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1 CONTEXTE

L'étude des propriétés meécaniques des cellules est d’@réintroissant comme le montrent les nom-
breuses études développées ces derniéres années. Ellenesitérét médical tout d’abord car elle
pourrait aider a la compréhension de pathologies, ou simgié de comprendre la physiologie cellu-
laire. De plus les cellules sont présentes dans les tisslmgijues en interaction avec des éléments
de la matrice extra—cellulaire, et il est essentiel de cemghre leur fonctionnement et leur mécanique
intrinseque. En tant que matériau, une cellule se définilncernétérogene, dotée de composants dif-
férents (membrane, cytosquelette, organelles, noyau)ogotains sont passifs et d’autres composants
(complexe acto—myosine, moteurs moléculaires) ont unaciié et peuvent étre activés grace a I'én-
ergie interne de la cellule qui vient de I'apport des nutritse C’'est donc une mécanique trés com-
plexe, multi-échelle et multi-physique, qu’il faut appeéder. On peut donc se douter que peu de
modélisations actuelles sont capables de rendre compttgecomplexité.

Dans cet article, on passera tout d’abord en revue les apgs@axpérimentales et/ou modéles dévelop-
pés pour comprendre la mécanique cellulaire. Ensuite, crirdéles avancées récentes apportées grace
a la microscopie a force atomique (AFM) qui permet de sondsragllules vivantes. Enfin, on envis-
agera quelques perspectives de ces travaux.

2 ETAT DE LUART

Les travaux développées depuis une quizaine d’année soistde la physique/mécanique expérimen-

tale et visent au départ a appréhender le comportement igaeate la cellule, soit dans son ensemble,

soit au niveau plus local. C’est bien sOr une question esdlerde savoir quel comportement cellulaire

étudier. La réponse est a placer au niveau de I'intérét aggisa savoir :

— Cherche t-on a déterminer des propriétés locales ?

— At-on besoin de connaitre de maniere approchée un pae(nadule élastique, etc.) d’'une cellule
pour l'utiliser dans un modéle de tissu ?

Dans ces deux cas, I'approche a mener sera différente.

2.1 Quel comportement pour la cellule ?

Pour comprendre quel est le comportement d’'une cellule,ainsidntéresser a sa microstructure,
comme il est fait en mécanique des matériaux. Passons darewnles différents constituants cellu-
laires, tels qu’ils sont décrits en biologie (Albeetsal., 1994). La cellule est dotée de :

— sa membrane plasmique (une bicouche lipidique), a lacida laquelle on trouve des protéines.
— un noyau qui contient I'information génétique (ADN), lenoeau de la cellule.

— un cytoplasme ou I'on trouve le cytosquelette, c’est a da filaments (microtubules, actine, fila-
ments intermédiaires), mais aussi des organelles (vésicuitochondries, etc.), et des protéines.
En premiére approche, la cellule a été étudiée de maniéigiéa et les auteurs se sont accordées

pour dire qu’elle possede un comportement quasi-€lastitpis hétérogene. Ainsi, les AFM se sont
développés, et comme ils possedent la propriété d'effeckee scans grace a des piezos tres résolus,



on peut assez facilement faire une cartographie, et enlglaraiesurer des modules par indentation.
Dans ce cas, avec une pointe pyramidale, on va utiliser taufter de Hertz :

B = 3 Ftanf

4(1—1v?)
ou Fy est la force appliquéd,le demi—angle de la pyramide, E le module d’Youndg coefficient de
Poisson et I'indentation. C’est ce que I'on peut faire dans un premaéenps : 'image d’une cellule

est réalisée en mode contact, suivie d’indentations répé&énnant le module d’Young local, comme
présenté en figure (1).

& (1)

FIGURE 1 — & gauche : image AFM d’une cellule vivante (fibrobaste)raitel cartographie des mod-
ules élastiques E associés.

L'image de gauche est meilleure avec le signal d’erreurEM (différence entre la hauteur attendue
et la hauteur réelle), qui permet de voir tres clairementdiéérents constituants décrits ci—dessus.
On voit bien le noyau a l'arriere de la cellule, cette demiést polarisée, c’est a dire en position de
migration. L'extension lamellaire est aussi tres bienhl&siet I'on constate la présence de filaments
d’actine (en paquets) sur les bords de cette lamelle. Aalaitfigure (1), on a représenté les modules
élastiques qui montrent que le noyau est moins élastiqb&Rh) que la périphérie (3kPa), du fait de
la présence de I'actine. Attention, ici, le calcul est biubdormule de Hertz n’a pas été corrigée par
le logiciel. Nous verrons plus loin qu’il est nécessairepgliquer une correction du fait de I'effet du
proche substrat (Santesal.,, 2012).

Ce schéma ne permet pas de comprendre le comportement méedeila cellule dans sa complexite,
il devrait étre proche de celui d'un gel, a la fois solide quide (\erdieret al., 2009). De plus, certains
moteurs moléculaires (comme le complexe acto—myosind)daméléments capables de s’assembler
et d? se dé)sassembler en permanence ce qui confére degf@opiscoélastiques a la cellule (Etienne
et al, 2015).

Ainsi, pour pallier a cette premiére approche simplifieégdentes méthodes ont été proposées au
cours des années récentes, ce qui est I'objet de la pani@nsei

2.2 Méthodes dites de microrhéologie

Nous désignerons par microrhéologie toute méthode peantattavoir accés a des propriétés rhéo—
logiques de la cellule (ou d’autres composés), c’est a diielle permet de prendre en compte I'aspect
temporel des sollicitations. Quant a I'aspect spatial stl @tenu grace a la petitesse (échelles mi-
cronigues voire nanométriques) des sondes utilisées. @&sodes donnent accés a des comporte-
ments de fluage (contrainte imposée) ou relaxation (sullapylication d’'une contrainte constante),
ou encore un comportement viscoélastique. Assez souvesit @ dernier qui est utilisé dans le cas
des petites déformations. On applique une déformation ~, sin(wt) et on mesure la réponse en
contrainter = 7y sin(wt + qb?, ouw = 27 f est la pulsationf la fréequencey le déphasage, et et
désignent respectivement les contrainte et déformatioimades. En supposant qu’il y a proportion-
nalité entre contrainte et déformation, on détermine unutediscoélastiqué™ = ;— =G +:1G",

qui contient le module élastiqu&’ (en phase avec la déformatiof, et le module visqueug” (en
phase avec le taux de déformatign Ce calcul concerne le cisaillement ici, mais peut étreégaisé a
d’autres types de déformations. Voici quelques exemplésahmiques développées permettant d’acoir
acces a ces parametres.



2.2.1 Micropipettes. Alorigine, les premiéres méthodestesure de propriétés microrhéologiques
sont des outils simples tels que les micropipettes. Lid#gsiste a étirer une cellule dans une petite
pipette calibrée (diametre 2-8mm) en exercant des pressmmtrolées (0.1-100 Pa). A l'aide de ce
systeme, on peut mesurer les déformations cellulaires eeler aux forces appliquées (Evaeisal,
1973). La méthode de calibration utilise souvent un globulge attaché a la micropipette qui présente
une raideur bien connue.

2.2.2 Pinces optiques. En 1989, Ashlkdnal. découvrent une nouvelle méthode pour piéger une
particule dans un faisceau laser, grace a la focalisatida ldeniére qui permet de créer des forces de
radiation de I'ordre de 100—200 pN. Apres avoir calibré latren force—déplacement des particules, on
peut ainsi avoir acces a des forces intracellulaires, spdegcules sont attachées aux divers éléments
de la cellule. De telles méthodes ont par exemple été emgdgy@éur mesurer le module élastique de
la membrane de globules rouges (Hérmbml, 1999). Encore plus récemment, elles ont été modifiées
pour avoir accés aux modules viscoélastiques. Yeung etsE{d889) utilise un modéle de cellule
pour interpréter les déformations induites par la presdiersuction. La cellule est représentée par
une membrane (dotée d’'une tension) entourant le cytoplassgaeux. Grace a ce modéle, on peut
obtenir des valeurs de la tension corticale (typiquemedR @yn/cm) et de la viscosité (entté® et

10* Poises).

2.2.3 AFM. C’est la méthode la plus communément utiliséesdas vingt dernieres années. Les
expériences peuvent étre réalisées en milieu liquidesetdiules sont adhérentes au fond d’une boite
de Pétri. Le levier de 'AFM est doté d’'une pointe (pyramidéne ou sphere) qui vient au contact
de la cellule. Le laser se réfléchit sur le levier (recouvéat dur la face supérieure) et vient frapper
une photodiode 4 quadrants, ce qui permet de déterminefflictién latérale et verticale du levier.
En pratique, c’est surtout la déflection verticale qui esisée pour mesurer la force. On calibre les
leviers par la méthode des fluctuations thermiques (HuttBeehhoefer, 1993), qui est tres précise.
Typiquement les leviers se doivent d’avoir une constantauieur entre 0.01 et 1 N/m, pour solliciter
des cellules vivantes. Le scan d’'une cellule est relativerddficile, car la cellule résiste aux forces
appliguées (mécanotransduction) et met en place ses défea voit néanmoins sur la figure (1)
gue le scan d’'une cellule fixée permet de réveler toute sdntacture (=cytosquelette). Il en résulte
des propriétés mécaniques spatialement variables, quliéea a cette architecture. Par exemple, le
module mesuré par indentation (formule de Hertz, équatipnsemble plus important au bord de la
cellule (3 kPa) gu’au dessus du noyau (1.5 kPa). Mais 'AFMt@re utilisé en mode modulation de
force (contact oscillatoire), ce qui permet d’avoir acces modules viscoélastiques (Abidie¢ al.,
2015a). Cette méthode sera présentée ci-dessous.

2.2.4 Microplaques. Elles sont une variante de la méthodd,Adh ce sens que I'on vient attraper
une cellule entre deux plagues dont I'une est rigide et i&adéformable. C’est la déflection de la
plaque déformable (Thoumine et Ott, 1999) qui permet dia@océs aux forces exercées sur ou par
la cellule. Plus récemment, cette méthode a été étendue gukdravaux de Mitrossilist al. (2009)

en faisant varier la rigidité de la plague déformable trgsdement. De cette maniére, la cellule est
sondée en fonction d’environnements différents. On comspize la cellule s’adapte a I'environnement
en augmentant les liaisons acto—myosines qui renforcenfgiamiilité. Ce comportement est analogue
au comportement musculaire.

2.2.5 Suivi du mouvement de particules au sein d’'une cellldae méthode élégante proposée par
Mason et Weitz (1995) consiste a insérer des particulesldaysoplasme de la cellule et d’'observer le
mouvement Brownien de ces particules. Soumises a un emgnoent variable, les particules fluctuent
en fonction des propriétés mécaniques de I'environneneenparticulier la viscosité. Le coefficient
de diffusion des particule® est donné par la formule de Stokes—Einstein sélor- kg7 /67na,

ou kg est la constante de Boltzmarif,la températurey la viscosité du milieu et le rayon de la
particule. On peut généraliser cette expression en mili@aire viscoélastique (Mas@hal., 1997) et
s'intéresser a la moyenne des déplacements carrés (MS@jtidonnée par MSD(t) = AX*(t) >

= < |x(t + 1) — x(7)]* >,, cette grandeur varie comme MSD@) ¢, ou o désigne I'exposant.
Lorsquea < 1, le mouvement est sub—diffusif, poar= 1, il est diffusif, et sia > 1, le mouvement
est super—diffusif voir directionnel pour = 2. L'expression précédente se généralise pour donner
r?(s) = kgT/masG(s) oU s est la fréquence de Laplace,€ts) et G(s) désignent les transformées
de Laplace de la MSD et de la fonction relaxation. Ensuitepremant la transformée de Fourier de
G(s), on obtient le module complé™*(w) = G’ 4 iG". Cette méthode est relativement simple et



permet de sonder de maniere non intrusive les propriétésrdilieu complexe, comme par exemple
les propriétés rhéologiques locales du cytoplasme cetula

2.2.6 Magnétocytométrie. La magnétocytométrie consisena attacher des billes magnétiques a
la surface de la cellule et d’appliquer un couple tout en rédant les déformations des billes. Une
moyenne globale permet d’obtenir la relation couple—dg&dion. Schmidet al. (1996) ont par ex-
emple mesuré les propriétés de réseaux d’actine. Laeteait (2003) utilisent cette méthode pour
sonder la surface cellulaire et démontrent que la réporseissnélastique mais que deux couples
module—temps (de relaxation) sont obtenus, un caraatétsaortex, et le second le cytosol.

2.3 Principaux résultats

Au cours des derniéres années, un certain nombre de trag@oxsattachés a caractériser la rhéologie
cellulaire. Il est clairement montré aujourd’hui que lalaiel est viscoélastique. On peut modéliser la
viscoélasticité par des modeles de Maxwell en série corappplusieurs temps de relaxation (Balland
et al, 2005), ou encore utiliser les modéles de type Sollich ou R “Soft Glassy Rheology*
(Bursacet al, 2005). Le premier est classique en dynamique des polyntanels que le second
correspond a une description des états successifs méessthln matériau. Ceci se traduit par une
pente quasi constante (en échelle log—log) des modilesG”. Ce dernier résultat reste un sujet de
controverse et certains auteurs ont montré que cet étatpassuffisant pour décrire le comportement
hautement complexe de la cellule (Stamenetial., 2007), qui se traduit par des pentes différents de
|G*(w)|, en fonction dev. Nos résultats ci-dessous sont en accord avec cette dehyigothése.

Une des questions qui se pose est le role des précontraumtkes propriétés viscoélastiques. Cet as-
pect peut étre pris en compte en regardant des comportethgrdmiques superposés a des grandes
déformations. Des résultats importants ont été obtenubsereant la dépendence du module différen-
tiel K (o) = do/de en fonction de la précontrainte Stormet al. (2005) ont montré que la plupart des
gels biologiques formés de filaments peuvent posséder upaement élastique non linéaire. Il se
produit ainsi un durcissement sous contrainte du fait dedagmce de protéines filamenteuses (actine,
tubuline, etc.), avec aussi des cas d’adoucissement.

Afin de mieux relier les propriétés mécaniques a la microsire cellulaire, les nouvelles techniques
microscopiques sont devenues essentielles aujourd’hiargstopie confocale, bi ou tri-photonique,
DIC, FRET, FRAP, etc.) pour mieux comprendre la réponse ttestares cellulaires — hautement
complexes — aux sollicitations mécaniques. Mais il restmendu chemin pour améliorer cette com-
préhension.

Dans le domaine du cancer, un des principaux résultats degdes années a été de comprendre que
la capacité des cellules cancéreuses a migrer et a se fadileavers de la paroi vasculaire (pour
aller former des tumeurs secondaires) est liee a leur pargdgrdéformabilité. Crost al. (2008) ont
montré que la rigidité des cellules cancéreuses est plole fque celle de cellules normales du méme
type. Ces résultats ont été confortés par des études re¢Ratheret al., 2014 ; Abidineet al,, 2015b)

qui font I'objet du chapitre suivant.

3 AVANCEES RECENTES

Alcaraz et al. (2003) proposent une nouvelle méthode de caractérisatiorApM de cellules. lls
appliquent a l'aide d’'un AFM (fait maison) des petites défation superposées a une indentation
initiale, correspondant a I'équation (1). lls appliquestte méthode a une cellule au dessus du noyau.
En linéarisant I'équation (1), en remplacagtpar j, + ¢, et Fy par F, + F, on obtient le résultat
Suivant :

1-v FY(w)
~ 30p tanf " 0% (w)

ou d, est I'indentation initialef le demi—angle de I'indenteur (une pyramide)le coefficient de
Poisson du matériau cellulair€’ (w) le module de cisaillement complexg;(w) eté*(w) la force et
'indentation complexes respectivement. Le dernier teesteassocié a la trainée visqueuse que I'on
déclenche lors des sollicitations sinusoidales dans leeunfluide.b(0) est le facteur de correction
correspondant a la trainée obtenue a hauteur nulie ), car on est au contact de la cellule.

Dans notre travail (Abidinet al., 2015b), nous avons reutilisé cette méthode pour obteoartgorte-
ment viscoélastique de la cellule en figure (2). Une cellalecéreuse (lignée T24, cellule épithéliale
invasive du cancer de la vessie) est testée par AFM et I'ostatenun comportement élastique a basse

G*(w) —iwb(0)} (2)
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FIGURE 2 — Modules’ et G” mesurés sur le noyau d’une cellule cancéreuse T24.

fréquence ¢’ quasi constant) puis une transition vitreuse avec destwargarapides des modulés

et G” qui semblent avoir des pentes proches aux hautes fréquences

Nous proposons alors un modele viscoélastique empiriqua §té déja étudié précédemment pour
décrire le comportement de gels (Abidiaeal, 2015a) de maniére plus complexe, en utilisant des
dérivées fractionnaires. Ici, le comportement est dorm@lgiment par :

G'(w) = GY + kyw* (3)
G"(w) =kow™ + bk w* 4)

Les parametres importants sont le module de plat&aua pentex des modules a hautes fréquences,
le paramétré qui représente le rappait”’ /G’ aux hautes fréquences, la fréquence de transtiof@

1/a
laguelleG" = G”) estimée palftr = i (%) . ko etk sont des modules d’ajustement.

On va ensuite utiliser cette méthode pour sonder localehesnpropriétés des cellules en relation
avec leur cytosquelette. Dans ce cas, nous sondons une épihisseur (membrane lamellaire). De ce
fait 'indentation, méme petite, peut donner lieu a une nisgodépendant du substrat. Nous utilisons
une formule proposée par Sangtsal. (2012) qui donne une correction de I'effet du substrat dur en
fonction de I'indentation relative = &, tanf/h, ouh est la hauteur cellulaire, et que nous adaptons
en régime dynamique AFM linéarisé (Abidieeal., 2015b) :

l—v F*w)

G* = -1 5
La fonction de correction est donnée par :
g(x0) = 1+ 0.945 xo + 1.447 x2 + 3.108 X2 — 1.0668 2 (6)

Cette formule est appliquée aux différentes zones celedajue nous allons sonder :

— Le noyau (N)

— La zone autour du noyau (P)

— La périphérie ou lamellipode (E)

Les résultats sont présentés en figure (3). On constate gmeeatation des modules en allant vers
I'extérieur de la cellule (N vers P vers E), ce qui est lié asegdl d’actine beaucoup plus dense,
augmentant ainsi la rigidité. Ceci est illustré sur I'imalgefluorescence a gauche en figure (3), ou I'on
voit une intensité de fluorescence importante au bord. Lenpairef est aussi une signature de ce
phénoméne car il augmente en allant vers I'extérieur dellaleeCes paramétres, en particuli@y;,
JT,a, betng, peuvent donc étre utilisés pour différencier des cellules

Pour aller plus loin, nous caractérisons des cellules aedég différentes, qui possedent des propriétés
invasives différenteg82 > 724 > RT112 (invasivité décroissante). Les résultats sont presentés
ici seulement au bord de la cellule (E). De maniére généi@ls, les modules diminuent lorsque I'on
passe d’une cellule peu invasive a trés invasive. Par canireiveau du bord de la cellule, on constate
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FIGURE 3 — Modules’ et G” mesurés en trois points de la cellule cancéreuse T24. A gaviduali-
sation du cytosquelette d’actine par projection des plangocaux. Les zones sont indiquées : Noyau
(N), zone perinucléaire (P) et bord de la cellule (E). A droitodules viscoélastiques.

une inversion qui peut étre liée a des propriétés partiadidu lamellipode (position E, pour "Edge").

En tout cas, ces résultats sont liés au réseau d’actineréssri a la périphérie. Enfin, le parametre
fr diminue avec l'invasivité, ce qui traduit un décalage eqdience. Ainsi, les cellules plus invasives
semblent avoir des propriétés viscoélastiques tres diffés, avec une activité particuliere au niveau
du lamellipode.
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FIGURE 4 — ModulesGG’ et G” au bord de la cellule (formules corrigées par I'effet du s pour
les trois lignées cellulaires RT112, T24, J82.

4 PERSPECTIVES

Ces travaux récents sont prometteurs car ils permettebtalioc une modélisation simplifiée de la
cellule en tant qu’objet viscoélastique déformable. Noxma identifié des parametres faciles a déter-
miner qui permettent de différencier des cellules plus oinsimvasives. Des applications thérapeu-
tiques peuvent étre envisagées. Il faudra alors prévoioh@iminer des cellules via des microcanaux et
les analyser rapidement. De telles études ont déja été&éal{Caet al.,, 2013).

D’un point de vue plus fondamental, ce travail ouvre despmatves pour la compréhension de la
meécanique et de la déformabilité cellulaire. En effet, tl@sssible d’envisager maintenant des meé-
canismes de déformations locaux qui ménent a la transnagreellulaire, un des stades clés de la
formation des métastases.
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