournissent des owtitest et éventuellement de validation
de modeles expliquant des résultats expérimentdaitgnas en biologie moléculaire et
cellulaire. lls ont 'avantage d’étre plus simplgse la cellule et de permettre un meilleur
contrble des parametres physiques caractéristigleesont constitués d’'un jeu réduit de
molécules (lipides, protéines, polymeres, ...) petamttainsi d’identifier le jeu minimum
capable de reproduire le comportement cellulaigenl®. Voir une cellule avec des yeux de
physiciens peut sembler délicat mais apporte degsux concepts en biologie. Par contre, il
peut étre tres difficile de fabriquer un systémentimétique de cellule, comme nous I'avons
vu, par exemple, dans le cas d'une fonctionnatisatde liposomes pour les rendre
spécifiguement adhésifs.

Si les systémes reconstitués peuvent valider udétaode fonctionnement d’un
mécanisme particulier de la cellule, il faut bieswrdpr en téte I'existence d’une différence
fondamentale entre ces systemes artificiels qui gassifs et les cellules vivantes actives, qui
réagissent aux contraintes extérieures et s’y adapPar exemple, I'application d'une
pression hyperosmotique et le dégonflement sudcessiété étudiés avec des liposomes
(Boroske et al., 1981; Viallat et al., 2004) et@des cellules vivantes (dobictyostelium;
Kuwayama et al., 1996 , Zischka et al., 1999). &lgue les liposomes, contenant ou non un
gel dans leur volume intérieur pour éventuellemdetir conférer des propriétés
viscoélastiques, se dégonflent passivement en sxpulde I'eau a travers la membrane
(Boroske et al., 1981; Viallat et al., 2004), antcaire, les celluleBictyosteliumrépondent a
un choc osmotique en activant de nombreuses vogessighalisation. Ainsi, un choc
osmotique provoque une augmentation de la condemtrale cGMP qui entraine une
phosphorylation des chaines lourdes de la myosieédine redistribution de cette protéine
tout autour du cortex (Kuwayama et al., 1996). kkatggne DdLim et l'actine sont aussi
régulées (Zischka et al., 1999) et les cellulesgmtent un pic de la concentration d’AMPc
intracellulaire (Ott et al., 2000) en réponse a&lioc osmotique. Ceci met bien en évidence la
différence entre un systeme passif et un systertk @want. Alors que le systeme passif
évolue vers un état d’équilibre défini par les prégs physiques qui le caractérisent, le

systeme actif est toujours hors équilibre et sepmite activement (en utilisant de I'énergie)
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en fonction de son environnement et en adaptané@anse en permanence. Les systemes
vivants sont donc extrémement compliqués et peupanfois dérouter le physicien qui
cherchera la simplification.

Les deux approches (systemes reconstitues, systemmngants) sont donc
complémentaires et chacune apporte un certain d{ipformations. L'étude des systémes
vivants est indispensable pour percevoir toute leaomplexité et éclairer pas a pas
I'immensité des réponses et des réseaux de sigtialis L'étude des systémes reconstitués
est précieuse pour valider des modeles qui décodéEnétudes précédemment citées et pour
caractériser plus quantitativement et dans un cadeeix contrélé le fonctionnement d’'un

élément particulier extrait de la cellule.
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Résumé

Durant ce travail, deux approches ont été explorées

Dans la premiére, jai quantifié le dégonflemenmotique de liposomes remplis d'un
gel d’agarose. La fabrication de tels systemesnsitaés vise a permettre de mimer le comportement
de cellules soumises aux mémes contraintes. Ericylaet, jai observé que ces liposomes
fonctionnalisés acquiérent des morphologies créselors de leur dégonflement pour une
concentration du gel comprise entre 0.07 et 0.18rnasse. Ces formes originales ressemblent a
celles d’échinocytes parfois prises par les glabutriges. Le gel est responsable de I'apparition de
ces formes, ne modifie pas les cinétiques de déguaht mais sa pression élastique arréte
précocement le dégonflement comparativement auxsdimes aqueux, mettant en évidence un
phénoméne de rétention d'eau.

Dans la deuxiéme approche, j'ai étudié I'effet dateaintes hydrodynamiques sur des amibes
Dictyostelium adhérentes a un substrat et ai quantifié la résgaon mécanosensible du
cytosquelette de ces cellules vivantes. Pour abtesi cinétiques de relocalisation de protéines
majeures du cytosquelette en réponse aux forcesflliy, j'ai marqué 'actine et la myosine-Il avec
des protéines fluorescentes et ai fabriqué une loheam flux permettant de changer rapidement la
direction du flux. Les cellules étudiées s’oriemteontre les forces du flux et se réorientent ecotr
inversant leur polarité aprés une inversion du fldiabord I'actine dépolymérise puis des protrasio
sont émises contre les nouvelles forces mécanigués$, sec plus tard, I'arriere rétracte en utilida
myo-1l. La contractilité du systéme actine-myosimest pas nécessaire pour sentir les forces. La
polymeérisation d’actine est forte dés le contaacale substrat. Nos expériences montrent que les
contraintes de cisaillement au niveau de I'airecdatact cellule-substrat contrbélent les cycles de
polymeérisation-dépolymérisation de l'actine et @erhyo-ll. Les outils de visualisation que jai
développés permettent d'étudier le rble de progiret de structures cellulaires dans la
mécanotransduction.

Mots-clés: liposomes, gel d'agarose, dégonflement, chocotigoe, échinocytes/ celluleBictyostelium
discoideum contraintes hydrodynamiques de cisaillement, drana flux, réorganisation du cytosquelette,
actine, myosine-ll, protéines fluorescentes (GFMRRFR), microscopie confocale, analyse d'images avec
contours actifs, chimiotactisme, mécanosensibilité

Abstract

In this work, 2 approaches were explored.

First, | quantified the osmotic deswelling of Igmnes filled with an agarose gel. The
production of such artificial systems aims at miing cell behavior under the same constraints.
Particularly, | observed that these functionnaliipdsomes with a gel concentration between 0.07
and 0.18% w/w adopted crenated morphologies whengly deswelled. These original shapes look
like the ones of echinocytes sometimes seen withbteod cells. The gel is responsible for these
shapes, does not affect deswelling kinetics bukligstic pressure stops more rapidly the osmotic
deswelling compared to aqueous liposomes. Thigbrvidence for a water retention effect.

In a second approach, | studied the effect of dgnamical constraints obictyostelium
amoebae adhering to a substrate. | quantified #sshanosensitive reorganization of the cytoskeleton
of these living cells. To get relocalization kimstiof major cytoskeleton proteins in responsedw fl
forces, | labeled actin and myosin-ll with fluorest proteins (GFP/mRFP) and designed a flow
chamber enabling to rapidly change the flow digctiCells orient against flow forces and afteroavfl
reversal reorient against new forces by invertimgjrt polarity: first, actin depolymerizes, theniact
rich protrusions are emitted against new mechaficaés and 15 sec later, the rear edge retratis wi
a myo-ll crescent. The actin-myosin contractilgydispensable to sense forces. Actin polymerization
is already strong at the cell-substrate contact.@periments show that shear constraints at the ce
substrate contact control polymerization-depolyzaion cycles of actin and myo-Ill. The
visualization tools that | developped enable talgtthe role of proteins and cellular structures in
mechanotransduction.

Keywords: liposomes, agarose gel, deswelling, osmotic lshechinocytes Dictyostelium discoideurcells,
shear flow, flow chamber, cytoskeleton reorganaatactin, myosin-Il, fluorescent proteins (GFP, R}, laser
scanning confocal microscopy, image analysis, aaontours, chemotaxis, mechanosensitivity
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