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Avant-propos

Ma thése s’est déroulée au sein du Laboratoire d’Optique et Biosciences (LOB), unité mixte
de recherche entre I’Ecole Polytechnique, le CNRS et 'INSERM. La philosophie générale du
laboratoire est de développer, au-dela des thématiques propres & chaque spécialité, des synergies
entre physique et biologie pour favoriser I’émergence de nouveaux concepts et outils, en particulier
pour la compréhension du fonctionnement du vivant, des tissus jusqu’a la molécule unique.

Le présent manuscrit est composé de 5 chapitres successifs, correspondant a 5 étapes structu-
rant le travail réalisé. La démarche adoptée est celle du développement d’un outil pour la biologie,
a partir d’une technique physique particuliére. Notre problématique se situe donc & 'interface
de la Physique et de la Biologie, dans la volonté de faire bénéficier la seconde des apports de la
premiére.

A chaque chapitre correspond une question et un objectif principal :

— Chapitre 1 : Qu’est-ce que le térahertz, et pourquoi cherchons-nous ici a I’ap-
pliquer au vivant ?
Ce chapitre permet une introduction au domaine térahertz, de ses premiéres applications & son
entrée récente dans les domaines de la biologie et du biomédical. Il nous permet de contextualiser
et in fine d’expliciter nos motivations exploratoires -ce qui nous incite & sonder et imager des
cellules vivantes avec un rayonnement térahertz.
— Chapitre 2 : Par quelle méthode d’imagerie pouvons-nous sonder au mieux des
objets biologiques ?
Pour répondre & cette question, nous envisageons différentes géométries d’imagerie et les com-
parons par une approche théorique, dans le cas d’échantillons biologiques. Le déroulement du
chapitre permet de démontrer que la géométrie en réflexion interne totale atténuée (ATR) choisie
est idéale pour sonder des cellules en conditions physiologiques. Cette démonstration théorique
débouche sur la description du montage expérimental utilisé par la suite.
— Chapitre 3 : Quelles images obtenons-nous expérimentalement ? Quelle est I’ori-
gine biologique du contraste sur ces images térahertz de cellules vivantes?
Sont exposées dans ce chapitre la réalisation expérimentale d’images térahertz présentant un
contraste entre intérieur et extérieur des cellules, puis la démarche expérimentale pour com-
prendre l'origine d’un tel contraste. Nous arrivons ainsi a démontrer la sensibilité du térahertz a
la composition protéique des cellules.
— Chapitre 4 : Comment expliquer spectroscopiquement les mécanismes d’un tel
contraste ?
Pour répondre a cette question, nous développons un modéle théorique, qui se révéle pertinent

pour décrire les variations du contraste térahertz en fonction de la taille des protéines et de leur
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concentration. Ceci nous permet d’affiner notre compréhension de I'information apportée par le
contraste térahertz sur la concentration protéique ; ses avantages et ses limites. Dépassant ensuite
complétement le cadre de I’étude du contraste, nous proposons une méthode générale déterminant
les propriétés spectroscopiques complétes de solutions de protéines, peptides et acides-aminés.
Cette méthode atypique ne se repose pas sur des acquisitions spectroscopiques longues classiques,
mais sur des données rapidement acquises ajustées a notre modéle théorique. Nous en tirons profit
pour extraire des informations spectroscopiques inédites.

— Chapitre 5 : Quel outil pour la biologie peut-on proposer a partir du suivi de

ce contraste térahertz ?

A partir du contraste indiquant la concentration protéique intracellulaire, nous proposons un
outil de suivi des échanges de protéines entre intérieur et extérieur des cellules. Plus précisément,
il s’agit de proposer un outil de quantification de la perméabilisation cellulaire. Nous soulignons
I'utilité d’une telle quantification en biclogie et mettons en avant les avantages de cet outil téra-
hertz comparativement aux tests classiquement utilisés. Nous appliquons ensuite notre méthode
térahertz a des perméabilisations chimiques et électriques, pour montrer ’éventail des possibilités

offert par ce nouvel outil.

Ainsi, le déroulement des chapitres permet successivement de contextualiser notre travail,
expliciter les choix instrumentaux, caractériser 'information obtenue expérimentalement, en af-
finer ses propriétés puis proposer une utilisation de cette information pour I’étude de phénoménes
biologiques. Notons que si la Physique bénéficie & la Biologie, I'inverse est vrai aussi ici quand les
contraintes d’acquisitions rapides imposées par la Biologie permettent le développement d’une

démarche atypique pour obtenir des renseignements spectroscopiques.
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Chapitre 1. Introduction

L’objet de ce chapitre est de donner au lecteur un apercu du domaine térahertz, pour lui
permettre de comprendre les motivations sous-jacente & notre travail dans les chapitres suivants.
Aprés une illustration des propriétés générales du domaine térahertz en section 1.1, nous suivrons
par ordre chronologique I'apparition successive des différentes applications, en soulignant leur
logique d’émergence liée aux propriétés et verrous technologiques progressivement levés. Nous
aboutirons en section 1.3 sur des études utilisant le rayonnement térahertz en biochimie, biologie
et biomédical. Les résultats enthousiasmants de ces études nous permettront d’expliciter nos

propres motivations exploratoires en section 1.4.

1.1 Propriétés générales du domaine térahertz

La gamme d’onde térahertz est située entre l'infrarouge (domaine de l'optique) et les micro-
ondes (domaine de la radioélectricité). Le téra-hertz correspond & 10'2? hertz dans le systéme
d’unité international, mais aussi aux « ondes monstres » de par sa racine grecque teras. Sa situa-
tion intermédiaire entre ces deux domaines I’a rendue difficile d’accés pendant de longues années,
les techniques de chacun des domaines y atteignant leurs limites respectives. Cette difficulté lui
a longtemps valu la dénomination de « fossé térahertz » (terahertz gap, en anglais). Bien que la
définition exacte soit sujette a discussion, la gamme térahertz est usuellement délimitée par les

bornes suivantes :

[0,1; 10] THz <= [0,41; 41,3] meV <= [0,03; 3] mm <= [0,1; 10] ps

Des longueurs d’ondes si importantes, comparativement au reste du domaine optique, lui
valent peut-étre bien cette qualification de ’monstre’. On retrouve parfois les ondes térahertz
sous 'appellation de « rayons T », d’ondes submillimétriques ou encore d’infrarouge lointain
(FIR en anglais) selon le domaine. En astronomie on les retrouve méme décrites encore comme
« micro-ondes », car les propriétés d’intérét du térahertz pour 'astronomie sont en continuité
de celles du domaine micro-ondes (signatures moléculaires des gaz). De par leur basse énergie
(ordre de quelques milliélectronvolts pour le centre de la gamme), les ondes térahertz sont non-
ionisantes. Leur longueur d’onde, supérieure & l'infrarouge, assure des pertes plus faibles par
diffusion dans les échantillons, c’est & dire une profondeur de pénétration trés intéressante.

Alors que la spectroscopie infrarouge classique va permettre d’interroger les modes de vi-
bration des liaisons chimiques (liaisons fortes), avec la longueur d’onde croissante (fréquence
décroissante) ce sont des modes vibrationnels collectifs et rotationnels de plus grande amplitude
que le térahertz excite. Les modes concernés et leur plage d’activité sont détaillés en figure 1.1.

On retrouve les rotations moléculaire dans les gaz, conférant des signatures spectrales spé-
cifiques dans les gammes térahertz et microondes. Les vibrations de phonons, les événements
de déformations a I’échelle de la molécule entiére et les vibrations de liaisons faibles sont eux
spécifiques & la gamme térahertz. Les liaisons faibles sont des interactions électrostatiques. Ce
sont les liaisons de Van de Waals et les liaisons hydrogenes [2, 3]. Elles correspondent & des
interactions intramoléculaires permettant de maintenir des structures complexes, par exemple

dans les repliements d’une protéine, mais aussi intermoléculaires, par exemple l'interaction d’un

12



Chapitre 1. Introduction
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Figure 1.1 — Modes moléculaires et leur activité dans la gamme térahertz. Adapté de [1].

anticorps et sa cible. Le rayonnement térahertz va donc fortement interagir avec les molécules
polaires, capables d’établir de telles liaisons faibles en conséquence de leur polarité.

L’exemple le plus marquant est ’eau liquide, mélange dense de molécules d’eau polaires in-
teragissant entre elles et avec leur solutés par liaisons faibles. Comme le rayonnement térahertz
correspond & leurs niveaux d’énergie, il sera absorbé de facon importante. Il suffit & un rayonne-
ment de 0.5 THz de traverser moins de 50 ym d’eau pure pour que son amplitude soit divisée par
2. Cette forte interaction avec ’eau est un point critique pour le développement des applications
térahertz, et plus particuliérement pour celles dans le domaine biologique. Les échantillons bio-
logiques sont en effet particuliérement riches en eau, solvant universel du vivant ; nous sommes
composés de 50 & 70 % d’eau! Méme dans le cas d'une simple vapeur d’eau, comme dans notre at-
mospheére, I’atténuation restera forte et les pics d’absorption de I’eau seront visibles sur le spectre
du rayonnement térahertz : point génant pour les applications en télécommunications, détection
des rayonnements venant de l’espace, ou simplement pour tous les systémes & air ambiant en
laboratoire.

Cette contrainte importante liée & 1’eau, ajoutée a 'apparition tardive des technologies d’émis-

sion et de détection, a structuré I'avancement du domaine térahertz.
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1.2 L’émergence des différentes applications en térahertz

Dans cette section, nous déroulerons chronologiquement les étapes marquantes de dévelop-
pement du domaine térahertz. Ces étapes correspondent a I’ouverture de nouveaux champs d’in-
vestigation, souvent liée & un développement technologique. Pour chacun de ces champs nous
développerons les études précurseuses, les motivations générales et quelques exemples d’applica-
tions actuelles. Nous irons de ’astronomie jusqu’aux toutes premiéres applications en biologie,
domaine atteint le plus récemment. La section suivante donnera un état des lieux plus développé

du térahertz en biologie, cadre de ce travail de thése.

1.2.1 L’astronomie

L’astronomie a été le premier moteur du développement des techniques térahertz, et corres-
pond encore & une partie importante de la recherche dans ce milieu [4]. Les motivations y sont
trés fortes, car les images et mesures térahertz dévoilent des informations capitales sur I’Univers.
Les mesures du fond diffus cosmologique, apercu de I'Univers peu aprés le Big Bang, se font
autour du pic d’intensité du rayonnement, entre 0.1 et 0.2 THz. Les gaz légers & basse pression
possédent des lignes d’absorption spécifiques dans le bas de la gamme térahertz. Par ailleurs,
les galaxies les plus lointaines dont I’émission a été déplacée vers le rouge, jusqu’au domaine
térahertz, servent de point de mesure de I'état et de la composition de "Univers primitif. La
région térahertz fourmille donc de renseignements sur 'origine, I’évolution, ’environnement, la

composition chimique de divers corps stellaires, planétaires ou galactiques.

Figure 1.2 — Représentation de la voute céleste vue dans le visible avec en superposition une
bande de ciel observée par Planck. Les fausses couleurs représentent les fluctuations de tempé-
rature du fond diffus cosmologique [5].

Suivant ces motivations, de nombreuses expériences ont permis de « voir » 'univers en té-
rahertz, depuis des stations d’observation terrestre (de haute altitude) jusqu’aux satellites. Les
premiéres missions ont été lancées par 1’Union Soviétique avec Kosmos 669 (1974) et Salyut 6
(1978), rattrapée par les USA (NASA) une dizaine d’année plus tard avec notamment IRAS
(1983) et COBE (1989), les plus connues du public et dont les données récoltées apportent en-
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core de nouvelles découvertes. Alors que la détection bolométrique s’améliorait, de nombreuses
autres missions ont vu le jour. Notons les deux réalisations les plus récentes et médiatisées :
Pinstrument MIRO (0.2 et 0.6 THz) a bord de la mission Rosetta qui sonde l'activité cométaire,
et la mission Européenne Planck (2009, 30-70 GHz et 0.1-0.85 THz) qui a fourni la cartographie

du fond diffus cosmologique la plus fine a ce jour (voir figure 1.2).

1.2.2 Les premiéres sources de laboratoire et les sources actuelles

Alors que l'astronomie n’a besoin que de détecteurs, les expériences en laboratoire néces-
sitent aussi une source. Les premiéres, de type corps noir (source Globar, lampes & mercure), ne
dépassant pas I’échelle du picowatt, ont permis des études pionniéres dés les années 1900, mais
extrémement fastidieuses et restreintes [6].

Au début des années 70, plusieurs groupes démontrent la faisabilité d’émission en infra-
rouge lointain par mélange de fréquences dans des cristaux non linéaires [7-10], jetant les toutes
premiéres bases des méthodes actuelles de mélange de fréquences (DFG, Difference-Frequency
Generation en anglais), d’amplification paramétrique et de rectification optique (OR, Optical
Rectification). Mais la recherche en térahertz ne devient réellement attractive qu’avec la pre-
miére proposition d’une source pulsée de laboratoire, fonctionnant a température ambiante :
les antennes photoconductives (PCA en anglais). Celles-ci, d’abord proposées en gigahertz [11],
atteignent le domaine térahertz grace aux groupes d’Auston [12,13] et Grischkowsky [14-16] a
la toute fin des années 80. Presque simultanément la méthode de redressement optique (OR)
est réalisée expérimentalement par le groupe de Zhang [17]. Ces deux méthodes sont jusqu’a
aujourd’hui les plus utilisées, véritables catalyseurs pour ’expansion du domaine de recherche

térahertz.
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4-DFG: S5-opically pumped laser; 6-QCL; 7- p-Ge-laser.

Figure 1.3 — Principales méthodes actuelles de génération de térahertz, selon la puissance fournie
et les fréquences obtenables. Issu de [18].

La figure 1.3 présente les méthodes de génération térahertz les plus courantes & ce jour.
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A plus basse puissance, on retrouve les méthodes de génération sous forme pulsée. Ces

sources reposent sur une génération a partir d’une source femtoseconde :

— les antennes photoconductives (PCA, 1) sont composées de matériaux semi-conducteurs
& temps de réponse trés rapide, éclairés par le laser femtoseconde. L’impulsion optique
incidente induit un courant transitoire. Les charges créées, accélérées puis réabsorbées
émettent un rayonnement transitoire : une impulsion au spectre térahertz.

— le redressement optique (OR, 2) repose sur la perturbation du nuage électronique dans des
cristaux, via des effets d’optique non-linéaire. Cette perturbation polarise transitoirement
le cristal. La variation de polarisation rayonne un champs électromagnétique sous forme
pulsée, au spectre térahertz.

Ces sources permettent un spectre large en térahertz, jusqu’a la dizaine de térahertz, mais des
puissances trés basses. Elles sont dites optoélectroniques de par le mélange des deux domaines.

D’autres sources permettent d’obtenir un rayonnement continu, de puissance iden-

tique ou supérieure :

— les sources par conversion de fréquence vers le bas (3, 4). La génération de différence de
frequence (DFG, Difference-Frequency Generation) est la plus répandue. Deux faisceaux
de fréquences différentes se combinent dans un cristal hautement non linéaire ; la fréquence
de sortie sera la différence entre les deux fréquences d’entrée. Le gain térahertz étant
dépendant de la susceptibilité non linéaire de second ordre du cristal, la fréquence obtenue
est réglable par modification des fréquences des faisceaux incidents.

— les lasers moléculaires pompés optiquement (5). Nous avons vu que les rotations molécu-
laires de molécules sous forme de gaz correspondaient & des niveaux d’énergie de 'ordre du
térahertz (figure 1.1). En utilisant un faisceau optique de haute puissance comme pompe,
on peut exciter un gaz spécifique, qui réémettra aux fréquences correspondant a ses ni-
veaux discrets de transitions rotationnelles. La précision spectrale est bonne, la puissance
intéressante, mais le choix des fréquences est gouverné par le gaz utilisé.

— les lasers a cascade quantique (QCL, Quantum Cascade Laser, 6), plus récents et trés
prometteurs. Dans un laser QCL, les électrons font des transitions entre des états liés,
créés par des confinements quantiques dans des couches alternées ultraminces de maté-
riaux semi-conducteurs. Du fait de I’état de confinement quantique, ’électron ne peut
passer d’un état d’énergie & 'autre que par pas discrets, en émettant des photons. Par
application d’une tension extérieure, la structure de potentiel obtenue forme « un esca-
lier ». Les électrons descendent alors en cascade, émettant un photon & chaque « marche »
de l'escalier. Dans des conditions trés finement contrdlées, il est possible d’obtenir 1'effet
laser [19].

— les lasers p-Germanium, les plus puissants (7).

— les sources a électrons libres BWO (Backward Wave Oscillator) , parfois appelées carcino-
tron en Francais du nom du modéle commercialisé par la société Thalés. Il faut plusieurs
BWO et des multiplicateurs de fréquence pour dépasser les quelques centaines de giga-
hertz.

— des sources & base de diodes utilisées en radiofréquences ont aussi pu atteindre le bas

de la gamme térahertz. Citons ici les multiplexeurs & diodes Schottky, qui réalisent une
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multiplication de fréquence & partir des microondes typiquement jusqu’a 0,1 THz et moins
de 100 mW. Des montages & base de diodes a effet de transit (diodes Gunn, IMPATT,
RTD...) et de transistors ultrarapides ont aussi été proposés. Ces technologies supplantent
lentement les BWO, bien que moins puissantes, de par leur compacité et leur simplicité
d’emploi.

— enfin, des sources moins classiques permettent d’atteindre des puissances supérieures,
jusqu’a quelques kilowatts. Ce sont les lasers & électrons libres ou les sources synchrotron.
Ces deux méthodes requiérent un accélérateur de faisceau d’électrons, dont la trajectoire
va étre infléchie par des champs magnétiques intenses, générant un rayonnement térahertz.
Ces sources sont plus rares, bien plus coiiteuses et plus volumineuses.

En terme de détection, on peut réaliser soit une détection cohérente, résolue en temps et
utilisée pour détecter les émissions pulsées, soit une détection incohérente, mesurant l'intensité
des émissions pulsées ou continues. La détection cohérente est la plus couramment employée avec
des antennes ou des cristaux non linéaires, suivant les mémes principes que I’émission par PCA ou
OR. Les détections incohérentes sont réalisées le plus souvent a partir de détecteurs thermiques,
c’est & dire reposant sur la détection de I’échauffement créé par le rayonnement térahertz incident
absorbé. On retrouve dans ces détecteurs thermiques :

— les bolométres, constitués d’une plaque absorbante et d’un corps de référence a tempéra-
ture constante, entre lesquels la différence est relevée par une thermopile. Les bolométres
les plus performants, notamment ceux utilisés en astronomie, nécessitent des refroidisse-
ments cryogéniques.

— les cellules de Golay, dans lesquelles un gaz dans un volume clos absorbe le térahertz.
L’échauffement en provoque la dilatation, détectée par la déformation d’une membrane.

— les détecteurs pyro-électriques, basés sur un matériau présentant une (trés faible) tension
a ses bornes lorsqu’il est échauffé par absorption du rayonnement.

En émission continue comme en détection, des photodiodes et des transistors sont parfois aussi
proposés. Leurs dimensionnements différent des photodiodes et transistors classiques ; leur gamme
de fréquence est trés basse, limitée par la rapidité de réponse de ces éléments initialement dé-
veloppés pour des radiofréquences. De récents efforts ont permis de démontrer la possibilité

d’atteindre des fréquences de coupure jusqu’au térahertz, mais ils restent marginaux.

1.2.3 La spectroscopie des solides et ses applications

Malgré quelques travaux précurseurs, les applications spectroscopiques térahertz n’ont réel-
lement émergé qu’avec ’apparition des sources pulsées. Dés lors, différents matériaux ont été
explorés, et plusieurs tendances d’études se sont dégagées.

Les études de semi-conducteurs et matériaux diélectriques ont été les premiéres
applications spectroscopiques. Le groupe de Grischkowsky a montré dés le début des années
90 que les sources pulsées qu’ils avaient eux-mémes proposées permettaient de résoudre des
dynamiques des porteurs de charge dans les semi-conducteurs [15,20,21]. De tels renseignements
sont accessibles en térahertz grace & des signatures spectrales spécifiques en térahertz de quasi-
particules chargées (électrons « libres », trous, polarons, exciton...) c’est a dire les électrons et

les trous mobiles au sein du semi-conducteur, dans plusieurs de leurs états possibles. Ce champs
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de recherche est toujours actif, appliqué aux semi-conducteurs, mais aussi aux supraconducteurs
et plus récemment aux structures et nanostructures semi-conductrices [22].

Au cours des années 90, la spectroscopie térahertz sort du monde de la physique des semi-
conducteurs. La recherche de signatures spectrales spécifiques pour divers composés solides
est motivée par des applications potentielles dans la reconnaissance d’éléments chimiques
(drogues, explosifs, médicaments...), pour le domaine de la défense [23] et celui de I'industrie
pharmaceutique [24] en premier lieu.

Mettant a profit la relative transparence des tissus, papiers, cartons et autres emballages
secs non métalliques, un effort important a été initié au Japon quand & la reconnaissance de
poudres illicites ou dangereuses dans des enveloppes postales. Une illustration des possibilités est
montrée en figure 1.4. Ces systémes, proposés au début des années 2000 [25] et en perpétuelle
ameélioration [26] sont encore trop lents pour permettre une analyse de toutes les enveloppes
(plusieurs minutes par enveloppe). Cependant, les prototypes semblent prometteurs; la limite

est technologique sur I’émission et la détection.
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Figure 1.4 — Exemple d’application de la spectroscopie térahertz (entre 1 et 2 THz) a la détection
non destructive de produits chimiques dans le courrier. Extrait de [25].

Dans l'industrie pharmaceutique, le térahertz s’est illustré par des travaux sur l'identification
de défauts dans les gélules ou cachets, mais aussi la distinction de différentes petites molécules
isoformes [24]. Un grand nombre de molécules a été exploré, toujours sous formes séches, et
la possibilité de distinguer les composés selon leurs différentes absorbances est démontrée. La
caractérisation des films d’enrobage (épaisseur, qualité, granularité, défauts...) est également trés
étudiée, en réponse & un réel besoin de suivi qualité sur les chaines de production. En figure 1.5
est donné un exemple de tomographie sur une pastille simple.

I’énorme potentiel de tels systémes est, & nouveau, limité pour le moment par les temps
nécessaires d’acquisition. L’amélioration des sources et des détecteurs sera un point capital pour
la réalisation de ces solutions dans le domaine industriel.

D’autres types de controles non destructifs ont été proposés, mettant toujours a profit la
relative transparence des milieux diélectriques non polaires et non métalliques. Dans le domaine
de ’art, des renseignements sur les pigments utilisés ou les préparations et composition de diffé-

rentes couches de I'ceuvre ont pu étre donnés [28-30]. Dans I'industrie des polyméres, le térahertz

18



Chapitre 1. Introduction

Figure 1.5 — I’enrobage d’une pastille reconstruit en 3D. Les fausses couleurs donnent 1’épaisseur
de cet enrobage (entre 100 et 180 wm); les échelles sont en millimétre. On peut voir un défaut
sur la surface supérieure, et un enrobage plus fin sur le contour que sur les deux faces opposées.
L’acquisition totale pour cette image demande environ 45 minutes. Extrait de [27].

permet un controle qualité des procédés et produits (PVC, joints en polyéthyléne...) [31].
D’autres applications encore mettent & profit la sensibilité du rayonnement térahertz a la
présence d’eau dans des produits ou elle est peu désirable : par exemple dans les controles

qualité de plastiques et composites [31], ou encore dans des gaufrettes [32].

1.2.4 La spectroscopie de biomolécules et les débuts des études
biomédicales

Les études spectroscopiques ont atteint le domaine des biomolécules et des tissus biologiques
autour des années 2000, malgré quelques travaux antécédents (surtout sur cristaux de molécules)
[33].

La spectroscopie des biomolécules présente un intérét tout particulier en térahertz . En
effet, celles-ci sont (au naturel) dissoutes dans les milieux aqueux biologiques, et forment souvent
des structures complexes par repliements, interactions de sous-unités, etc. Pour ce faire, elles
établissent des liaisons faibles avec leur solvant (I’eau) mais aussi dans leur structure méme pour
maintenir leur intégrité. Or, comme nous l’avons vu en section 1.1, figure 1.1, ces interactions
faibles et les modes intramoléculaires coincident avec les fréquences térahertz. Par ailleurs, des
modes vibrationnels collectifs des molécules sont aussi attendus en de¢a d’l THz [34, 35]. On
s’attend donc & ce que les modifications de conformation, d’état d’hydratation, etc., induisent
des modifications dans le spectre térahertz.

L’application de la spectroscopie térahertz aux biomolécules émerge réellement en 2000, avec
une publication de Markelz et al. sur 'albumine, le collagéne et ’ADN [36]. Dans ce travail
est décrit un comportement spectroscopique des protéines sans signature spectrale, par la suite
confirmé par de nombreuses études en deca de 3 THz au moins [3,37]. Seuls certains acides-
aminés et sucres semblent montrer des pics d’absorbance caractéristiques [38]. L’interprétation
générale est que les molécules de grande taille ont des modes denses, se recouvrant mutuelle-
ment [37]. Il est progressivement démontré que méme en absence de signatures spectrales, les

études spectroscopiques dans cette région permettent de distinguer des protéines de forme na-
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tive de leur forme dénaturée, de plusieurs de leurs conformations fonctionnelles [39,40], ou de
leurs formes mutées [39]. Par exemple, les formes réduites et oxydées du cytochrome ¢ peuvent
étre distinguées spectroscopiquement par un net changement d’absorbance entre 1’état réduit
et oxydé [41]. La bacteriorhodopsine est également un cas intéressant : cette molécule d’origine
bactérienne se conduit comme une pompe & protons activée par la lumiére. En 'extrayant et
I’exposant ou non & une illumination, il a été démontré une augmentation de l’absorbance de la
forme photoactivée comparativement & la forme inactive (non illuminée) [40]. Ces modifications
d’absorbance sont montrées en figure 1.6, ainsi que la dépendance & la température attendue
du fait de la modification de I’agitation moléculaire générale. Pour 'ADN, des travaux récents
démontrent également la possibilité de distinguer un changement d’une seule base (plus petite

mutation génétique possible) dans une séquence courte [42].
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Figure 1.6 — Illustration de la dépendance de ’absorbance entre 0.1 et 1.5 THz & la conformation
fonctionnelle (vert clair contre violet) ou la température (vert clair contre vert sombre) d’un film
de bacteriorhodopsine purifiée. Tiré de [3].

Ces études portent toutes sur des échantillons lyophilisés, cristallins, en poudre compressée ou
en film fin. Au-dela des difficultés techniques liées a la réalisation de telles préparations, le grand
probléme est que ces études se font dans des conditions non hydratées, non physiologiques. Or la
solvatation est capitale pour la conformation d’une molécule et la réalisation de sa fonction. On
voudrait donc accéder aux renseignements spectroscopiques des biomolécules quand elles sont
dans leur état physiologique, sachant que leur solvant va avoir une importante influence sur leur
état. Mais ’eau liquide, solvant polaire, posséde une profusion de modes actifs dans le domaine
térahertz. Leurs participations spectroscopiques vont en grande partie « cacher » celles des mo-
lécules dissoutes. Des équipes ont proposé d’étudier des solutions gelées (Terahertz Freeze-Out
Spectroscopy), diminuant ’absorbance en réduisant les mouvements de 'eau et des molécules.
Elles ont pu en tirer des renseignements intéressants [43,44| mais reposant intrinséquement sur
I’altération du comportement des molécules. On ne peut pas, par ailleurs, essayer de simplement

soustraire la grande participation de I’eau en prenant ses valeurs brutes (eau pure), car les pro-
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priétés spectroscopiques de ’eau ne vont pas rester homogénes dans la solution. En effet, les
modes de vibration de I'eau vont étre modifiés dans le voisinage de la molécule dissoute.

Les études spectroscopiques de biomolécules en solution ne vont donc pas pouvoir
donner forcément accés & des renseignements de méme nature que celles sur biomolécules & hy-
dratation nulle ou trés faible. Nous verrons en chapitre 5 que plusieurs équipes ont démontré a
partir de 2006 [45-47] la possibilité d’explorer les effets de solvatation. Cette approche de spec-
troscopie en solution a permis au cours des dix derniéres années d’accéder a des renseignements
tels que ’épaisseur de la couche d’hydratation autour des molécules. Par exemple, Shiraga et al.
ont démontré pouvoir accéder aux nombres de molécules d’eau impliquées dans la couche d’hy-
dratation autour de différents sucres, et ont corrélé I’état d’hydratation aux nombres de groupes
hydroxyles et a I'état stérique des molécules [48,49].

La spectroscopie des tissus a quand a elle débutée a la fin des années 90 avec les travaux de
Mittleman, et de Fitzgerald, Berry et Chamberlain. Ceux-ci ont exploré plusieurs types de tissus
(gras, muscle, peau...), suggéré des explications quant aux variations d’indice observées [50] et
proposé un catalogue de données spectroscopiques [51,52] . La peau a été le premier tissu exploreé,
in vivo comme in vitro, grace & sa facilité d’accés et a la possibilité d’imager en réflexion sans
perdre trop de signal [53]. En synergie avec ces travaux de caractérisation, la premiére preuve
de principe d’une application biomédicale est proposée par Woodward, Pepper, Wallace et al.,
qui montrent la distinction possible d’un carcinome de la peau qui 'entoure [54] ou encore entre
une peau saine ou brulée. Ces résultats historiques ont ouvert un pan entier de la recherche

biomédicale en térahertz, exposé plus loin en section 1.3.

1.2.5 Résumé

Succinctement, on peut donc comprendre le développement du domaine de recherche térahertz
par les contraintes fortes liées aux technologies et & ses caractéristiques particuliéres vis & vis
de l'eau. Le premier domaine d’application a été 'astronomie, o seuls des détecteurs étaient
nécessaires, pour accéder aux renseignements passionnants cachés dans les émissions térahertz
spontanées de 1’Univers. Le domaine de la spectroscopie en laboratoire a été ouvert grice au
bond technologique représenté par les nouvelles sources pulsées en 1989-1990. A compter de
ce moment, I’étude des objets non hydratés explose, tant par nécessité exploratoire que déja
pour des applications dans le domaine des semi-conducteurs, des polymeéres, de la défense....
Cependant, de par la trés forte absorbance de I’eau en térahertz et du retard technologique du
domaine, les investigations spectroscopiques des biomolécules et objets biologiques ne débutent
réellement que 10 ans apreés, et encore bien souvent sur des objets entiérement ou partiellement
déshydratés. A ’heure actuelle un effort d’investigation des échantillons hydratés est réalisé, et
I’amélioration des sources permet progressivement de rendre la perte de signal due a [’eau moins
critique. L’état, la présence et la quantité d’eau est a la fois source de renseignements et obstacle

au développement des méthodes : la médaille et son revers.
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1.3 Le térahertz pour la biologie et le biomédical

Dans cette section est donné un apercu de la recherche biomédicale actuelle dans le domaine
térahertz. Ceci nous permet de contextualiser les motivations exploratoires de ce travail de thése,

exposées dans la section 1.4 qui suivra.

1.3.1 L’imagerie biomédicale

L’imagerie biomédicale est le premier champs d’application du térahertz en biologie, avec
un essor impressionnant au cours des dix derniéres années. Ces études utilisent le plus souvent
le contraste intrinséque des tissus en lumiére térahertz. Ce contraste intrinséque viendrait de
Pinhomogénéité de répartition de eau (a laquelle le térahertz est si sensible), mais aussi, dans
une moindre mesure, de différences structurelles [55], bien que ce phénoméne ne soit pas encore
complétement compris.

L’imagerie et la discrimination de tissus cancéreux est le principal axe de recherche
[38,56], et ce depuis les démonstrations de principe au début des années 2000 évoquées en sous-
section 1.2.4. Une grande partie est encore en phase de tests ex vivo, avec un effort général de
comparaison et valorisation des techniques térahertz comparativement a la référence que sont
les coupes histopathologiques. Les études ex vivo se font encore trés souvent sur échantillons
gelés [57,58], en moindre nombre fixés [59] ou inclus dans de la paraffine [59,60]| pour surmonter les
effets de forte absorption par ’eau. La plupart des systémes utilisent une géométrie de réflexion,
et sont capables de distinguer entre le gras, les zones saines et les zones tumorales, avec des
résolutions de l'ordre du 50 & 500 um. Les images en amplitude simple sont utilisées, mais de
nettes améliorations en résolution ont été atteinte en contraste de phase ou en champs proches.

Un bon exemple des capacités actuellement atteintes est montré en figure 1.7, ot les tissus
sains et le gras sont distingués des cellules d’un carcinome infiltrant, dans une coupe de tissu
mammaire (récupéré aprés mastectomie), avec une résolution proche de 100 ym [60]. En dehors
de la préparation des échantillons, les temps d’acquisitions sont encore le point noir de telles
techniques. Sur 'exemple pris en figure 1.7, une acquisition produisant les trois images b a
d prend un quart d’heure, mais pour obtenir la résolution des agrandissements I’ensemble de
I'image demande prés de quatre heures d’acquisition. De récentes études ont par ailleurs montré
d’excellents résultats sur tissus fraichement excisés [61-63], et de premiers essais (encore tres
invasifs) ont été réalisés in vivo sur des souris [64].

Un domaine a également récemment émergé : le suivi de briilures de la peau. Le bon
contraste obtenu et la facilité d’accés a la peau ont permis une étude prometteuse in vivo chez le
rat [65], aprés de nombreuses études ez vivo et in vivo de la peau « normale » [53,66]. Ce champs
est particuliérement stimulé par I’absence a ce jour d’outils de diagnostic non invasifs de la gravité
des brilures de la peau, ou de suivi de I’évolution de la cicatrisation. D’autres applications liées
a la peau ont été proposées, comme le suivi de diffusion de drogue aprés application cutanée [67]
ou la visualisation de la vascularisation [68].

Plus marginalement, de la tomographie sur des os humains [69] ou encore de I'imagerie ex

vivo de cartilage [70] et de foie cirrhosé [55] ont été réalisées.
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Figure 1.7 — Coupe histopathologique (a) et images térahertz en réflexion, en amplitude du signal
large bande (b) ou pour des fréquences précises (c,d), de tissu mammaire. Les zones de tissu sain
(gras -fatty- et tissus fibroglandulaire -fibro-) présentent un contraste intrinséque entre eux et
relativement aux zones cancéreuses (IDC, Infiltrating Ductal Carcinoma). Des agrandissements
sont effectués sur les bordures entre différentes zones (1-4) pour montrer la bonne corrélation
entre le contraste térahertz (méme contraste qu’en c¢) et I'image histopathologique. Depuis [60].

1.3.2 La détection de biomolécules, microorganismes et cellules

La sensibilité du rayonnement térahertz & 1’eau et ses solutés a permis plusieurs preuves de
concept de biocapteurs dédiés a la détection de biomolécules ou de microorganismes sans aucun
marquage. Des détections d’ADN en solution ont pu étre réalisées & des concentrations de 0.1
mg/L dans des volumes de 10 uL [71]. Beaucoup de développements actuels reposent sur une
amélioration de la sensibilité grace a des structures résonnantes, sensibles & la concentration ou
a Phybridation d’ADN ou d’ARN [72,73|. La détection de sucres dans des sodas ou d’autres
solutions [74], mais aussi la détection et quantification de globules rouges ouvrent de potentielles
applications pour ’étude du sang non préparé [75,76].

La détection peut aussi étre utiliste dans le cas de liaisons d’agents a détecter (molécule,
organisme) avec une surface fonctionnalisée (anticorps spécifiques). Ce principe a permis a la
détection de microorganismes (bactéries, champignons) de passer d’études basées sur des solu-
tions trés concentrées |77|, voire des dépots séchés [78], a de la détection en solution a faible
concentration [79,80].

En figure 1.8 on voit un principe de fonctionnement d’une telle détection, basée sur la mo-
dification du pic d’absorbance d’'un capteur & base de métamatériau, fonctionnalisé avec un
anticorps fixant la bactérie E. Coli. La détection est plus sensible, mais aussi potentiellement
trés spécifique selon le choix de la fonctionnalisation. Ce domaine encore & ses débuts semble
trés prometteur, bien que les seuils de détection soient encore trop élevés pour une application

immediate de tels prototypes. En effet, le seuil de détection reste de l'ordre de 104 ufc/mlt au

1. ufc signifie unité formant colonie. La solution contaminée est grandement diluée, puis un volume connu est
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Figure 1.8 — Schéma de principe (a) et exemple de signaux avec ou sans présence d’E. Coli dans
la structure centrale du métamatériau (b). Extrait de [80].

mieux |79], & comparer aux 0 & une dizaine de ufc/ml donnant les limites actuelles de qualité de

Peau (potabilité, baignade..) selon arrété du 22 septembre 2008.

1.3.3 La caractérisation des états et formes cellulaires

Alors que leur détection est encore souvent un défi, quelques équipes ont démontreé la possibi-
lité de caractériser différents états des microorganismes ou cellules. Des études réalisant des carac-
térisations aprés préparation (séchage, concentration..) d’échantillons ont déja fourni des rensei-
gnements intéressants, par exemple le taux de bactéries tuées aprés traitements thermiques |78].
Cependant, ces études doivent idéalement étre menées en conditions physiologiques pour per-
mettre d’obtenir des renseignements sur la forme, la taille et la composition, qui soient précis
et d’intérét pour les biologistes, sans risque de dégradation par ces préparations. Travailler en
conditions physiologiques permettrait par ailleurs de valoriser la non-invasivité du térahertz et
de suivre des échantillons au fil du temps in vitro ou in vivo. De tels travaux sont trés rares dans
le domaine térahertz.

Une étude [81] a rapporté pour la premiére fois la caractérisation spectroscopique de différents
types cellulaires en conditions physiologiques, il y a deux ans. Ils démontraient une plus faible
absorbance des cellules que leur milieu extracellulaire, d’amplitude variant avec le type cellulaire.
L’hypothése avancée mais non prouvée est que certains types cellulaires étaient plus riches en
macromolécules, source supposée de contraste. Il avangaient également la possibilité de distinction
spectroscopique des cellules cancéreuses des cellules saines, mais selon des modalités encore trop
lourdes par rapport aux possibilités démontrées dans le domaine connexe des micro-ondes [82],
surtout du fait du retard technologique encore existant entre les deux domaines.

Une autre étude [83] a démontré la possibilité de caractériser des petits changements struc-
turels dans les cellules « en conditions physiologiques » (sic), non visibles au microscope ou par
mesure d’'impédance cellule-substrat. Cependant, cette étude illustre parfaitement 1’éternel pro-

bléme de ’absorption par ’eau et des solutions proposées inadaptées & I’'objet biologique. En effet,

étalé sur boite de Pétri. Aprés incubation les colonies observée a 1'ceil sont dénombrées, et on considére que chaque
colonie correspond & une bactérie initialement déposée. 1 ufc/ml est donc a priori égale & 1 bactérie/ml.
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les cellules étudiées sont vivantes et en conditions physiologiques... puis la surface de culture est

séchée & I’air libre pour ensuite étre pouvoir étre imagée a la verticale dans un montage térahertz
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Figure 1.9 — Reconstitution 3D de I’enveloppe d’un axone de verre de terre, et observation d’une
variation de son diamétre. Issu de [84].

Dans notre équipe, des preuves de principe ont été avancées, exposées en section 1.4. Une
d’entre elles concerne I’étude de I’état et de la forme cellulaire. La microscopie de champs proche
dans le domaine térahertz a été utilisée pour reconstituer le diametre d’un axone (figure 1.9), avec
ou sans action d’une neurotoxine et pour différentes températures [84]. Les résultats démontraient
une sensibilité de ’ordre du micrométre au diamétre de I’axone. L’étude était réalisée sur un axone
extrait (partie tubulaire du neurone) et non pas sur le neurone vivant, mais ’axone est connu en
électrophysiologie pour conserver ses propriétés longtemps aprés extraction. I.’axone était placé
entre lamelles de verre, baignant dans un milieu physiologique. Cette « préparation » permet une

étude simplifiée mais tendant vers des conditions de cellule vivante.

1.3.4 La question de l’invasivité : bilan actuel

La question de l'invasivité du rayonnement térahertz n’est pas récente; dés les années 70,
quelques études ont été réalisées malgré 'immaturité des sources térahertz. Les résultats déja
contradictoires laissaient augurer un vaste débat.

Il convient, comme dans toutes les gammes d’onde, de séparer les effets thermiques des effets
non-thermiques.

Les effets thermiques ont été rapportés par quelques publications, pour des tissus [85] ou
des cellules [86,87]. Ces effets apparaissent généralement pour des expositions a des rayonnements
térahertz de plus de 30 minutes & des irradiances d’a minima plusieurs dizaines de mW /cm?.
Les tissus et les cellules présentent alors des échauffements de plusieurs degrés, proportionnels
& la puissance, et montrent des réactions de stress, des changement de morphologies, jusqu’a
éventuellement la mort cellulaire. Le seuil d’endommagement thermique (ED50 : probabilité de
50% de dommages définitifs) est rapporté a 2 secondes & environ 7 W/cm? (0.1-1 THz) pour
de la peau de chamois [85] et plus de 20 secondes a 0.23 W/cm? (2.52 THz) pour des cellules
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humaines (Jurkat, lymphocytes T humains immortalisés) [86]. Ces données sont cohérentes avec
les modélisations classiques, et ne provoquent guére controverse ou inquiétude. Par comparaison,
les sources classiques utilisées en spectroscopie en laboratoire ne dépassent que difficilement le
microwatt, tout comme la plupart des instruments proposés commercialement [18].

La discussion devient plus délicate autour d’éventuels effets non-thermiques. La question
est : « Existe-t-il des effets des ondes térahertz pour des irradiances et des temps d’exposition
faibles, via d’autres mécanismes que ’échauffement global ? ». Plusieurs équipes ont proposé
des résultats différant grandement, dans un débat qui manque encore de sources et méthodes
standardisées.

A Péchelle de ’organisme, une petite douzaine d’études ont été réalisées a ce jour [88]. Toutes
signalent un effet du térahertz pour de faibles irradiances et de temps inférieurs & 3h. Les effets
signalés vont de la stimulation de la guérison de brulures [89] & l'induction de coagulation,
fibrinolyse et agrégation de plaquettes [90-93]. Cependant, il est impossible d’en tirer de réelles
conclusions pour le moment. Une seule étude & été réalisée sur ’'Homme, et elle n’apparait qu’en
revue de conférence il y a plus de 10 ans, sans suite. Les études sur rats et humains ont toutes été
menées par la méme équipe, sans répétition par une autre équipe a ce jour. Celles sur drosophiles
et plantes qui ne relévent a priori pas de ’effet thermique sont toutes antérieures aux années 90,
sans suite depuis.

C’est & D’échelle cellulaire que les données sont les plus nombreuses, mais aussi contradic-
toires. A partir des années 2000, de nombreux groupes se sont intéressés & ces éventuels effets
non-thermiques du térahertz. Le projet européen « Térahertz BRIDGE » (2001-2004) a initié
le mouvement, en rassemblant dix équipes autour d’expériences portant notamment sur l'effet
du térahertz sur des liposomes, cellules et ADN [?]. Elles concluaient a un effet certain sur la
perméabilité des liposomes. Malheureusement, aucune équipe n’a quantifié les variations de tem-
pératures durant exposition. Plus récemment, de rares études ont implémenté un suivi fin de la
température, et plus rarement encore de l'expression de génes spécifiques au stress thermique
(expression des Heat Shock Protein). Parmi celles-ci, trois signalent des effets de modulation
de la synthése protéique et/ou des effets génotoxiques au cours de la réplication cellulaire pour
des expositions de plusieurs heures & des rayonnements en dega de 2 mW /cm? [94-96]. Inverse-
ment, d’autres études montrent pour de mémes conditions d’exposition une absence total d’effets
(expression génétique, viabilité, état de ’ADN...) [97-101].

La réponse a ce débat demandera malheureusement un meilleur développement des outils
dosimétriques, une standardisation et un effort pour le développement d’études plus approfondies
sur le plan biologique. L’ordre de grandeur du mW /cm? n’est pas atteint par les deux types
de dispositifs de génération/détection les plus couramment utilisés (PCA et OR, 103 mW,
cf figure 1.3). Cependant, avec ’émergence des nouvelles sources (notamment les lasers QCL)
plus puissantes et leur probable future popularisation, ainsi que 'ouverture des applications en

biomédical, la question deviendra plus sensible et certainement plus largement étudiée.
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1.4 DMotivations exploratoires

Nous avons pu voir au cours de ce chapitre que 1’eau est encore souvent vue comme un
élément génant par son absorbance si importante. Cependant, si celle-ci est surmontée, le domaine
térahertz est riche en informations sur I’état de I’eau, modifié par ses conditions physico-chimiques
et surtout par la présence d’éléments dissous. Dans des objets biologiques, particuliérement riches
en eau, on peut s’attendre a ce que le rayonnement térahertz soit sensible aux concentrations de
molécules, et donc aux asymétries de répartition éventuelles de ces molécules, source de contraste
pour un dispositif d’imagerie térahertz. Une telle asymétrie perturbée peut donner accés a des
dynamiques d’échanges, par exemple entre intérieur et extérieur d’une cellule. Si la résolution
du dispositif d’imagerie est suffisant, 'asymétrie source de contraste permet aussi d’accéder aux
dimensions des objets, par exemple les dimensions d’une cellule.

Les démonstrations de principe précédentes dans I'équipe donnaient les ions comme
étant les molécules dont 1’asymétrie de répartition était source de contraste.

— sur un axone extrait, comme nous 'avons vu en 1.3.3, asymétrie de répartition des ions
de part et d’autre de la membrane et un systéme d’imagerie en champs proche ont permis
d’accéder a une information de dimensions (diameétre de 'axone) et a celle d’échanges
(eau, ions) lors de 'application d'une neurotoxine perturbant ’équilibre ionique. C’est
plus précisément 'asymétrie de répartition des ions potassium qui était majoritairement
source du contraste; & 1’état physiologique d’équilibre, ces ions sont quarante fois plus
concentrés & l'intérieur de ’axone qu’a l'extérieur. L’ion sodium posséde une répartition
inverse, mais absorbe beaucoup moins que lion potassium en solution : l'intérieur de
I’axone absorbe donc de fagon plus importante que son milieu physiologique environnant.

— un travail spectroscopique sous-jacent a été effectué pour démontrer 'importante absor-
bance de solutions de KCl comparativement & celles de NaCl, et de fagon plus générale
pour explorer la sensibilité du térahertz & un trés grand nombre d’ions.

— sur une fibre musculaire (auriculaire) extraite d’un coeur de grenouille et disposé dans un li-
quide physiologique, le méme montage de champs proche a permis de suivre la contraction
musculaire (spontanée). L’enregistrement des potentiels d’action générant cette contrac-
tion étaient acquis en paralléle. L’enregistrement térahertz avait une résolution de 10 ms;
la forme des signaux correspondaient bien aux dynamiques d’échanges ioniques connues,
sous-jacentes au potentiel d’action & la surface de la membrane de la cellule musculaire
cardiaque. Des événements normaux ou arythmiques ont pu étre distingués, comme exposé
en figure 1.10.

Dans la continuité de ces démonstrations de principe, notre objectif est de sonder
des cellules vivantes, en conditions physiologiques, en mettant a profit la non-invasivité du té-
rahertz (aux puissances que nous utilisons en tous les cas). Le contraste, a priori ionique, entre
intérieur et extérieur des cellules devrait nous permettre d’accéder aux dynamiques d’échanges
lors de perturbations telles que la perméabilisation transitoire des cellules. L’objectif initial &
long terme d’une telle étude était de suivre les brusques échanges ioniques au cours de I’électro-
perméabilisation de cellules. Mais comme nous ’avons vu en section 1.3.3, la simple détection
de ces cellules peut déja étre complexe, & la fois par 'absorbance importante de ’eau mais aussi

par leur petite taille (ordre de la dizaine de micromeétres). Les travaux précédents de I'équipe
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Figure 1.10 — Le signal térahertz, de forme proche du potentiel d’action (insert), pour une
contraction normale (courbe noire) ou une contraction arythmique (courbe rouge) [102].

portaient jusqu’a présent sur des objets de dimensions millimétriques en longueur et de diameétre
de l'ordre d’au moins une centaine de micrométres. Pour réaliser la détection des cellules, le
doctorant précédent a mis en place un nouveau montage d’imagerie en réflexion. Bien qu’il n’ai
pas eu le temps d’implémenter I’étude des cellules sur ce montage, il en avait démontré le bon

fonctionnement et les possibilités en imagerie de contraste de phase sur un objet métallique [103].

Mon travail de thése est exposé dans ce manuscrit suivant la logique du développement
d’un outil pour la biologie, de sa caractérisation théorique (chapitre 2), expérimentale (3 et 4)
jusqu’a son utilisation (5). Le chapitre 2 concernera la caractérisation théorique du montage
d’imagerie, afin de démontrer son adéquation pour l'étude des cellules vivantes. Le chapitre 3
concernera la démonstration expérimentale de sa capacité a détecter les cellules, ainsi qu’une
démonstration de l'origine du contraste permettant la discrimination des cellules de leur milieu
physiologique. Nous verrons que la source de contraste n’est pas majoritairement ionique, mais
créée par d’autres biomolécules. En chapitre 4 nous caractériserons plus finement ce contraste,
en explorant ses origines spectroscopiques. Une fois ses caractéristiques (sensibilité, spécificité...)
dégagées, nous en proposerons son application en chapitre 5, pour étudier différentes perturba-
tions appliquées aux cellules, notamment dans une étude des phénomeénes d’électroporation ou

encore de perméabilisation chimique.
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La réflexion interne totale atténuée
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Chapitre 2. La réflexion interne totale atténuée (ATR) en térahertz pour la biologie

Ce chapitre vise a expliciter les raisons du choix d’un montage en réflexion interne totale, pour
I’étude des objets biologiques, et plus spécifiquement pour notre cas d’étude de cellules vivantes.
Suivant les motivations détaillées en section 1.4, nous cherchons les parameétres théoriques d’un
montage apte & établir un contraste suffisant entre différents milieux biologiques proches - pour
in fine étudier les variations de composition de ceux-ci.

Le raisonnement suivi ira du cas général jusqu’au cas particulier. Nous verrons d’abord les
limitations des montages en géométrie de champs proche ou de transmission pour I’étude d’objets
biologiques, en section 2.1, qui nous ménera & favoriser la géométrie en réflexion. La section 2.2
consistera, aprés avoir dégagé les variations typiques d’indice entre différents objets biologiques,
A définir les paramétres de réflexion les plus intéressants pour obtenir le contraste voulu entre
eux. Ceci se fera grace & l'utilisation d’'un modéle théorique permettant de relier les variations
d’indices aux variations d’amplitude du signal attendu. Nous analyserons plus finement ces pa-
rameétres dans notre cas particulier de variation d’indice entre un liquide physiologique et des
cellules, pour aboutir & la caractérisation théorique du montage d’imagerie utilisé expérimenta-
lement. Enfin, en section 2.3 nous détaillerons le montage expérimental dans son ensemble. En
progressant du cas général jusqu’au cas spécifique de notre montage, ce chapitre permettra d’en
montrer les avantages concernant la sensibilité théorique obtenue. Il méne jusqu’au chapitre 3,
dans lequel le contraste térahertz entre cellules et milieu physiologique est démontré et étudié

expérimentalement.

2.1 Limites des géométries en champs proche et transmission

Les échantillons biologiques sont particuliérement riches en eau, solvant universel du vivant.
Or le térahertz est particulierement sensible & ’eau, comme nous 'avons vu au cours du chapitre
introductif (section 1.1). En termes spectroscopiques, les échantillons riches en eau ont de trés
importants coefficients d’absorption.

Nous définirons 'indice complexe par n = n — ik avec k = (20c)/w o o est le coefficient
d’absorption en intensité (double du coefficient d’absorption en amplitude), n Uindice réel et
o la pulsation. Quelques exemples d’indices sont indiqués dans le tableau 2.1, extraits de [51].
On retrouve un coefficient d’absorption variant, de facon attendue, avec la teneur en eau du
tissu. Cette perte de signal est le revers de la médaille pour une grande sensibilité & 'eau, et
indirectement & ses composés qui interagissent avec leur solvant. Notre attente principale est
justement de trouver, grace & la sensibilité du rayonnement térahertz a la présence de 'eau et
ses solutés, le plus important contraste entre des objets biologiques riches en biomolécules et une
référence qui en est dépourvue. Plus ce contraste est important, mieux nous pourrons suivre les
compositions des échantillons biologiques (et leur évolution éventuelle).

Dans ce cadre, imager des objets biologiques est parfois une gageure. On retrouve un grand
nombre d’études sur des échantillons déshydratés ou de trés faibles épaisseurs, comme vu au
cours du chapitre 1 (partie 1.2.4). Cependant, 1’étude d’objets biologiques doit tendre vers des
conditions plus physiologiques, plus réalistes. I.’adaptation du montage & 'objet biologique, et
non l'inverse, est alors la clef.

Parmi les techniques proposées en térahertz, 'imagerie en transmission parait adaptée uni-

quement & un nombre restreint d’objets, puisque leur épaisseur doit étre trés faible, et surtout
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’ @1 THz ‘ n (dev. standard) ‘ K ‘

Eau déionisée 2.04 (0.07) 0.525

Peau 1.69 (0.39) | 0.239
Tissu adipeux 1.58 (0.58) 0.239
Muscle strié 1.79 (0.54) 0.310

Tableau 2.1 — Indices de quelques tissus humains issus de |51].

trés contrdlée (a I’échelle du micrometre) pour des raisons de reproductibilité. On considére par-
fois la limite haute de 500 um d’épaisseur au-dela de laquelle I'utilisation d’une autre géométrie
est indispensable [104]. La profondeur de pénétration maximale détectable selon le bruit existant
sur le montage peut étre estimée par I’équation (2.1), a partir du rapport signal a bruit (RSB).
Dans le cas d’un échantillon de muscle par exemple, & 1 térahertz et compte tenu le rapport signal
sur bruit de notre propre montage (environ 140), nous ne pourrions dépasser une épaisseur de

1,5 mm sans perdre totalement le signal.

d— éln(RSB) (2.1)

Des microscopes de champs proches ont aussi été proposés [102,105]. Bien que permettant
d’atteindre des résolutions intéressantes, bien en deca de la limite de diffraction rencontrée en
transmission, ces microscopes sont actuellement restreints dans leur application par leur com-
plexité de mise en place et calibration, et par la difficulté de disposition de la sonde au plus proche
de I’échantillon. Leur utilisation se limite a des objets fins ou a la seule surface de I’échantillon.

Face & ces limites des autres géométries, la mesure en réflexion sur des échantillons biologiques

est donc envisagée en section 2.2, pour dégager ses caractéristiques et paramétres critiques.

2.2 Dimensionnement général d’un montage d’imagerie

térahertz en réflexion

Nous cherchons un montage en réflexion permettant d’étudier des objets biologiques avec
le moins de perte de signal, mais aussi le meilleur contraste entre les objets et une référence
(milieu pauvre en biomolécules). L'optimisation de 'angle d’incidence se fera en s’appuyant sur
un modeéle théorique et des valeurs spectroscopiques typiques issues de la littérature (2.2.1).
Les critéres optimisés seront la quantité de signal réfléchi (2.2.2) et le contraste attendu (2.2.3).
L’équilibre entre l'optimisation de ces deux critéres sera abordé dans le cas général (2.2.4), puis

dans le cas particulier de notre montage (2.2.5).

2.2.1 Modéle et valeurs indices utilisés

Pour établir les valeurs attendues de signal réfléchi (donc détecté) et de contraste entre des
objets biologiques et une référence, un modéle simple est utilisé. Afin de restreindre le champs
de comparaison, seules les mesures d’amplitude du signal sont abordées. Les valeurs en intensité
sont naturellement obtenues en prenant le module du carré des amplitudes.

Pour quantifier I'importance du signal réfléchi, nous utilisons la réflectivité |r|. Celle-ci

est définie par le module du rapport de 'amplitude complexe du signal réfléchi E, sur 'amplitude
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complexe du signal incident E; (figure 2.1 et équation (2.2)). Elle prend ses valeurs entre 0 (aucun

signal réfléchi) et 1 (tout le signal incident est réfléchi).

Figure 2.1 — Schéma des notations utilisées pour un rayonnement incident & un angle 6, réfléchis
& un méme angle et réfracté a un angle ¢.

(2.2)

E,

Ir| = E

(3

Cette réflectivité est dépendante de plusieurs parameétres, et peut étre calculée grace aux
formules de Fresnel [106]. On peut décrire tout signal par sa décomposition virtuelle en deux

composantes orthogonales, dites s et p, telles que définies en figure 2.2. Les formules de Fresnel

sont donc données pour ces deux composantes orthogonales seules.

plan
d'oscillation
de l'onde
plan
d'incidence
e

",

interfayrm 7'7"';"";”'7' ."75 /
e
o a

Figure 2.2 — Définition des vecteurs unitaires orthogonaux s et p de décomposition du
signal, tiré de [107]. Issu de l'allemand, les dénominations font référence a paralléle et
senkrecht=perpendiculaire.

Dans le cas de la polarisation p, le coefficient de Fresnel en réflexion 7,, dont le module
donnera la réflectivité, est décrit par 'équation (2.3) pour une incidence d’un milieu 1 & 2 a
un angle 6, et un angle de réfraction ®. Il est aisé de s’affranchir de la dépendance & I’angle de

réfraction ® par utilisation de la loi de Snell-Descartes (équation (2.4)).

f — N — (Mg 2
 facos(h) — i cos(®) 5.4 "2 ) ”1\/ L <n Sm<9))
= = (2.3)

~ 9 ~ (I) P
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11 sin() = 1z sin(P) = cos(P) = \/1 - (7:[1 sin(f))) 2 (2.4)

De la méme facon pour la polarisation s :

1 cos(f) — ﬁQ\/l - (% sin 9)) 2
fi1 cos(0) + ﬁg\/l - (% sin(@)) 2

Nous nous intéresserons surtout & la polarisation p, utilisée par la suite dans le montage

(2.5)

rs =

expérimental !.
Pour quantifier le contraste attendu entre un échantillon biologique et sa référence, nous

définissons également le contraste théorique en amplitude Aspéorique, tel que :

Athéo’rique _ ’rp’echantillon - ‘Tp‘référence (26)
|Tp |7’éférence

Les conditions d’étude de ces deux critéres || et A¢peorique sont pour instant restreintes a
1 térahertz, pour des échantillons d’épaisseur semi-infinie, et ne dépendent pas du type de source
utilisé. Les échantillons considérés sont ceux cités en tableau 2.2 pour des cellules, du sang
et des solutions physiologiques |75, 81, 109]. Devant la variabilités des valeurs obtenues d’une
publication & une autre, les indices des échantillons sont uniquement comparés & ceux issus de

la méme publication.

@1 THz ‘ n ‘ K ‘ source ‘
Eau distillée | 2.160 | 0.683 I81]
Cellules (HeLa) | 2.156 | 0.5913
Eau 2.15 | 0.5658 [75]
Sang de rat 2.14 | 0.5013
Eau distillée 1.963 | 0.5988 1109]
Ringer 1.97 | 0.6019

Tableau 2.2 — Indices de cellules, de sang ou de solution physiologique.

Dans la suite du chapitre, les échantillons sont toujours comparés en contraste a ’eau pure.
En réalité, la référence est plus probablement un milieu physiologique tel que le Ringer par
exemple, dans lequel baignera I’échantillon. Ce choix est avant tout imposé par l'absence de
données. Cependant, spectroscopiquement, la différence entre eau et milieu physiologique est
faible (cf tableau 2.2). Nous vérifierons en partie 2.2.3 que cette approximation sur la référence
n’a pas d’impact négatif sur les choix d’angles d’incidence pour 'optimisation du contraste et de
la réflectiviteé.

Afin de définir la zone la plus & méme de fournir un signal réfléchi important, regardons

d’abord en partie 2.2.2 le cas théorique d’un échantillon de référence d’indice 173 = 2,1 — i % 0,6

1. La réalisation de ces calculs est faite grace a un modéle utilisant en partie des fonctions fournies par [108].
Le site lié¢ au livre (d’acces libre) fourni le pdf intégral de celui-ci et un ensemble de fonctions utiles. Les fonctions
permettent de déjouer certaines erreurs de Matlab, notamment lors de calculs de racines de grandes matrices
complexes contenant des valeurs proches de 0.
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(proche de l'indice complexe de I’eau pure) pour définir puis distinguer les zones d’intérét pour la
quantité de signal récupéré. Cette référence sera ensuite comparée & des échantillons présentant
des variations de on = +0,007 et dx = £0,06, qui sont de l'ordre des variations moyennes
observées entre ’eau et les échantillons biologiques cités en tableau 2.2, pour déterminer les zones
d’intérét ou les images auraient de forts contrastes. Ce travail sera centré sur la polarisation p

car ce sera la seule utilisée, pour des raisons exposées en partie 2.3.2.

2.2.2 Influence de P’angle d’incidence - Optimisation du signal réfléchi

Regardons le cas de la réflectivité simple pour un milieu d’indice typique, avec ou sans la

participation de I’absorbance (k), pour un milieu d’incidence fixé a ny = 3,42.

T T T T T T T T
1,0 1
0,8 , .
— 06 ; i
0,4 i . .
! — Airn,=1
) Eau sans abs. n,=2,1
0,2 i ~ N
| —— Eau /,=2,1-/*0,6
0,0 T T T T T ¥ T T T T T T T T T
0 10 20 300, 040 50 60 70 80 90

6(°)

Figure 2.3 — Réflectivité typique pour la polarisation p dans le cas d’un milieu absorbant (rouge)
ou non (bleu et noir) pour un méme milieu d’incidence, selon 'angle d’incidence. Les cas sans
absorbance sont pour un second milieu d’indice 1 (noir, air) ou 2,1 (bleu, eau). Ce dernier est
a comparer 3 la courbe rouge qui donne la réflectivité pour un méme indice mais avec une
absorbance non négligée.

On observe sur la figure 2.3 dans les cas sans absorbance (courbes bleue et noire) une

nette délimitation entre 2 zones :

— a faibles degrés d’incidence, le rayon est réfléchi et réfracté a la fois. La réflectivité est
assez basse, surtout dans le cas théorique de 'eau sans absorbance (courbe bleue). Le
passage par une réflectivité nulle (cas de la polarisation p) marque I’angle de Brewster
0p, pour lequel le rayon est théoriquement totalement transmis.

— au-dela de I'angle de réflexion 6., le rayon est totalement réfléchi (|r,|=1). On parle alors
de réflexion interne totale. La valeur délimitant la zone de réflexion interne totale est
langle critique, donnée par I'équation (2.7). La différence de position de 'angle critique
entre ng=1 (courbe noire) et ng=2,1 (courbe bleue) illustre sa dépendance a I'indice du

second milieu.

0, = sin_l(%) (2.7)

34



Chapitre 2. La réflexion interne totale atténuée (ATR) en térahertz pour la biologie

Ce phénomeéne ne peut apparaitre qu’avec ny > ng. Etant donné les fortes valeurs d’indice de I’eau
dans le domaine térahertz, il faut un milieu d’incidence d’indice trés important et d’absorbance
négligeable pour ne pas perdre de signal. Le polyéthyléne ou le téflon sont d’indices trop faibles
et d’absorbance non négligeable. Il reste le silicium haute résistivité, d’indice 3,4 et d’absorbance
négligeable. C’est l'indice de milieu d’incidence adopté dans la suite de ce chapitre, et utilisé
dans notre propre montage.

On lit, dans le cas de notre modélisation avec un milieu d’incidence d’indice n; = 3,42
et un second milieu d’indice ny = 2,1, un angle critique & sin_1(2,1/3,42) ~ 38°. Dans ces
circonstances, le coefficient de Fresnel r, devient complexe pur. Dans le second milieu n’apparait
qu’une onde locale, non propagative, située a l'interface entre les deux milieux et décroissant
exponentiellement en s’en éloignant : I'onde évanescente. L’épaisseur caractéristique de cette

décroissance est exprimée par la formule 2.8 :

Largeur du faisceau
S < (2.8)

n, wy/n? sin?(0) — n3

nq

Figure 2.4 — Représentation schématique de la situation de ’onde évanescente et équation de
son épaisseur caractéristique.

Dans le cas réel d’un milieu de forte absorbance (courbe rouge), la courbe est comme
lissée, et les zones moins bien délimitées. La réflexion n’est jamais totale et I'angle critique
n’a plus de sens physique direct. Nous conserverons sa définition liée uniquement & l'indice réel
(k = 0). Au terme de réflexion interne totale (TIR en anglais), on préférera alors celui de réflexion
interne totale atténuée (ATR en anglais). Il est & noter que la réflectivité est malgré tout trés
vite supérieure a celle obtenue aux angles inférieurs a 'angle critique.

Concernant notre volonté d’optimisation du signal, I'effet de réflexion interne totale atténuée
est donc intéressant, par l’existence de cette onde évanescente réduisant l'interaction avec le
milieu biologique & une épaisseur restreinte par sa nature non propagative. Pour de ’eau pure,
a 1 THz nous obtenons une onde évanescente d’épaisseur 21 ym. Le gain en signal réfléchi sera

d’autant plus marqué que l'on augmentera ’angle d’incidence au-dela de 'angle critique.

2.2.3 Influence des variations réalistes d’indice - Optimisation du contraste

Prenons le cas d’'un milieu de référence no = 2,1 — ¢ * 0,6 comme défini plus haut, et un
milieu biologique ng = no £ dny , avec les variations dne telles que dn = 0,007 et dx = 0,06. Ces
variations correspondent aux variations typiques observées dans le tableau 2.2. Les paramétres
de modélisation sont rappelés en figure 2.5.

On observe en figure 2.6 que les variations d’indice ont un impact sur la réflectivité, comme
attendu d’aprés I’équation 2.3. Dans le cas des variations de n (figure 2.6a), la variation de la

réflectivité est assez faible. On note qu’une variation positive de n ameéne une diminution de ||
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Echantillon biologique Eau pure
n3=(2,1 +dn) —i+(0,6 + bk) n, =2,1-ix0,6

I i
! 0
I
= ET/7 : Frérérence
E:
! : i, = 3,42

Figure 2.5 — Schéma de modélisation en 2 couches semi-infinies, pour obtenir le contraste de
réflectivité entre une référence et un milieu biologique.

et inversement, et ce sur toute la gamme des 6. Les variations typiques de x ont, elles, un plus fort
impact sur la réflectivité. Une augmentation de ’absorbance (variation positive de ) diminue la
réflectivité au-dela de ’angle critique, alors qu’une diminution la fera augmenter. Cependant, on
observe qu’en deca de I'angle critique, la relation entre le signe de dk et le sens de variation de la
réflectivité s’'inverse. A 'angle critique, la variation de x a un impact nul sur la réflectivité. Il est
intéressant de noter que méme si I’angle critique n’est plus marqué par une réflectivité maximale
en ATR, perdant sa définition premiére, il se manifeste toujours dans les propriétés du montage

en réflexion dans cette « inversion » de D'effet d’une variation de .

1,01

0,84

0,6

ol

0,4 /‘

référence

0.2 __\/ +3n i
—-dn

0,0 T T T T T T T T
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(a) Variation absolue de réflectivité lorsque i3 différe de 72 par +on

, T T T T T T T
1,04 référence

+3K

-0k
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— 06 g
0,4 .
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(b) Variation absolue de réflectivité lorsque 73 différe de f2 par £k

Figure 2.6 — Variations de la réflectivité pour les variations d’indice du milieu étudié.
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Une conséquence de ces impacts de dn et dx sur la réflectivité est qu'une variation de méme
signe aura une résultante constructive au-dela de ’angle critique, mais destructive en deca. Ainsi,
si 'on prend 'exemple de variations négatives ( —dn et —dk), la réflectivité sera diminuée de fagon
plus importante que dans le cas de —dk et —dn seuls au-dela de 'angle critique. Au contraire, en
deca de I'angle critique, les variations liées & —dk et —dn ont des participations opposées, et la
résultante sera une variation de réflectivité plus faible que dans le cas de —dx et —dn seuls. Or,
d’aprés le peu de données spectroscopiques qui existent en térahertz pour les objets biologiques,
ceux-ci présentent toujours des variations de dx et on de méme signe comparativement a ’eau

pure ou & du milieu physiologique (cf tableau 2.2).

T T T T T T T T r, 110
6_ ’///
—— Variation -8k
N —— Variation -3n 08
X
3 Lo6 £
< 3
2 —=
2 =S
o
= -0,4
o
(&}
10,2
T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

0(°)

Figure 2.7 — Variation du contraste théorique en amplitude selon ’angle d’incidence.

Regardons la valeur du contraste Aspéorigue pour des variations négatives de n et s, en fi-
gure 2.7. On retrouve bien les participations de signe opposé en decd de I'angle critique et de
méme signe au-dela de ’angle critique. La participation au contraste de la variation de n se fait
proche de Pangle critique, alors que la participation de la variation de k se fait au dessus et
en dessous mais s’annule & son niveau. Par ailleurs les deux pics de contraste résultants de la
variation de x ont des extremas de valeur proche, mais le pic au-deld de ’angle critique est plus
large.

En combinant les deux, nous obtenons le contraste théorique final qu’un objet biologique
pourrait donner comparativement & I’eau pure, & 1 térahertz et en terme de variation d’amplitude.
Celui-ci est exposé en figure 2.8.

Les participations constructives au-deld de 'angle critique et destructives en decd aménent
un maximum de contraste a presque 6 % attendus au-dela de langle critique, vers 45°. En deca
de I'angle critique, le contraste est presque aussi important mais pour une gamme d’angles plus
restreinte, reflet des variations liées a k atténuées par la participation destructive des variations
de n. Cette étroitesse de zone de contraste combinée & un contraste risquant d’étre atténué par
les participations destructives en cas de variations de méme signe de n et k fait de la zone en
deca de 'angle critique une zone plus délicate a utiliser que celle au-deld de ’angle critique.

Dans le cas de notre application, la zone d’intérét du contraste pour l'imagerie se situe

donc théoriquement autour de et sur ’angle critique, avec une nette préférence pour la zone

37



Chapitre 2. La réflexion interne totale atténuée (ATR) en térahertz pour la biologie

1,0

0,8
> F06 8
3 2
g ?
o —_—
5 L0,4 =

<
L0,2
0,0
90

Figure 2.8 — Contraste théorique final pour une variation d’indice complexe réaliste dans le
second milieu, comparativement a 1’eau pure.

au-deld de I'angle critique, c’est & dire la zone ATR. Au sein de la zone ATR, I'optimisation du
contraste implique des valeurs de € relativement proches de 1’angle critique (gamme [40; 60]°),

contrairement & la réflectivité pour laquelle I'optimisation se fait aux angles les plus importants.

2.2.4 L’équilibre signal/contraste - Optimisation de la sensibilité

Dans le cas du contraste comme celui de la quantité de signal récupéré, la zone d’ATR est
donc la plus intéressante pour un montage d’imagerie en réflexion. Cependant, dans cette zone
ATR, le contraste sera favorisé aux angles proches de I'angle critique, au contraire de la force de
signal croissante avec 'angle. Il y a donc un équilibre entre signal et contraste & trouver.

Pour définir cet équilibre, considérons la sensibilité absolue, variation absolue de la grandeur
de sortie r pour une variation de la grandeur d’entrée n. Cette sensibilité absolue est définie par
Péquation (2.9).

or  or
S| = |%+ﬁ (2.9)

La figure 2.9 nous permet alors de définir la zone de sensibilité maximale dans le cas de
variations typiques de -0n et -8k combinées.

Le contraste intéressant observé en dega de ’angle critique en 2.2.3 est complétement écarté
par la trop faible réflectivité de cette zone (en polarisation p), qui fournit au final une sensibilité
trop faible. La zone d’intérét est donc dans la zone d’ATR, & I’équilibre entre force de signal
croissante et contraste décroissant; approximativement & une dizaine de degrés au dessus de
I’angle critique. Il est intéressant de noter que la sensibilité attendue dans les mémes conditions
mais pour la polarisation s (courbe bleue en figure 2.9) montre un maxima proche de celui de la
polarisation p. Il serait donc possible, sur un méme montage, de récupérer les deux composantes
du signal et de les utiliser ensemble pour imager des échantillons avec une bonne sensibilité. Par
ailleurs le choix de la zone ATR pour la polarisation s est moins critique en ce qui concerne la,

sensibilité absolue. Ceci peut étre attribué & I’absence d’annulation de la réflectivité en polari-
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Figure 2.9 — Variation de la sensibilité absolue |S| pour une variation d’indice de —dn et —dx et
selon I'angle d’incidence 6, pour la polarisation p (rouge) et la polarisation s (bleu). La position
de I'angle critique est signalée en pointillés.

sation s, contrairement a la polarisation p, au niveau de I'angle de Brewster (inférieur a 1’angle

critique), comme nous pouvons le voir en Annexe, en figure A.1 (page 123).

2.2.5 Optimisation sur notre propre montage

Antoine Wojdyla, étudiant en thése de 2009 & 2011, a mis en place un montage d’imagerie
térahertz ATR basé sur une génération de type impulsionnel (TDS, Time Domain Spectroscopy)
et proposant une solution originale pour pouvoir explorer I’échantillon observé en réflexion interne
totale. Le montage complet étant détaillé plus loin en 2.3.2, nous n’en présenterons ici que les
propriétés optiques du module d’imagerie ATR. Le montage était initialement dimensionné pour
des mesures en imagerie de contraste de phase, avec récupération des 2 composantes orthogonales
du signal. Pour des raisons pratiques explicitées en 2.3.2, 'exploration des échantillons biologiques
se fait uniquement en récupérant la composante p, en contraste d’amplitude. Tous les résultats
sont ici pour cette polarisation.

Le milieu d’incidence a été choisi d’indice le plus important disponible dans des matériaux
a faible perte : le Silicium haute résistivité, d’indice n; = ny = 3,42. Ainsi, l'angle critique
avoisinera 38°, comme dans les simulations précédentes, et les pertes seront trés faibles au sein
du prisme (absorbance négligeable). L’objet d’étude dans notre cas consistera en des cellules
adhérentes baignant dans un milieu physiologique tamponné dont l'indice est supposé proche de
Peau ; nous utiliserons les données spectroscopiques de Shiraga et al. ( [81], tableau 2.2) donnant
I'indice de ’eau et des cellules.

Connaissant 'impulsion térahertz obtenue expérimentalement sur notre montage (figure 2.10a)
nous pouvons connaitre sa composition fréquentielle (figure 2.10b). Les composantes fréquen-
tielles majeures sont compris entre 0,2 et 1,6 THz ; nous pouvons récupérer les indices complexes
pour quelques unes de ces fréquences, obtenir la courbe de sensibilité correspondante, puis pon-

dérer chacune de ces courbes par la participation de leur fréquence au signal final. On établit
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Figure 2.10 — Impulsion térahertz typique (a) et sa composition fréquentielle (b).

alors la courbe finale de sensibilité théorique, exposée en figure 2.11.
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Figure 2.11 — Courbes théoriques de sensibilité absolue pour notre montage expérimental &
“large” composition spectrale.

La sensibilité finale montre une plage d’intérét relativement large, avec un pic autour de 55°
et une largeur & mi-hauteur de 35°. Pour I'imagerie en contraste de phase, 'angle d’incidence
avait été choisi & un angle trés particulier, 42°. A cet angle, les composantes s et p présentent un
déphasage de 7/2, et ce déphasage est trés sensible aux petites variations d’indice. Théoriquement
cet angle reste dans la zone de sensibilité intéressante pour notre utilisation en simple contraste
d’amplitude, comme on peut le voir en figure 2.11 (trait noir vertical a 42°). Ce montage est donc
particuliérement adapté & l'exploration d’objets biologiques. Mais c’est aussi une autre raison
supplémentaire qui a mené & opter pour un montage en ATR dans le cas de I’étude de cellules :

la sensibilité améliorée aux petits objets grace & 'onde évanescente.
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2.2.6 Un autre avantage de ’ATR : une meilleure sensibilité aux petits

objets

Jusqu’a présent, les modélisations réalisées reposaient sur I’hypothése d'un milieu biologique
d’épaisseur semi-infinie, cas dans lequel 'ATR a un avantage fort par la réduction de l'interaction
avec le milieu a I'épaisseur de 'onde évanescente (quelques dizaines de micromeétres). Cependant,
dans notre cas d’exploration de cellules adhérentes, I’épaisseur d’objet & étudier est plus fine; de
lordre de 6 & 12 ym. L’avantage de ’ATR pour les épaisseurs importantes reste vrai, car le milieu
dans lequel baigneront les cellules, lui, sera toujours trés absorbant et d’une grande épaisseur.
Nous allons montrer ici son second avantage : sonder des objets petits avec une bien meilleure
sensibilité aux faibles épaisseurs qu’en réflexion simple.

Reprenons le modéle précédent, mais en établissant cette fois 3 couches (voir la figure 2.12) : le
prisme (semi-infini), la couche de cellules (épaisseur L) et le milieu de culture autour (épaisseur
semi-infinie). Rappelons qu’au deld de 'angle critique, 'onde évanescente prendra place telle
qu’exposé précédemment en figure 2.4. Faisant varier L et 0, on obtient une carte de sensibilité

absolue, montrée en figure 2.13.

Eau Pure

Couche cellulaire

8
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Figure 2.12 — Rappel schématique des caractéristiques de modélisation 3 couches.
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Figure 2.13 — Sensibilité absolue selon L, épaisseur de la couche cellulaire, et 8 ’angle d’incidence.
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Pratiquant une coupe en 2 angles d’intérét, le maximum de sensibilité en ATR (6 ~ 50°) et
celui en réflexion simple (6 &~ 10°), on obtient la figure 2.14. La sensibilité est bien plus importante
en ATR, comme explicité précédemment, et 'augmentation de la sensibilité pour des objets de

petites dimensions différe entre ATR et réflexion simple.
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Figure 2.14 — Coupes en 6§ = 10° (bleue, réflexion simple) et 50° (rouge, réflexion interne totale
atténuée) de la sensibilité absolue en fonction de 1’épaisseur L de la couche cellulaire.

Pour de petits objets étudiés en réflexion simple (figure 2.14, courbe bleue), la loi suivie
montre un phénoméne d’oscillation atténuée. Ceci est le reflet de la modulation du signal réfléchi a
I'interface prisme-cellules par le signal (bien plus faible) réfléchi a Uinterface cellules-eau. Prenons
le cas simple d’une réflexion en incidence normale avec des milieux sans absorbance, représenté
en figure 2.15.

Le signal réfléchi total S, est la modulation

[ de gprisme=cellules a1 le plus faible signal
5 S % Seellules—eau ot peut s'écrire :
Slp,,‘sme.ce”u;es | Sr —_ Srpimsmefcellules + Sﬁellulesfeau
S i i e — _
r S\re:eﬁufe-slmh‘ieu » Sr — Sf’/‘lsme cellules(l 4 T]c)ellules eauCOS(A(p))
Avec Ay le déphasage induit entre SPrismecellules

”En‘?;.-

et Scellules—eaupar Je trajet supplémentaire aller-

retour du second dans la couche de cellules. On
Flgure 2.15 a donc AQO = 22%ncellulesL-

Nous devrions alors observer une période de modulation telle que :
27
A@ =21 <21 = 2TncellulesLT

A

< LT =
2ncellules

C’est a dire, pour 1 térahertz (A = 300 pm), Lz ~ 70 um. On retrouve graphiquement une valeur
extrémement proche, dont ’écart est trés facilement attribuable aux simplifications appliquées

(particuliérement ’incidence normale, contre une incidence a 10°) pour la valeur de Ly lue. Le
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phénomene est donc bien lié & la modulation par le signal réfléchi a la seconde interface du signal
réfléchi & la premiére interface. La forme non monotone et les faibles valeurs des sensibilités
engagées interdisent I’étude de petits objets en réflexion simple dans notre cas.

En ATR (figure 2.14, courbe rouge), la sensibilité selon L suit une loi exponentielle, reflet
de l'onde évanescente comme “sonde” dans ’objet biologique, elle méme décroissant de fagon
exponentielle avec la distance a I'interface [106]. Ceci est également vrai pour la polarisation s.
On retrouve aisément sa profondeur de pénétration e (amplitude d’onde évanescente a 37% de son
amplitude maximale initiale), donnée théoriquement par I’équation (2.8), autour de e = 21 um.
Autrement dit, & 21 ym d’épaisseur, une couche de cellules adhérentes atteindrait 63% de la
hauteur de 'onde évanescente, assurant un fort impact de 'objet sur la réflectivité, donc sur la
sensibilité. Le confinement de cet onde en fait une donc une sonde idéale pour les objets de 5-25
um, en plus de diminuer l'interaction du rayonnement térahertz & une zone petite et controlée
pour diminuer les pertes par absorption.

Pour conclure, PATR présente un fort avantage en terme de sensibilité absolue (polarisation

p) et de sensibilité aux objets de petite taille (polarisations s comme p).

2.3 La réalisation de notre montage expérimental ATR

2.3.1 Un montage TDS classique pour la génération et détection du

térahertz

Le montage utilisé en laboratoire pour générer et détecter le térahertz est un montage dit
« TDS », pour « Time Domain Spectroscopy » en anglais. Il s’agit d’une émission sous forme
d’impulsions dont la fréquence est dans le domaine térahertz. Elle est ensuite détectée de fagon
résolue en temps, méthode trés courante en génération de rayonnement térahertz large bande.

L’émission et la réception sont réalisées grace a des antennes photoconductrices (« PCA »
dans la figure 1.3 de l'introduction aux différentes sources térahertz). Ces antennes sont réalisées
par dépot d'un semi-conducteur (arséniure de gallium, GaAs) sur un substrat isolant, ensuite
gravé de paires de lignes métalliques paralléles.

Détaillons ici I’émission. Une impulsion femtoseconde venant d’un laser impulsionnel (800
nm) focalisée arrive sur le substrat semi-conducteur entre les deux lignes métalliques, créant des
paires d’électron-trous. Les électrons ainsi formés sont accélérés par une différence de potentiel
constante imposée entre les lignes métalliques, créant un courant transitoire ¢ avant que les élec-
trons ne soient a nouveau piégés dans le substrat. Un champs électromagnétique est ainsi rayonné
par ces porteurs de charge accélérés, proportionnellement a la dérivée du courant transitoire qui
les aura animés :

01
Eiérahertz(t) X g(t) (2.10)

On obtient ainsi un rayonnement térahertz sous forme impulsionnelle. Les ordres de grandeur
temporels sont exposées en figure 2.17, adaptée de Duvillaret et al. [110] : on y visualise 'impul-
sion femtoseconde (pointillés) générant le photocourant (trait plein, ronds blancs) et 'impulsion

térahertz proportionnelle & sa dérivée (trait plein, ronds noirs).
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Bandes métallique s
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conducteur

(b) Photo de Pantenne et agrandissement sur 3 paires de lignes.

Figure 2.16 — Principe de génération d’une impulsion térahertz par une antenne photoconduc-
trice.

Photocourant )

i| Impulsion optiqu
il (laser femtoseconde)

N Champs térahertz émis

o 05 1 15 2
temps (ps)

Figure 2.17 — Grandeurs temporelles de la génération de 'impulsion térahertz, simulation tra-
duite de [110].

La détection s’appuie sur le méme principe de photoconduction, mais différe en deux points :
I'origine du mouvement des porteurs de charge, et leur temps d’existence avant recombinaison.
Lorsqu’une impulsion femtoseconde crée les porteurs de charge dans l'antenne de réception, ils ne
sont pas accélérés par une tension constante imposée entre 2 lignes métalliques, mais directement
par le champs térahertz a détecter. Ils se recombinent par ailleurs beaucoup plus vite que dans
le cas d’antenne émettrice en GaAs intrinséque, grace & un dépdt supplémentaire sur le GaAs.
En effet, une fine couche de GaAs-BT (GaAs a croissance a basse température) est déposée sur
le substrat en GaAS. Cette couche concéde une durée de vie aux porteurs de charge beaucoup

plus faible; de 'ordre de 400 fs. En modifiant ainsi les propriétés du substrat, et en accélérant
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les porteurs uniquement par le champs térahertz, on récupére un courant qui refléte le champs
térahertz échantillonné sur un temps trés court. On peut ainsi connaitre en un point temporel
la valeur du champs électromagnétique de l'impulsion. Il suffit alors de faire varier le temps
d’arrivée des impulsions femtosecondes, grace & une ligne & retard, pour échantillonner point par
point 'impulsion térahertz. Sa forme typique et sa composition fréquentielle obtenue par une
transformée de Fourier sont celles déja exposées en figure 2.10a et figure 2.10b respectivement.

Du fait de sa géométrie, 'antenne réceptrice ne détecte qu’'une composante du champs : la
composante dans le plan paralléle & la table optique. L’émission génére des impulsions naturel-
lement polarisées linéairement dans ce méme plan paralléle & la table optique.

Ces éléments sont assemblés comme montré schématiquement en figure 2.18. Le module conte-
nant le montage pour I'imagerie (détaillé en 2.3.2) s’insére sur le chemin du faisceau collimaté.
Une version plus complexe de ce montage existe, pour récupérer les deux composantes orthogo-
nales s et p du champs, mais n’a pas été utilisée pour les résultats montrés dans ce manuscrit.
La seule polarisation utilisée ici correspond & la composante p du rayonnement réfléchi en ATR,

dont nous avons illustré précédemment les propriétés.

v
laser femtoseconde
\ > ,!’ } S
v
Ligne a
An’ter.mfe ) retard Arl'ltenne de
d'émission NV détection

Faisceau THz

Figure 2.18 — Schéma simplifié du montage TDS.

Sur le plan pratique, quelques ajouts permettent une diminution des pertes de signal et du
bruit : un hacheur optique modulant le faisceau & 280 Hz pour une amplification & détection syn-
chrone, des lentilles hyper-hémisphériques en silicium haute résistivité disposées sur les antennes
pour focaliser et éviter les pertes par réflexion interne totale dans I’antenne. Enfin, un miroir a
actionnement piézoélectrique est disposé au début du chemin du faisceau laser et permet par une

boucle rétroactive de stabiliser son pointé en temps réel.

2.3.2 Caractéristiques réelles d’acquisition

A présent que les conditions théoriques d’étude de la couche cellulaire ont été détaillées, nous
développons ici les conditions expérimentales réelles d’acquisition d’une image en ATR d’un tapis
cellulaire.

Au montage TDS du schéma en figure 2.18, on ajoute le module constitué du prisme ATR et

du matériel nécessaire pour focaliser le faisceau et réaliser une image. Ce module est détaillé en
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figure 2.19 et présenté en photographies en figure 2.20.
On retrouve un prisme isocéle en silicium haute résistivité (Si-HR), qui sera le milieu d’inci-
dence pour réaliser la réflexion interne totale, dimensionné tel que I'angle de réflexion soit de 42°.

L’échantillon biologique est supposé étre disposé & sa surface, 14 ol se situe I'onde évanescente.

Pastille mobile
MPHA, Si-HR MPHA,

Prisme
Si-HR

Figure 2.19 — Schéma du module d’imagerie ATR, avec le prisme et la pastille en silicium haute
résistivité (Si-HR), les miroirs plans M et les miroirs paraboliques hors d’axe MPHA.

Si nous voulions réaliser une image avec le prisme seul, il faudrait que le faisceau térahertz
soit focalisé en différents points de sa surface. Cependant, la modification du trajet du faisceau
est trop délicate, car elle modifierait profondément la synchronisation avec le détecteur : c’est
donc I’échantillon que nous devons déplacer afin de 'imager en plusieurs points. Pour ce faire on
ajoute & la surface du prisme une « pastille » de méme composition que le prisme, mais mobile.
Ce sera le support de croissance des cellules. Grace 4 une bague en téflon qui la ceint et un
bras monté sur platine XYZ, nous plaquons la pastille sur la surface du prisme (axe Z) et nous
pouvons réaliser des mouvements en XY (voir figure 2.20). Le faisceau térahertz traversera le
prisme et la pastille ; 'onde évanescente sera localisée & la surface de la pastille, 1a ol seront les
cellules et leur milieu physiologique. L’onde évanescente étant fixe dans le repére du laboratoire,
le mouvement de la pastille permet de sonder plusieurs points de 1’échantillon, pixel par pixel,
et ainsi de réaliser une image.

Le faisceau est focalisé & la surface de la pastille grace a un miroir parabolique hors axe
(MPHA;, f=152.4 mm) ; aprés réflexion le faisceau suit un traitement inverse pour en ressortir
collimaté comme a son arrivée et continuer dans le montage TDS vers 'antenne de détection.

La construction d’une image se fera selon un balayage de trame simple, coordonné par un
programme C# sur le poste de travail.

Les caractéristiques générales d’acquisition en une position XY dépendent du nombre de
points temporels acquis sur 'impulsion térahertz. Lors de I'implémentation du montage, Antoine
Wojdyla avait montré la possibilité de travailler en imagerie de contraste de phase pour des
objets inertes, nécessitant une acquisition de I'impulsion suffisamment longue pour une résolution
fréquentielle correcte. Cependant, pour le suivi de dynamiques biologiques, et étant donné la perte
de signal rencontrée, nous avons choisi de travailler sur une seule antenne (polarisation p) et en

ne faisant 'acquisition que du pic d’amplitude de 'impulsion. La polarisation p (relativement a

46



Chapitre 2. La réflexion interne totale atténuée (ATR) en térahertz pour la biologie
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Bras de mouvement
XY

Prisme

(a) Vue d’ensemble du module d’imagerie ATR (b) Pastille mise en place avec son systéme de
sans le systéme de mouvement de la pastille. mouvement XY complet.

Figure 2.20 — Photographies annotées du module d’imagerie ATR.

Pinterface de réflexion) correspond sur notre montage a la polarisation spontanée du rayonnement
fourni par ’antenne d’émission ; on s’affranchit ainsi de tout polariseur supplémentaire causant
des pertes de signal. Le pic d’amplitude de 'impulsion a montré la plus grande sensibilité aux
changements entre les zones avec et sans cellules, et ne demande que 6 & 8 points temporels
de 30 ms d’intégration chacun. De plus, nous verrons que ’on peut mettre & profit a la fois les
variations d’amplitude du maximum du signal, mais aussi sa position temporelle.

Dans ces conditions, et prenant en compte tous les mouvements des platines (retard du TDS,
platine XY), une image sur une plage maximale de 20x16 mm est prise & une moyenne de 2
& 4 secondes par pixels. Il est possible de réduire cette moyenne en prenant moins de points
temporels et en travaillant sur des plages XY plus restreintes - diminuant ainsi les temps pris

par la platine pour déplacer la pastille fortement plaquée sur le prisme, donc délicate & mouvoir.
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Au cours du chapitre 2, nous avons pu voir comment les choix de géométrie d’imagerie en ATR
permettaient théoriquement d’imager avec la meilleure sensibilité un tapis de cellules baignant
dans leur milieu. Le contraste attendu, quantifiable théoriquement gréice aux indices fournis par
des études spectroscopiques, n’a en revanche pas d’origine biologique démontrée. Ce chapitre
3 sera découpé selon les étapes successives qui ont été nécessaires i la premiére démonstration
d’une origine protéique de ce contraste. Cette démonstration a par ailleurs fait I'objet d’une
publication [111].

Aprés une présentation des caractéristiques et conditions de culture des cellules que nous uti-
lisons (3.1), la premiére étape sera la démonstration de l'existence expérimentale de ce contraste
comme attendu théoriquement, en section 3.2. La seconde étape, abordée en section 3.3, sera de
présenter comment la nature du contraste a été cernée, par I'application de perturbations diffé-
rentes sur les cellules et ’observation de leurs effets sur le contraste. Des tests supplémentaires,
complétant les expériences montrant la variation corrélée du contraste et du contenu intracel-
lulaire en protéines, cléturent cette section 3.3. Nous terminerons alors en section 3.4 par une
conclusion en discussion autour de la nature protéique du contraste, la place de cette démonstra-
tion par rapport aux résultats précédents de I’équipe, les avantages et limites, puis 'ouverture a

des applications qui feront ’objet des chapitres 4 et 5.

3.1 L’objet biologique d’étude : les cellules MDCK, une lignée

de cellules adhérentes

L’utilisation des données spectroscopiques des cellules nous a suffi & dégager les paramétres
nécessaires pour les imager correctement, dans des conditions amenant un bon contraste. A
présent, pour aborder ce chapitre majoritairement expérimental, il parait important de redéfinir
rapidement ce que sont nos cellules d’étude, en esquisser les caractéristiques et la composition,
pour mieux pouvoir comprendre ce que le térahertz va imager, et ainsi plus facilement chercher

et comprendre la nature du contraste.

3.1.1 Petit apercu de la cellules animale

Avant de détailler les cellules choisies, redéfinissons quelques termes qui leur sont liés et
utiles dans ce manuscrit, en s’appuyant sur le schéma en figure 3.1. Une cellule animale est
composée d'une fine membrane (1), assemblage stable de lipides enrichi de divers autres composeés,
entourant le contenu cellulaire : le cytoplasme et le noyau. Le cytoplasme (2) est un milieu
liquide riche en biomolécules de tous genres, dans lequel baignent des sous-unités structurelles
spécialisées délimitées par une autre membrane au moins : les organites (5 & 10). On peut citer
comme exemples connus d’organites le noyau (9) ou la mitochondrie (5). L’ensemble de la cellule
est organisé et structuré de l'intérieur par un réseau de protéines assemblées en de complexes
échafaudages et réseaux : le cytosquelette (4). Le liquide baignant ’ensemble des organites et du

cytosquelette est nommé cytosol ; 'ensemble cytosol et cytosquelette est nommeé hyaloplasme.
ytosq Yy ) Yy ytosq yalop
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Figure 3.1 — Apercu schématique de la compartimentation et composition d’une cellule animale
“moyenne”; adapté de [112].

Globalement, en pourcentage de masse, une cellule est composée de 70 % d’eau et 18 % de
protéines, puis bien en dessous viennent les phospholipides (composants des membranes, 3 %),
les polysaccharides (2 %), FADN et I'ARN (1,35 %) et d’autres petits composés variés [113].
L’ensemble est montré graphiquement dans la figure 3.2 ; on retiendra la prépondérance de ’eau

et des protéines. Ces derniéres ont une multitudes de réles, de ’enzyme au cytosquelette.

Protéines
Polysaccharides  / 18%
2.0% 3
Phospholipides \
3.0%
Autres lipides
20% gy
11% e
ADN s
0.37' :
lons inorganiques

1.0%
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Figure 3.2 — Composition massique classique d’une cellule mammifére, sur les données issues
de [113].

A ces données moyennes il faut ajouter que le vivant montre souvent des types cellulaires haute-
ment spécialisés déviant de ces valeurs. Les fibres musculaires (figure 3.3 B), par exemple, sont
de longues cellules pouvant aisément dépasser quelques millimeétres, voire atteindre plusieurs
dizaines de centimétres, en constituant le muscle sur toute sa longueur. Leur contenu est extré-
mement riche en protéines dédiées & la contraction, et montre par ailleurs plusieurs noyaux par
cellule. Les globules rouges (figure 3.3, A) de notre sang ont eux une forme biconcave, n’excédant
pas les 10 ym, et sont dépourvus de noyau. Dans un autre type de spécialisation, le neurone
(figure 3.3, C) montre aussi des dimensions trés variables, avec une polarisation forte entre un

corps cellulaire contenant la plus grande partie de la machinerie cellulaire, et une ou plusieurs
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« élongations » conduisant le signal nerveux, pauvres en composants protéiques.

(o)

Figure 3.3 — Dessins schématiques comparatifs de quelques différents types cellulaires ani-
maux.(A) Un globule rouge (érythrocyte). (B) Un fibroblaste. (C) Un neurone. Issu de [114].

Il sera important pour la partie discussion (section 3.4) de garder en téte la grande variabilité
possible entre différents types cellulaire. Les cellules que nous utiliserons sont, elles, assez proches
de ce qui a été présenté de facon schématique au début de cette partie, a I’exception de leur forme.
En effet, elles sont de type épithéliale simple, c¢’est & dire formant un tapis monostratifié sur un
support auquel elles adhérent. On peut voir différents types d’épithéliums illustrés en figure 3.4 ;

les cellules que nous utiliseront sont du type épithélium cuboidal simple (a).

a c
b ¢ 00 9@ & — noyau

"~ Jame basale

Figure 3.4 — Différents exemples schématiques d’épithéliums simples : cuboidal (a) squameux
(b) et colonnaire (c). Schéma dapté de [115].

3.1.2 Les cellules MDCK

Au cours de nos travaux, les cellules MDCK ont été choisies pour leur résistance, leur dispo-
nibilité dans le laboratoire, leurs bonnes capacités d’adhérence, la géométrie homogéne du tapis
cellulaire formé et le foisonnement d’études & leur propos dans la littérature.

Les MDCK, acronyme de Madin-Darby Canine Kidney, forment une lignée de cellules inten-
sivement étudiées en biologie depuis leur isolation en 1958 par Madin et Darby du rein d’une
chienne. Une lignée est une population de cellules capables de se reproduire théoriquement a
Iinfini et de fagon & présenter les mémes caractéristiques d’une génération a 'autre. Concernant
les MDCK, ces caractéristiques sont celles de cellules mammiféres adhérentes a leur support de
culture. Lorsque ’on dispose plusieurs MDCK sur une surface et dans un milieu adéquats, ces cel-

lules vont se diviser rapidement jusqu’a former un tapis continu composé de cellules étroitement
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jointes et adhérentes sur la surface. Une fois ce tapis formé, elle réduiront drastiquement leur
vitesse de réplication pour atteindre une phase “stationnaire” : on parle de confluence. Plusieurs
études ont détaillé leur caractéristiques morphologiques, variables au cours du développement
du tapis; ici [116] [117] lorsque non précisé.

Apreés ensemencement les cellules individuelles se déposent par gravité puis entrent en divi-
sion : la densité cellulaire augmente rapidement (figure 3.5a). Les cellules montrent d’importantes
surfaces (en coupe paralléle a la surface de culture), autour de 400 um?, mais de faibles hauteurs
(ordre de quelques ym). Alors que la densité des cellules sur la surface augmente, les cellules sont
de plus en plus en contact avec leurs voisines (figure 3.5b). Leur surface individuelle diminue,
mais elles gagnent en hauteur. Une inhibition par contact apparait progressivement. A confluence
(figure 3.5¢), le tapis est formé de cellules parallélépipédiques, hautes d’'une dizaine de micro-
métres (7 & 12 um selon les sources) et de faible surface (<200 pm?). Le tapis est dit “simple”
car monostratifié et homogéne. Une variabilité d’épaisseur existe, de 'ordre de 1 & 3 pm [118]
dans un méme tapis. A confluence trop avancée cependant, le tapis ne sera plus monostratifié :

des amas, des démes et structures de plusieurs cellules peuvent apparaitre localement.

Figure 3.5 - Etapes de développement du tapis cellulaire, de la faible densité de cellules (a) qui
s’interconnectent de plus en plus (b) jusqu’a atteindre la confluence (c). Images au microscope
a contraste de phase (x20).

D’autres lignées ont été envisagées mais mises de coté aprés quelques essais expérimentaux :
— Les DC-3F, lignée de fibroblastes cancéreux issus des poumons de hamster chinois, adhé-

rentes mais formant des tapis bien moins homogénes, moins épais et plus longs a cultiver.
— Les HelLa, lignée humaine cancéreuse du col de I'utérus, formant un tapis homogéne plus

épais que les MDCK mais montrant une légérement moins bonne adhérence.

3.1.3 La culture des MDCK pour leur étude sur notre montage d’imagerie
ATR

Au quotidien, les MDCK sont cultivées en flasques selon le protocole donné en Annexe A.2
(page 125), dans un milieu de culture complet (DMEM + 10 % SVF) en incubateur a 37°C
et 5 % COs. Pour notre expérience, aprés confluence en flasque, les cellules étaient détachées
par trypsination et ensemencées sur les supports en silicium dans leur milieu de culture, comme

détaillé en Annexe A.3' (page 127). Aprés un temps d’incubation de I'ordre de 2 jours, les cellules

1. La mise en place de ce protocole a demandé un certain temps, de par la surface trés lisse du support de
culture qui y complique ’adhérence des cellules et 'opacité qui empéche des observations simples au microscope.
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atteignent la confluence ; le tapis cellulaire est rincé puis coupé en son milieu et la moitié enlevée
afin de libérer une surface de référence.

On voit en figure 3.6a un support en pleine colonisation, et en figure 3.6b un résumé des
principaux défauts du tapis cellulaire & éliminer. La découpe a I'aide d’un rasoir du tapis déja a
confluence forme souvent des décollements et irrégularités (zones orange et rouge). Pour circon-
venir & ce probléme, les cellules sont enlevées de la surface destinée a la référence alors qu’elles
ne sont qu’en début de colonisation (une dizaine d’heure aprés ensemencement), afin de n’avoir
qu’un tapis encore lache (type zone verte) a découper au rasoir sur cette moitié de pastille lorsque
que 'autre est & bonne confluence. L’irrégularité la plus délicate & éviter est la présence de zones
quasi-confluentes mais inhomogenes (zone bleue) ; 'attente d’une confluence marquée et 1’ajout
d’une caméra au dessus du montage (développé plus loin) permettent d’assurer que les trous
éventuels soient rares et jamais supérieurs & 1 % de la surface moyennée en un point de I'image

térahertz.

B0 um’
e

4.

(a) Tapis sub-confluent. Les cellules montrent des (b) Principaux défauts a éliminer lors de la culture

interconnexions nombreuses et des formes trian- de tapis cellulaire : les défauts de découpe de

gulaires aplaties. la bordure du tapis (orange et rouge), les zones
quasi-confluentes mais inhomogénes (bleu) et les
zones encore en pleine colonisation (vert).

Figure 3.6 — Observations au microscope optique de cellules MDCK.
Un support de culture, vu du dessus, aprés insertion sur le montage, est montré en figure 3.7.

On y voit le tapis cellulaire & droite, d’apparence blanchétre, et la surface de référence & gauche,

le tout baignant dans du milieu (rosé sur cette photo, mais en pratique incolore).

Figure 3.7 — Support de culture final inséré sur le montage, vu du dessus, avant acquisition.
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Une fois le support en silicium inséré dans le montage, les cellules baignent dans 3 ml de
solution tampon (HBSS tamponné a 10 mM d’"HEPES) ; ce milieu permet aux cellules de survivre
de nombreuses heures en conditions ambiantes (21°C). Le volume extracellulaire a été choisis de
sorte & étre & minima 1000 fois plus important que le volume intracellulaire attendu, afin de
pouvoir considérer le milieu extracellulaire comme une référence stable méme en cas de fuite de
contenu intracellulaire.

Une caméra CCD (1024x768 pixels), installée au dessus du support, permet d’enregistrer sur
une zone d’environ 10x7,5 mm Détat du tapis. Elle est centrée sur le point de mesure (zone de
focalisation de 'onde évanescente) par des réglages préalables aux expériences. Cette caméra
permet de simplifier la mise en place exacte de la pastille, support de culture, mais surtout de
surveiller au cours des acquisitions d’éventuels décollements de tapis qui invalideraient toute la
mesure (les cellules n’étant alors plus sondées par I'onde évanescente).

Ainsi disposé, sans préparation spécifique et en conditions physiologiques (exception faite de

la température), le tapis de MDCK vivantes va pouvoir étre image.

3.2 Observation d’un contraste térahertz entre les cellules et

leur milieu

Cette section a pour objectif principal de démontrer I’existence d’un contraste stable en
térahertz, entre les cellules et leur milieu tamponné, et de le caractériser, avant d’en chercher

I’origine en section 3.3.

3.2.1 Acquisition des images térahertz

Une fois la pastille positionnée dans le montage et emboitée pour pouvoir étre déplacée,
quelques mouvements en XY sont nécessaires pour s’assurer de chasser tout I’air entre pastille et
prisme. Dans le cas contraire, une fine couche d’air entrainerait une modification de la réflectivité
de 'onde térahertz incidente, et donc une altération du signal mesuré. Le positionnement sur le

dispositif expérimental est rappelé schématiquement en figure 3.8.

Ligquide:, /Tapis cellulaire

Pastille HR'S'“"'*-H cuve en téflon

Prisme HR-Si- %

“Faisceau

Figure 3.8 — Rappel schématique en coupe du positionnement de la pastille, couverte de I’échan-
tillon, sur le montage ATR.
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En chaque pixel, on acquiert la valeur du champs térahertz pour 6 a 8 retards centrés autour
du maximum d’amplitude, puis la valeur du maximum (PA, en unité arbitraire) est obtenue par

un ajustement & une courbe parabolique, tel que montré dans I'insert de la figure 3.9.

0,08 005
cellules
0,06 - 0,045+ référence
0,04
2
[
=) 0,02 1
w
0,00 1
-0,02
N T T T T T T T T T T
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Figure 3.9 — Signal typique complet et la zone d’amplitude maximale en insert, acquise lors
d’une expérience d’'imagerie, pour des cellules (vert) ou leur référence (bleu).

Au cours des premiéres expériences portant sur la démonstration de I’existence d’un contraste,
de grandes images et coupes de plusieurs dizaines de pixels sont réalisées, avec les valeurs “brutes”
de PA. On parlera ensuite du contraste entre les zones cellules/référence en définissant A, le
contraste relatif : les PA des 2 zones respectives sont moyennés sur plusieurs pixels, puis A,..; est

donné par ’équation (3.1).

PAcellules - PAréférence
PAréférence

Aver = (3.1)

Un A, positif correspond donc a une référence moins réfléchissante que la zone du tapis

cellulaire, et inversement pour un A, négatif.

3.2.2 Caractéristiques du contraste

Lors de la réalisation d’une image centrée sur la délimitation entre le tapis cellulaire et la zone
de référence, un contraste est observé. On obtient ainsi une image compléte comme montré dans
la figure 3.10, reflet de la position du tapis cellulaire. La variation de signal entre les cellules et leur
milieu (A,¢) est de Uordre de 5,5 & 8 % d’une expérience a ’autre. Un exemple expérimental est
montré en figure 3.11, en coupe le long du méme axe X que dans l'image térahertz en figure 3.10
(pointillés noirs), mais pour une expérience distincte.

La coupe en figure 3.11 montre une valeur moyenne de A, = 5,6 % pour 3 acquisitions
successives réalisées & 15 minutes d’intervalle. Cette durée totale de 30 minutes est intéressante
car elle correspondra plus tard a la durée de suivi de contraste aprés diverses perturbations.

Le bruit pour un pixel donné est indépendant de sa position dans la référence ou dans le

tapis cellulaire, et est de Pordre de +0,3 % avec des extrémums de 0,1 et 0,6 %. Le moyennage
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X (mm)

Figure 3.10 - Images du tapis cellulaire (gauche) et du milieu tampon (droite) a la surface de la
pastille selon 2 modalités : caméra visible au dessus du montage (haut) et image térahertz (bas).
L’image térahertz est présentée telle qu’acquise, en unité arbitraire du maximum d’amplitude de
I'impulsion.

Arel (%)

X (mm)

Figure 3.11 — Exemple typique de coupe & la perpendiculaire de la limite entre cellules et
référence, pour 3 acquisitions a 15 minutes d’intervalle. Les annotations donnent les valeurs
moyennes de contraste pour les deux zones et leur bruit respectif (vert et bleu). La résolution
latérale r est lue graphiquement & 2,5 mm.

par zone respective permet d’atténuer le risque d’avoir un bruit trop important sur la mesure
finale du A, global . En revanche, le bruit associé a la moyenne des points par zone est presque
doublé entre la référence et la zone du tapis cellulaire (de £0,13 % a 0,2 % en figure 3.11).
On interpréte cette plus grande variabilité par 'irrégularité du tapis cellulaire comparativement
a la référence (le milieu liquide). On voit bien sur la courbe typique que le plateau dii au tapis
cellulaire (zone verte) est plus irrégulier que le plateau référence (zone bleue). Biologiquement,
ceci peut-étre attribué a la légére dispersion des hauteurs de cellules (de ordre de 1 & 3 pm selon
la littérature [118]) et la répartition imparfaite des cellules ménageant localement des zones plus
ou moins denses. Il est donc intéressant de multiplier les points de mesure dans le tapis pour

avoir une meilleure idée de la valeur de A,.; globale, plutot que dans la référence.
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La résolution du dispositif, au sens de la distance nécessaire pour passer de 10% a 90% d’élé-
vation du A, entre la référence et le tapis cellulaire, est également mesurable sur la figure 3.11.
On y lit la résolution » = 2,5 mm. Autrement dit, dans ’approximation d’un faisceau gaussien,
la tache de focalisation du faisceau térahertz est d’une largeur & mi-hauteur FWHM = 2,3 mm .
Supposant une tache de focalisation circulaire, la surface moyennée en une acquisition (un pixel)
est donc de dimension s = 4,1 mm?. Cette surface est trés grande relativement aux dimensions
des cellules & confluence (inférieure a 200 um? = 2.10~* mm?); en premiére approximation on
peut estimer qu’une mesure sonde plus de vingt mille cellules simultanément. Ainsi, bien que
la résolution latérale soit trés basse, inhérente aux longueurs d’onde térahertz (cf section §1.1),
ont peut ici y voir un avantage assurant des mesure reflétant en quelques points un état global,
moyenné, des cellules.

Le signe et la valeur du contraste sont en bon accord avec les résultats de modélisa-
tion. Prenant le modele développé en chapitre 2 (figure 2.12) et utilisant les valeurs d’indice de

cellules (type HelLa), fournies pour la premiére fois en 2014 par I’équipe de Shiraga [81], nous

Acellules—eau

pouvons estimer le contraste A, théorique entre cellules et eau pure (A7)

). Ce contraste

théorique, en fonction de la hauteur du tapis cellulaire, est montré en figure 3.12.
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(a) Rappel de la configuration du modele utilisée
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(b) Contraste Ac¢i“!es=e@u attendu en fonction de la hauteur du tapis cellulaire
L.

Figure 3.12 — Modélisation du systéme et contraste théorique attendu entre cellule et eau pure,
en fonction de la hauteur du tapis cellulaire.

Pour des hauteurs de 7 a 12 ym comme attendu pour nos cellules MDCK, le contraste entre
cellules et eau pure serait théoriquement d’environ 3,5 4 5 %. Sachant, par essai expérimental
simple, que la différence de contraste entre eau pure et le milieu dans lequel baignent les cellules

est d’environ 1%, nous parvenons a un contraste entre cellules et milieu théorique de 4,5 % a 6
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% avec 'indice des cellules HeLa. Ces valeurs sont en trés bon accord, tant sur le signe que sur
Pordre de grandeur, avec les 5,5 % a 8 % observés expérimentalement sur les cellules MDCK.
Les légers écarts peuvent étre compris comme étant issus des variabilités d’indice entre types
cellulaires (HeLa versus MDCK) ; variabilités d’ores et déja soulignées par les auteurs de [81]
entre le type HeLa et deux autres types cellulaires.

La stabilité du contraste sur une demi-heure, comme vu en figure 3.11, nous permet d’envi-
sager des expériences sur cette échelle. Le milieu tamponné choisi permet aux cellules de tenir &
minima plusieurs heures, méme si elles sont & 21°C et non 37°C. Une vérification de I'intégrité des
cellules et de la stabilité du contraste sur plusieurs heures, au microscope optique et sur le mon-
tage térahertz, a été réalisée. Les cellules ne montrent aucune altération visible au microscope,

et aucune variation de A, supérieure & £0,4 %. sur une plage de 4h40.

3.2.3 Variabilité du contraste d’une expérience a autre

Par ailleurs, entre différentes acquisitions térahertz, la variation possible de A, entre 5,5
et 8 % est comprise comme le fait que nous n’avons pas toujours exactement le méme état
de confluence ; une différence dans 'avancement de la confluence ayant -selon la littérature- un
impact sur la hauteur moyenne des cellules du tapis et leur disposition les unes par rapport aux
autres.

Pour vérifier le lien entre valeur du contraste et développement du tapis cellulaire, nous avons
réalisé un suivi de la valeur du contraste aprés ensemencement, et imagé le tapis en cours de
développement par microscopie confocale.

Le suivi de la valeur du contraste s’étale de 1 & 5 jours aprés ensemencement & basse
confluence (environ 1,5.10° cellules.cm™). Une telle concentration initiale correspond & une
confluence attendue aprés approximativement 3 a 4 jours. La valeur de A, moyenne en chaque
temps est donnée pour un ensemble d’a minima 3 acquisitions successives en térahertz (fi-
gure 3.13).

< 4+ Ensemencement

. , , . . — —
-20 0 20 40 60 80 100 120 140
temps (h)

Figure 3.13 — Evolution du contraste selon le temps aprés ensemencement. La courbe noire est
la moyenne des valeurs de contraste en différentes zones du tapis, tracées en pointillés colorés.
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Les acquisition d’images confocales nous permettent d’estimer la hauteur des cellules
au cours du développement du tapis cellulaire. Les cellules MDCK ont été ensemencées a faible
concentration sur une lamelle de microscope, puis observées & 3 moments aisément distingables
au microscope optique : peu aprés ensemencement, puis au tout début de la confluence, lorsque
les cellules sont en contact entre elles mais encore peu denses, et enfin & confluence avancée. Les
cellules ont été observées par marquage par 2 fluorochromes différents. Le premier, la Calcéine-
AM (Sigma), est une molécule initialement non fluorescente, naturellement perméante grace a son
groupement acétoxyméthylique (AM). Une fois dans les cellules vivantes, celles-ci hydrolysent la
molécule en calcéine simple, fluorescente. Le second fluorochrome utilisé est le CellTracker™ Red
CMTPX (ThermoFisher), naturellement perméant et fluorescent. Les protocoles sont détaillés en
Annexe A.4 (page 129). La Calcéine-AM se localise dans toute la cellule, alors que le CellTracker™
Red n’est pas perméant du noyau, ce qui permet de le distinguer du corps cellulaire. Ceci est
un avantage pour rendre compte de la surface occupée par une cellule. En revanche, pour la
visualisation en coupe de I’épaisseur du tapis cellulaire, le marquage complet de l'intérieur de la

cellule est préférable.

Figure 3.14 — Coupe dans un plan paralléle & la lamelle de microscope, une dizaine d’heures
aprés ensemencement a faible concentration. Les cellules sont marquées par le CellTracker™ Red.

On observe en figure 3.14 que peu aprés ensemencement les cellules sont éparses. Observons a
présent en figure 3.15 la confluence a son tout début ou & son état plus avancé. En tout début de
confluence, les cellules ont des surfaces encore importantes, comme on peut le voir en figure 3.14,
et d’épaisseur assez faible (figure 3.15c). On lit sur les coupes une hauteur inférieure & 5 pm.
En état de confluence trés avancée, supposément stationnaire selon [116], la surface par cellule a
bien diminué (figure 3.15b) alors que la hauteur du tapis cellulaire a augmenté (figure 3.15d). On
lit alors, pour un ensemble de 6 coupes dont celles exposées en figure 3.15d sont représentatives,

une hauteur moyenne de 9,2 ym (£2,2 ym).
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Figure 3.15 — Coupes dans un plan paralléle (a, b) ou perpendiculaire (c, d) a la lamelle, en
début (a, c¢) ou stade avancé (b, d) de confluence. Les cellules sont marquées par la calcéine-AM
(a, b) ou par le CellTracker™ Red (c, d).

Ces coupes sont en trés bon accord avec les descriptions faites dans la littérature, détaillées
en partie 3.1.2.

La compréhension de I’évolution du contraste montrée en figure 3.13 est donc confirmée par
I'imagerie confocale. On lie la premiére phase de trés faible et irrégulier contraste & la phase
sub-confluente, ou les cellules sont éparses, de faible épaisseur et ne recouvrant pas encore toute
la surface. La variabilité du contraste décroit sensiblement alors que les cellules se multiplient
suffisamment pour recouvrir le support de culture. On comprend ensuite l'augmentation du
contraste comme le reflet de Paugmentation de ’épaisseur du tapis cellulaire & présent confluent,
jusqu’a une phase stationnaire ou les cellules ont atteint leur hauteur maximale.

La variabilité de A, d’une expérience a 'autre s’explique donc bien par ’état d’avancement
de la confluence du tapis. Nous normaliserons par la suite le contraste, mais il contient intrin-
séquement une information potentiellement utile. Par exemple, une vérification de la valeur de
A, en début d’acquisition permet de vérifier que le tapis est & confluence suffisante. Ceci est une
aide non négligeable car 'opacité du support en silicium cristallin ne permet pas d’observation
simple au microscope. De fagon plus générale, la possibilité de travailler sur des échantillons & la
méme étape de confluence (juste avant avant que la hauteur maximale soit atteinte) peut étre un
atout pour diminuer la variabilité ou pour distinguer des comportements différents selon 1’état

de confluence.

61



Chapitre 8. La nature du contraste en imagerie térahertz ATR de cellules

3.3 Nature du contraste observé

Afin de comprendre le contraste que nous avons caractérisé, une approche expérimentale est
ici proposée. Nous partons de ’hypothése que 'agent source de contraste est intracellulaire. En
réalisant la perméabilisation de la membrane cellulaire, c’est & dire en augmentant les transferts
de molécules a travers elle, un rééquilibrage de la quantité des molécules concernées entre mi-
lieux intra- et extra-cellulaires est attendu. Si les molécules concernées par la perméabilisation
sont source du contraste, celui-ci devrait diminuer car les molécules, en passant vers le milieu
extracellulaire ot elles sont trés diluées (donc n’influencent pas la référence), sortent de la zone
de tapis cellulaire sondée par ’onde évanescente.

1l s’agit dans cette partie de montrer que grace a des conditions d’acquisition adaptées aux
dynamiques attendues (sous-section 3.3.1), nous pouvons observer une telle chute de contraste
pour un des agents de perméabilisation testés (3.3.2). Cet agent s’avérant étre un perméabilisant
“global”, permettant la fuite de tout le hyaloplasme hors des cellules, nous chercherons ensuite
les molécules dont ’apparition en milieu extracellulaire est corrélée & la diminution du contraste
(3.3.3), pour ensuite confirmer la cohérence de nos déductions par plusieurs tests complémentaires
(3.3.4).

3.3.1 Conditions d’acquisition

Au cours des expériences précédentes démontrant ’existence d’un contraste, de grandes
images et coupes de plusieurs dizaines de pixels ont été réalisées, prenant plusieurs minutes
chacune. A présent, 'information extraite est la valeur de ce contraste, A,., selon un mode
d’acquisition devant étre plus rapide.

En effet, les dynamiques biologiques adressées lors des permeéabilisations chimiques réalisées
sont attendues sur des plages de valeurs de quelques minutes & plusieurs dizaines de minutes.
Le suivi sur plusieurs dizaines de minutes impose de conserver une mesure comportant a chaque
fois la référence, pour contrer les dérives lentes du montage. A I'opposé, la volonté d’adresser
des dynamiques de l'ordre de la minute (fopservée=0,02 Hz) impose une mesure de A, la plus
rapide possible, au maximum toutes les 30 secondes si l’'on veut respecter le critére de Shannon
( feéchantilionage = 2 * fobservée)- Par ailleurs rappelons que dans la partie précédente (3.2.2), il a
été souligné l'intérét du moyennage des points sur chaque zone, et la nécessité d’un plus grand
nombre de points dans la zone du tapis cellulaire pour contrer une variabilité des valeurs un peu
plus importante (due aux inégalités du tapis).

De ces contraintes découlent les paramétres suivants. Pour acquérir rapidement A,.;, seule
une ligne de 5 pixels le long de X est acquise; 3 sont situés dans la couche cellulaire, 2 sur la
référence. Une valeur de A, est alors acquise en 15 & 17 secondes ; la mesure est répétée toutes
les minutes.

Par ailleurs, les expériences ne sont pas directement comparables du fait des différentes valeurs
de A, initiales. En normalisant ce contraste relatif sur sa valeur a un temps t=0 défini, on peut
obtenir sa valeur normalisée A (équation (3.2)) et en observer ses variations sous différentes

conditions, au cours d’expériences distinctes.

62



Chapitre 8. La nature du contraste en imagerie térahertz ATR de cellules

Arel (t)
Av'el (t = O)

Dans notre cas, la normalisation se fera sur la valeur moyenne de 5 acquisitions avant la pertur-

Aft) = (3.2)

bation & un instant t—0. En figure 3.16 est montrée la stabilité de A sur plusieurs heures, comme
évoqué en fin de section 3.2, pour un tapis baignant simplement dans son milieu et sans aucune

perturbation. L’interprétation des différentes plages de valeurs de A est également indiquée.
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1,0-m i i - n ﬁ - [ []
0,84
< 0,6 -
’ Le contraste entre cellules et milieu diminue
0,44
0,24
00 \ | \ LeI contraslte peut—létre con'sidéré nlul \ :
0 1 2 3 4 5

Temps (h)

Figure 3.16 — Stabilité du contraste normalisé sur 4h40 et détail de la signification des zones de
valeurs de A.

3.3.2 Perméabilisations chimiques

Les cellules MDCK ont été soumises & différents types de perméabilisation. La membrane
plasmique et les endomembranes ont des perméabilités différentielles aux composés ; leur role est
a la fois de délimiter et contenir, mais aussi d’assurer les échanges nécessaires entre différents
compartiments. Les membranes cellulaires sont de véritables interfaces aux propriétés complexes ;
les perméabiliser consiste a augmenter les transferts de biomolécules a travers elles. En biologie,
on utilise souvent des perméabilisations pour introduire des molécules d’intérét [119-122| (fluo-
rophores pour l'imagerie, drogues diverses a action intracellulaire, transfection...) ou au contraire
pour accéder aux molécules intracellulaires [123,124] (caractérisation de cascades réactionnelles
en enzymologie, étude de ’ADN...). Dans le cas de cellules vivantes, ’objectif est de perméabiliser
de facon douce afin de ne pas perdre immédiatement la structure cellulaire, et sur notre montage
d’étre certains de sonder durant toute I’expérience un tapis cellulaire d’épaisseur constante dans
la zone de 'onde évanescente.

Dans notre cas, deux types de perméabilisation ont été réalisées séparément : une perméabi-

lisation sélective aux ions, et une perméabilisation générale non sélective.
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Perméabilisation spécifique aux ions

La permeéabilisation sélective aux ions K a été réalisée par la valinomycine. Cet agent se
loge dans les membranes cellulaires et y aménage des canaux trés sélectifs aux ions K. Ceux-
ci vont pouvoir passer dans les deux sens, et in fine équilibrer leur concentration par diffusion
simple entre les compartiments intra et extracellulaires, contrairement & 1’état physiologique
naturel ou la partie intracellulaire présente une concentration presque 40 fois supérieure a celle
extracellulaire [125].

La valinomycine a été choisie a 10 uM, pour une action perméabilisante rapide sur les MDCK
(ordre de la dizaine de minute) [126-128] sans probléme de toxicité, détachement ou gonfle-
ment excessif dans le méme temps (pour des traitements d’au moins une heure [129], vérifié au
microscope sur nos cultures pour 1h sous 100 uM). Cette perméabilisation a été la premiére en-
visagée, car les travaux précédents de 'équipe (cf section 1.4) démontraient une origine ionique
au contraste d’imagerie térahertz dans les axones de neurones.

Aucune des acquisitions n’a montré de variation de A hors du bruit, méme sur plus de 2h
d’acquisition. La ouabaine [130-132], autre perturbateur de I’équilibre ionique, a également été
testée, plus rapidement, mais aucune variation de A significative n’a pu étre montrée non plus.
Le déséquilibre ionique entre l'intérieur et I’extérieur de la cellule ne semble donc pas, dans notre
cas d’étude, étre la source du contraste observé. Ces résultats seront corroborés en sous-section
3.3.4 par d’autres approches, et en section 3.4 sera proposée une explication a un tel écart aux

conclusions des expériences sur les neurones.

Perméabilisation non sélective

La perméabilisation non sélective a été réalisée par la saponine 2. La saponine est un détergent
doux qui, selon l'interprétation actuelle la plus répandue, crée des trous dans la membrane
plasmique (mais pas dans les endomembranes) en se liant fortement & un de ses composants, les
molécules de cholestérol, puis en les arrachant [133]|. Les trous observés seraient de l'ordre de
100 nm a 1 pym [134], c’est & dire d’un éventail si vaste que la perméabilisation n’est que peu
sélective en taille et pas du tout en type moléculaire. Tout le hyaloplasme peut fuir vers le milieu
extracellulaire.

La saponine a été choisie & 75 ug/ml, avec des tests complémentaires dans la gamme de [5;100]
ug/ml, pour son action perméabilisante rapide (ordre de quelques minutes) sans altération de la
morphologie cellulaire globale [135]. Les détachements observés en culture apparaissaient toujours
au moins au-dela de 30 minutes pour une concentration de 75 ug/ml; un suivi minute par minute
a été réalisé a 80 yg/ml au microscope optique et a montré une modification nette de la forme
des cellules et des décollements locaux vers 35 minutes. Toutes les expériences étaient par ailleurs
suivies par la caméra située au dessus du montage, pour vérifier ’absence de grands décollements.

On observe en figure 3.17 que la saponine induit une chute du contraste au cours des 30 mi-
nutes suivant son introduction. Une telle chute est interprétée comme la diminution de la concen-
tration intracellulaire des éléments créant le contraste, par leur fuite vers le milieu extracellulaire

via les pores membranaires créés. Il est important de noter que c’est plus exactement une asymé-

2. La saponine regroupe sous son nom plusieurs saponosides, hétérosides complexe souvent extrait de plante.
Dans notre cas il s’agit de la saponine (les saponosides) issue de 'écorce de Quillaja Saponaria.
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trie de répartition entre les deux compartiments qui serait source de contraste ; on peut imaginer
en sens inverse que c’est un élément du milieu tamponné, absent de l'intérieur des cellules qui
crée le contraste. Cependant, cette hypothése est moins crédible car le milieu tamponné n’est
constitué que d’ions (qui ne semblent pas participer suffisamment au contraste, compte tenu des
résultats précédents de perméabilisation sélective, et comme nous le verrons également en partie
3.3.4), de glucose et I’HEPES en trés faible quantité (1 g/l et 2,4 g/1 respectivement). Nous
suivront donc l'interprétation principale, celle de la diminution de la concentration intracellu-
laire des éléments créant le contraste, par leur fuite vers le milieu extracellulaire via les pores

membranaires créés par la saponine.

104 & e \ | |
‘ ' :
\
0,8 ‘ N T
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< 0.6 : 75 ug/ml ! :
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Figure 3.17 — Variations de A lors de la perméabilisation non sélective par la saponine.

Dans le cas de perméabilisation spécifique (comme la valinomycine) & un seul type de mo-
lécule, si le contraste avait diminué, alors l'origine du contraste aurait été directement déduite.
Dans le cas d’une perméabilisation non spécifique comme la saponine, la diminution du contraste
indique la présence d’agents créant le contraste dans le hyaloplasme qui “fuient” vers ’extérieur
mais sans détail supplémentaire sur sa nature. Il faut alors affiner la recherche, dans le hyalo-

plasme sortis de la cellule, du type moléculaire source de contraste.

3.3.3 Quantification des protéines extracellulaires (BCA) et données

qualitatives sur leur taille (Bleu de Coomassie)

La méthode que nous avons choisie pour affiner la connaissance de la nature du contraste est
d’essayer de chercher dans le milieu extracellulaire les molécules dont la sortie est directement
corrélée 4 la baisse du contraste lors de la perméabilisation non sélective. La premiére hypothése
remplacant celle d’un contraste ionique fat celle d’un contraste d’origine protéique. En effet, ce
sont les protéines qui constituent la plus grande portion du hyaloplasme aprés I'eau, loin devant
PADN (majoritairement dans le noyau), ’ARN, les phospholipides (majoritairement dans la

membrane) et les autres petits composés, comme évoqué dans la partie 3.1.1.
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1l s’agit donc ici de quantifier les protéines dans le milieu extracellulaire au fil du temps
lorsque les cellules sont perméabilisées. Pour ce faire, deux méthodes différentes ont été utilisées
dans le méme objectif de quantification des protéines : le test BCA et le SDS-PAGE au Bleu de

Coomassie.

BiCinchoninic acid Assay

Pour doser la quantité totale de protéines et de peptides présents dans le milieu
extracellulaire, nous avons utilisé un kit BCA (Thermo Fisher), pour BiCinchonininc acid
Assay [136]. Ce test est un test colorimétrique, basé sur la formation hautement spécifique d’un
complexe de couleur violette de I’acide BiCinchoninic avec les ions Cu™. Or, les protéines (et les
peptides de plus de 3 acides aminés environ) réduisent les ions Cu?" en Cu'en milieu alcalin : la
quantification des ions Cu™ (par absorbance vers 560 nm) est proportionnelle & leur concentration.
Ce test est classique, bien que moins utilisé que le Bradford, standard de laboratoire. Il a été
choisi car contrairement au Bradford, il est moins sensible aux détergents et aux composés non
protéiques issus de lysats de cellules [136]. Par ailleurs, nous parlerons toujours des protéines ET
des peptides, mais par souci de clarté ne sera évoqué que le terme de « protéines » par la suite.

Pour notre expérience, le BCA est réalisé sur une plaque 24 puits dans lesquels des MDCK
sont a confluence et dans un milieu tamponné simple (sans ajout de protéines) de faible volume.
La saponine (75 pg/ml) est introduite a t=0 dans tous les puits exceptés ceux de controles négatifs
(pas de traitement), puis le milieu extracellulaire est retiré puits par puits a des temps différents.
Chaque prélévement de puits est dosé trois fois. On obtient ainsi au fil du temps la variation
de la quantité extracellulaire de protéines, larguées par les cellules suite & leur perméabilisation.
Les témoins négatifs (tapis sans traitement et puits sans cellules) et positifs (tapis traités et
désagrégés pour récupérer I’ensemble des protéines) permettent respectivement de vérifier qu’en
I’absence de perméabilisation la quantité de protéines libérées est négligeable et de normaliser la
courbe obtenue. Le protocole détaillé est disponible en Annexe A.5 (page 130).

Les résultats sont exposés en figure 3.18a. Ils montrent que la concentration extracellulaire de
protéines, signalée en bleu, augmente de facon significative aprés perméabilisation, comparative-
ment au puits témoin ; cette variation signe la “fuite” des protéines intracellulaires vers le milieu
extracellulaire, permise par la création de pores dans la membrane plasmique. FEn paralléle, les
variations de 1-A pour une autre expérience sont indiquées en noir. On retrouve une forme de
plateau suivi d’'une augmentation de 1-A (c’est a dire une diminution de A). Il semble que les
variations de 1-A et de la concentration protéique extracellulaire normalisée soient directement
corrélées, au bruit des deux mesures pres.

Pour confirmer les observations faites sur plaques 24 puits, un BCA a été effectué en 4
temps différents sur le milieu extracellulaire d’une pastille en paralléle d’acquisitions térahertz
sur une autre pastille ensemencée et traitée a 'identique. Le résultat est montré en figure 3.18b.
Ces mesures ont valeur de controle, mais sont limitées par 'impossibilité d’effectuer des triplicats
ou plus de points, de par les volumes et concentrations rencontrés. Les prélévements étant réalisés
sur de plus grand volume (plusieurs ml) ils sont plus bruités, mais ’absence de triplicat empéche
I’estimation de ce bruit. Ces mesures sont donc moins fiables, mais nécessaires pour s’assurer

que les différences de conditions de culture entre plaques 24 puits et pastilles n’influencent pas
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tracellulaire normalisée (dosée par BCA) et de la protéique extracellulaire normalisée et des varia-

variation de 1-A, réalisés séparément. tions de 1-A, réalisés sur 2 pastilles identiques,
simultanément.

Figure 3.18 — Corrélation de la perte de contraste en térahertz avec la fuite des protéines vers
le milieu extracellulaire.

de facon drastique leur réaction a la perméabilisation chimique. Ce contréle montre aussi une
bonne corrélation entre le BCA et 1-A, méme si la mesure de chaque point du BCA est entachée
d’une plus grande erreur potentielle par l'absence de réplicats, et que la mesure térahertz était
assez bruitée ce jour 1a (sauts de valeurs liés a des instabilités du laser).

Pour résumer, lorsque la perméabilisation permet la sortie des protéines vers ’extérieur de la
cellule, 1-A augmente avec la concentration protéique extracellulaire, et ce de fagon étroitement
corrélée. La compréhension de cette corrélation est que le contraste A est majoritairement da a la
concentration intracellulaire en protéines. Notons plus précisément que c’est & la concentration
massique que A semble sensible, puisque la corrélation est faite avec le BCA qui donne une

concentration massique (normalisée).

Electrophorése sur gel de polyacrylamide colorées au Bleu de Coomassie

Pour visualiser la taille des protéines dosées par le BCA et obtenir une seconde
mesure de la concentration protéique extracellulaire, des électrophoréses sur gel de po-
lyacrylamide (SDS-PAGE) colorées au Bleu de Coomassie ont été réalisées. L’électrophorése est
une technique physique de séparation de composants (ici, des protéines) par migration différen-
tielle au sein d'un gel aux bornes duquel est appliquée une tension électrique. Les protéines,
chargées, migreront & des vitesses variables selon leur taille. En arrétant la migration au bon
moment, on obtient un étalage graduel des protéines le long du gel, qu'un bain dans un colorant
spécifique aux protéines, le Bleu de Coomassie, permettra de visualiser sous forme de bandes.
Un mélange composé de protéines de tailles connues est utilisé en paralléle pour pouvoir com-
parer la position de chaque bande aux bandes de ces marqueurs de poids moléculaire, et ainsi
« étalonner » la mesure. Ce test permet surtout un apport qualitatif sur la taille des protéines
engagées, mais aussi semi-quantitatif en renfort des mesure BCA, par visualisation de I'intensité

des bandes pour différentes durées de perméabilisation.
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Le gel obtenu par SDS-PAGE montre une nette augmentation de la quantité de protéines
présentes dans le milieu extracellulaire. Elles sont de tailles trés variées, visibles par les bandes
au nombre et a l'intensité croissants (bleu de plus en plus foncé) . La photographie du gel en
noir et blanc est donnée en figure 3.19a. A partir de celle-ci, nous pouvons exprimer le niveau
de gris moyen pour chaque temps (c’est a dire chaque colonne), normalisé sur le témoin positif

(tout le contenu cellulaire), et ce pour plusieurs plages de tailles moléculaires.
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(b) Analyse des niveaux de gris moyens normalisés selon la gamme de taille de protéine
(analyse densitométrique) et comparaison au BCA réalisé sur les méme extraits.

Figure 3.19 — Résultat du SDS-PAGE au Bleu de Coomassie (a) et son analyse densitométrique
comparée au résultat de BCA (b).

Malgré le caractére imprécis de la méthode de densitométrie, on peut observer plusieurs
points :

— la sortie de protéines de toutes tailles, signant une perméabilisation au spectre large, selon

une dynamique globalement trés proche du BCA. On observe que la quantité de protéines

dans le compartiment extracellulaire suit bien les résultats du BCA. Parmi les bandes

intenses, on peut penser retrouver les éléments les plus abondants® du cytosquelette :

3. Pour affirmer le caractére abondant attendu d’une protéine, nous nous appuyons sur le site Proteomaps,
qui propose la visualisation des participations relatives de chaque protéine au protéome d’une cellule. L’affichage
va de la fonction générale (métabolisme, cytosquelette etc..) jusqu’au noms individuels des protéines. Les pro-
téomaps utilisées ici sont données en figure A.2, issues des données de cellules HeLa; le site est consultable a
www.proteomaps.net.
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actine G (42 kDa), cytokératines (44 et 53 kDa) et autres filaments intermédiaires tels
que la vimentine (53 kDa), ou encore de la tubuline (53-57 kDa).

— 2 exceptions a cette tendance : pour les protéines de petite taille ([5;20] kDa) et au
contraire celles de tailles supérieures a 170 kDa. Ces deux gammes montrent une sortie
plus lente comparativement & leur niveau total dans les cellules. Entre 7 et 20 kDa,
une gamme de protéines attendues en quantité importante sont les histones (13-15 kDa
environ), protéines permettant la compaction de I’ADN dans le noyau. Ce seraient a priori
elles qui constitueraient les bandes les plus sombres entre 7 et 23 kDa ; leur faible sortie
signerait une spécificité partielle (attendue) de la saponine pour la membrane plasmique
(perméabilisant peu les endomembranes, dont celle du noyau). Pour les tailles au dessus
de 170 kDa, on peut envisager que les protéines sortent moins facilement, au point de
compenser le fait qu’un petit nombre de grosses molécules suffit & participer de fagon
importante & la coloration du gel.

— Quelques bandes de protéines entre 46 et 58 kDa, présentes plus rapidement que les autres
dans le milieu extracellulaire, croissant au cours du temps de perméabilisation. Une de ces
bandes est déja présente dans le témoin négatif (cellules non perméabilisées). Le témoin
présente des protéines extracellulaires en quantité suffisante pour que leur trace soit visible
sur le gel (vers 55 kDa); on retrouve ici le résultat déja observé en BCA sur le témoin
négatif d’'une légére augmentation de la concentration protéique extracellulaire a la fin de
lexpérience (figure 3.18a). On retrouve cette molécule, & priori extracellulaire, dans tous
les puits. Aucune interprétation supplémentaire n’en est proposée, mais sa présence dans
les résultats de SDS-PAGE confirment la cohérence des valeurs témoins du BCA.

Au final, le SDS-PAGE nous permet de consolider les résultats du BCA, et de les compléter
d’une vérification des tailles engagées ainsi que quelques détails comme la confirmation de sortie

du cytosquelette avec le cytoplasme.

3.3.4 Tests complémentaires et discussion
Le contraste ne saurait étre ionique

La perméabilisation par la valinomycine n’a montré aucune variation significativement plus
grande que le bruit. Ce résultat expérimental est renforcé par une estimation théorique a partir
du modéle utilisé en Chapitre 2 et les données spectroscopiques connues pour des solutions
d’ions inorganiques issus du travail de thése d’'un précédent doctorant, Jean-Baptiste Masson
[84,102,109].

Entre le milieu extracellulaire et intracellulaire existe une asymétrie forte de répartition io-
nique, illustrée par ses valeurs typiques dans le tableau 3.1la. Les ions Na' et CI- sont respec-
tivement 10 et 30 fois plus concentrés dans le compartiment extracellulaire, et les ions K sont
eux environ 40 fois plus concentrés dans le milieu intracellulaire. Cette asymeétrie est entretenue
activement par la cellule, et génére une différence de potentiel transmembranaire a 1’état de re-
pos. L’équilibre des charges total, malgré I’asymétrie des charges ioniques totales, est permis par
la participation globale en charges négatives des macromolécules, plus particulierement dans le

compartiment intracellulaire.
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Lors de la réalisation d’images térahertz en transmission d’un neurone, le contraste visible
avait été interprété comme d’origine ionique. Plus exactement, c’est 'asymétrie de répartition
entre les ions KT et NaTqui avait été interprétée comme source du contraste. La substitution
de Na™ par des K™ dans la partie intracellulaire, et inversement du coté extracellulaire, serait
la source majeure de contraste, indépendamment des autres espéces ioniques. Nous ne pouvons
connaitre individuellement la participation des ions aux variations d’indice, en revanche l'indice
de solutions K™ +CI- et Na™+Cl selon leur concentration est connu. Sous I’hypothése d’une
variation de contraste due & lasymétrie seule des ions Na"et K, indépendamment des ions
Cl" (ne remplissant alors qu'un role d’équilibre des charges), nous pouvons établir un modéle
simplifié comme montré dans le tableau 3.1b. Nous estimons dans ces conditions une participation
théorique au contraste des éléments ioniques de 'ordre de -0.33% (1Thz) a -0.16% (0.5 THz)
dans les 5,5 & 8 % de A,¢. Ce modéle reste trés restreint, car en réalité les charges négatives
sont en partie fournies par les macromolécules (que nous voulons exclure du modéle pour n’avoir
que la participation des ions inorganiques), et non uniquement le Cl™; les résultats de ce modeéle
simplifi¢ ne sont valables que si la participation au contraste de ’asymétrie de répartition des
ions Cl” dans le cas réel est négligeable. Cependant, méme si la participation d’un type d’ion sur
trois n’a pas été prise en compte, l'ordre de grandeur des variations alors obtenues (moins de

0.5%) renforce ’hypothése d’une participation négligeable des ions au contraste.

Ion | Concentration Extracellulaire | Concentration Intracellulaire
(mM) (mM)
Na™ 145 12
KT 4 155
Ca?" 1.5 0.1
Cr 123 4.2

(a) Répartition biologique ionique typique de part et d’autre de la membrane cellulaire
d’une cellule de mammifére, extrait de [125].

Ions Concentration Extracellulaire | Concentration Intracellulaire
[ Na'+Cr 145 | B
| K'+Cr 4 \ 155

Tableau 3.1 — Répartitions ioniques typique réelle (a) et simplifiée pour notre modele (b).

(b) Paramétres de modélisation simplifiée.

Des solutions simples de protéines montrent un contraste du méme ordre de

grandeur

Pour appuyer l'interprétation d’une nature protéique du contraste, des expériences comparant
le contraste A, entre des solutions simples de protéines et de ’eau pure ont été réalisées. La
méthode expérimentale et les résultats d’analyse de contraste selon la concentration protéique
sont développés dans le Chapitre 4, il ne s’agit ici que de souligner la cohérence de I’hypothése
de la nature protéique du contraste. Nous savons que la concentration en protéines de tous types
est estimée dans les MDCK a 185(£45) g/1 (selon les données reprises dans [117]).
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Le tracé de A, en fonction de la concentration de 2 protéines différentes est montré en
figure 3.20. Les deux protéines, albumine (66,3 kDa) et lysozyme (14,3 kDa) ont été choisies
ici car elles se situent de part et d’autre de la taille moyenne estimée des protéines dans les
cellules eucaryotes (estimée entre 35-50 kDa, [114]). La gamme de contraste obtenue pour une
concentration de 185 g/l de ces deux protéines, comparativement a de l'eau pure, est de 7 & 9
%. Connaissant I’écart de 1% entre eau pure et milieu de culture, cela correspond a 8 & 10 % de
contraste entre solutions de protéines de taille moyenne et le milieu tamponné. Comparativement
au A, obtenu expérimentalement entre cellules et milieu tamponné, 'agrément est bon a la fois

sur le signe et 'ordre de grandeur.
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Figure 3.20 — Contraste relatif pour une gamme de concentration de deux protéines de taille
différente : 'albumine (66,4 kDa, rouge) et le lysozyme (14,3 kDa, vert d’eau), comparativement
A une référence d’eau pure. Les pointillés indiquent la valeur de contraste pour la concentration
interne moyenne des MDCK.

Ce résultat, malgré I’écart de quelques points, est un fort argument en faveur de I’hypotheése
d’origine protéique du contraste dans les images térahertz que nous avons obtenue. Ces quelques
points d’écarts restent négligeables, a la vue des approximations utilisées, plus particuliérement
sur :

— la concentration protéique intracellulaire. En effet, la concentration protéique de 180 g/1
issue de la publication est estimée avec une erreur standard de £45 g/l. Cette forte
incertitude élargit la gamme théorique de A, d’environ 2 % de part et d’autre de la
gamme estimée [8;10] %, ’étendant a [6 ;12] % attendu pour une solution de protéines de
taille comprise dans [14,3:66,4] kDa, a 185(445) g/1, comparativement au milieu utilisé
pour notre référence.

— l'utilisation de la seule taille moyenne et non de la répartition globale (non gaussienne)
de taille des protéines et peptides dans la cellule.

Toutes les expériences avec d’autres protéines que ’albumine ou le lysozyme ont montré des
contrastes, différents mais d’un ordre de grandeur proche. Tout ceci sera détaillé en chapitre 4,

mais retenons ici est que le contraste ne parait absolument pas spécifique & une protéine ou une
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autre.

Pour conclure, par corrélation de la baisse du contraste avec ’apparition de protéines dans
le milieu extracellulaire, nous proposons l'interprétation d’un contraste d’origine protéique en
térahertz sur des cellules épithéliales. L’absence de variations du contraste lors de perméabili-
sations sélectives aux ions nous a permis de rejeter I’hypothése initiale d’un contraste ionique
comme obtenu dans les expériences précédentes de ’équipe sur des axones. Ce rejet d’hypothése
est étayé par une estimation théorique de signe négatif et de faible amplitude de la participation
au contraste des ions Na™ et K. L’hypothése d’une origine protéique du contraste est quand
a elle renforcée par le signe et 'ordre de grandeur des contrastes obtenus entre des solutions

simples de protéines et de I’eau pure.

3.4 Conclusion

Ce chapitre nous a permis de démontrer successivement 3 points.

— La possibilité d’observer en térahertz, grace a le géométrie ATR du montage, un tapis de
cellules épithéliales en contraste avec son milieu extérieur, et ce suivant des caractéristiques
de sensibilité proches de celles attendues théoriquement (cf chapitre 2), dans des conditions
physiologiques, non invasives, et sans aucun traitement préalable.

— La nature protéique et peptidique du contraste térahertz observé, en termes de varia-
tion du pic d’amplitude du champs détecté. Cette démonstration repose sur l'excellente
corrélation entre la diminution du signal térahertz lors de la perméabilisation et I’augmen-
tation paralléle du contenu extracellulaire en protéines, et ce en utilisant deux techniques
de quantification protéique distinctes : le BCA et le SDS-PAGE au Bleu de Coomassie.
La seconde conforte la premiére et y ajoute des renseignements complémentaires en bon
accord avec 'action attendue de la saponine. L’origine protéique du contraste, basée sur
un mécanisme non spécifique, semble cohérente au vu de la prépondérance des protéines
dans les composants cellulaires, comme esquissé en figure 3.2.

— Cette démonstration est appuyée par diverses approches secondaires : I'estimation théo-
rique d’une participation ionique négligeable, et I'estimation du contraste généré par des
protéines en solutions simples comparativement & 1’eau pure, du méme ordre de grandeur
et signe que A,

Ces résultats semblent au premier abord en contradiction avec les résultats précédents de I’équipe,
ayant caractérisé un contraste ionique du térahertz sur les montages d’imagerie précédents. Néan-
moins, il est important de souligner que I'objet d’étude était alors un axone (longue partie tubu-
laire d’un neurone) géant. Or, les neurones sont des cellules extrémement polarisées (cf figure 3.3
c), avec de fortes asymétries de répartition entre leur axone et leur corps cellulaire. Dans le cas
d’axones géants proches des axones utilisés par I’équipe, la composition protéique massique de
Paxoplasme seul (cytoplasme de ’axone) est de 'ordre de 3 % [137,138], contre environ 19 % dans
les MDCK. Cette forte différence peut parfaitement expliquer le renversement des participations
majoritaires entre ions et protéines.

L’objectif est désormais de proposer ce contraste térahertz comme un outil pour la biologie ;

ce sera le sujet du chapitre 5. L’information de perte protéique est un indice a priori intéressant

pour le suivi des dynamiques de perméabilisation de cellules vivantes (en nous donnant la vitesse
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de fuite du cytoplasme riche en protéines vers I'extérieur). C’est aussi une information sur l’état
global complet de la cellule qui pourrait nous permettre d’accéder & la viabilité attendue aprés
arrét de la perméabilisation, les protéines et peptides composants la machinerie cellulaire des
cellules.

Cependant, il semble nécessaire de d’abord chercher & mieux caractériser et comprendre
Porigine -apparemment non spécifique- de ce contraste. Ce sera ’objet du chapitre 4, ot une
étude expérimentale de nombreuses protéines de toutes tailles sera présentée, suivi d’'un modéle
théorique affinant la compréhension de la participation de chacune au contraste total. Ceci devrait
nous permettre de mieux comprendre ’outil, avant de pouvoir 'utiliser et le comparer aux outils

actuels de la biologie!
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Spectroscopie térahertz des protéines
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Afin de mieux comprendre les variations spectroscopiques sous-jacentes au contraste d’am-
plitude étudié jusqu’ici, nous proposons dans ce chapitre une étude spectroscopique large de
protéines, peptides et acides aminés en solution. Cette étude débutera avec l'extraction des
variations d’amplitude (AA') et de temps (At) de Pimpulsion térahertz pour une solution, rela-
tivement & celle pour ’eau pure, et ce pour un grand nombre de molécules sur une grande gamme
de concentrations. Ce sera, aprés un rappel bibliographiques en 4.1, le sujet de la section 4.2.
Comme déja entrapergu en figure 3.20, la relation entre concentration et contraste en amplitude
(AA) est linéaire (sur la gamme de concentration étudiée) et dépendante de la protéine; nous
verrons qu’il en est de méme pour les variations de At. Nous développerons ensuite en section
4.3 un modéle de participation volumique de la protéine, de sa couche de solvatation et de I’eau
pure aux caractéristiques spectroscopique générale de la solution. Ce modéle nous permettra en
section 4.4, a partir des données brutes (AA et At), d’accéder aux caractéristiques spectrosco-
piques moyennes de 'intérieur d’une protéine et de sa couche de solvatation, relativement a I’eau
pure. Ces résultats dépassent largement 1’étude de A, et apportent des renseignements spectro-
scopiques complémentaires aux études actuelles abordées en premier lieu (section 4.1). Revenant
enfin en section 4.5 & la caractérisation de notre outil d’imagerie térahertz des cellules, nous nous
appuierons sur une partie du travail précédent pour mieux en comprendre les propriétés et les

limites lorsque AA (A,¢) est utilisé pour quantifier la perméabilisation cellulaire.

4.1 Travaux actuels sur la spectroscopie des biomolécules en

solution

Comme nous avons vu dans le chapitre 1 (1.2.4), la spectroscopie térahertz des biomolécules
permet d’accéder a des renseignements structurels inédits (conformation, dénaturation..). Cepen-
dant, de par la forte absorbance de I’eau, la spectroscopie térahertz est longtemps restée appliquée
a des échantillons lyophilisés, cristallins, en poudre compressée ou en film fin. Or la solvatation
est capitale pour la conformation d’une molécule et la réalisation de sa fonction [139,140]. On
voudrait donc accéder aux renseignements spectroscopiques des biomolécules quand elles sont
dans leur état physiologique, sachant que leur solvant va avoir une importante influence sur
leur état. Au cours des dix derniéres années, un effort particulier a été porté a la réalisation de
mesures pour des biomolécules en solution.

C’est en 2006 que plusieurs publications concomitantes [45-47,141,142| démontrent la pos-
sibilité d’explorer les effets de solvatation, grace a la sensibilité du térahertz a I'état (perturbé)
de 'eau dans le voisinage immédiat des biomolécules qu’elle solvate. Dans ces publications, les
auteurs démontrent d’abord que les propriétés d’absorbance des solutions ne peuvent étre simple-
ment comprise comme la somme des propriétés spectroscopiques des molécules et celle de I'eau
pure. Les molécules explorées étaient aussi bien des sucres [45] que des acides aminés [141] et des
protéines [46,47,141,142]|. Ils proposent alors que l’eau interfacielle, ¢’est-a-dire a 'interface entre
la molécule et ’eau pure, présente une altération de comportement telle que le térahertz y soit

sensible. Le modéle classique utilisé est la description de ’absorbance effective totale de la solu-

1. Afin de désambigiiiser, nous parlons dans ce chapitre de A,.; (contraste en amplitude utilisé pour 'imagerie
térahertz) en tant que AA
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tion comme la somme des absorbances de chaque compartiment pondérées par leur participation
volumique respective.

Cette couche d’eau dite « couche d’hydratation », aux propriétés différentes de celle de ’eau
pure, a été étudiée par un grand nombre d’autres méthodes : les simulations numériques [143-148],
la RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) [149,150], la spectroscopie infrarouge 2D [151], des
expeériences pompe-sonde femtoseconde résolues en polarisation [152], etc. Mais la spectroscopie
térahertz, non invasive, intrinséquement sensible & 1’état de I’eau et ne nécessitant aucune pré-
paration d’échantillon, pourrait apporter de nouvelles données et s’insérer comme un élément
important de telles investigations. Sur ces motivations, de nombreux travaux [38] ont utilisé la
spectroscopie térahertz résolue en temps (THz-TDS) pour acquérir les propriétés diélectriques
de solutions d’ions, de sucres, de peptides et protéines [43,102,153-157] et en extraire des rensei-
gnements sur les propriétés vibrationnelles des molécules d’eau dans la couche d’hydratation et
son épaisseur par exemple. Cependant, la compréhension globale des propriétés spectroscopiques
de ces solutions en térahertz est encore limitée, chaque travail se portant sur une ou quelques
molécules différentes seulement. Ces propriétés ont montré une variabilité importante selon la
taille de la molécule. Ainsi, par exemple, une solution de protéines montre une diminution d’ab-
sorbance [46,111], a 'opposé d’une solution de certains acides aminés ou d’ions [102,158,159].

Ceci est illustré en figure 4.1.
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Figure 4.1 — Exemples de propriétés d’absorbance pour une solution ionique (NaCl, a) et pour
une solution de protéine (Lysozyme, b) respectivement issus de [159] et [46]. On observe une
absorbance supérieure a ’eau pour la solution de NaCl, et une absorbance inférieure & I’eau pour
une solution de lysozyme. Les « baseline » signalées correspondent & l’absorbance théorique selon
si I'on néglige Veffet de la couche de solvatation (baseline et baseline 1) ou non (baseline 2).

Un modele global caractérisant les propriétés moyennes de ’eau solvatée et des biomolécules
dissoutes, ainsi qu’une rationalisation des variations observées selon le poids moléculaire, seraient
trés utiles. Ils permettraient de donner possibilités et limites d’extension des résultats obtenus

dans les études fines menées sur une ou quelques molécules.

7



Chapitre 4. Spectroscopie térahertz des protéines en solution

4.2 Acquisitions sur le montage ATR pour une large gamme de

protéines

Notre étude spectroscopique débute par ’observation des variations de AA et At, données

brutes, pour différentes solutions d’acides aminés, de peptides ou protéines.

4.2.1 Choix des acides aminés peptides et protéines

Une trés large gamme de tailles a été explorée, du plus petit acide aminé (la glycine) a
une trés grosse protéine (la catalase). Les acides aminés (AA), peptides et protéines choisis ras-
semblent plusieurs critéres : une forte solubilité afin d’explorer la plus grande gamme possible
de concentrations; conditionnés sous forme de poudre hautement purifiée (> 90 % a minima,
sans sels) ; dans des gammes de prix abordables pour pouvoir réaliser des solutions de plusieurs
millilitres & concentrations importantes. Les molécules choisies sont données dans le tableau 4.1.
Lorsque cela est possible, les dilutions sont faites par pesées et la concentration en est direc-
tement déduite. Dans le cas des protéines délicates & dissoudre, particuliérement aux grandes
concentrations, la solution est filtrée pour éliminer tout agrégat puis la concentration déterminée

par spectrophotométrie (NanoDrop™ 2000c).

Nom Poids moléculaire (kDa)
Catalase ~250
% Albumine 66
S Hémoglobine 64,5
S Ovalbumine 44,3
L Myoglobine 17,1
Lysozyme 14,3
%’3 Leu-ser-lys-leu-NHs 0,458
£ (« petit peptide »)
, Glutathione 0,307
Lysine 0,146
3 Sérine 0,105
Glycine 0,075

Tableau 4.1 — Acides Aminées (AA), peptides et protéines utilisés, par ordre décroissant de
taille moléculaire.

4.2.2 Schéma des acquisitions

Les acquisitions ont toutes été réalisées selon le méme protocole. Les solutions d’AA /peptides/protéines
sont préparées la veille ou le jour méme, par dilution dans de ’eau MilliQ) qui sera notre référence
de mesure.

Sur le montage, un puits plastique sans fond, collé sur la surface de la pastille par ses bords,
permet de restreindre 'acquisition & des volumes de 500 pL par échantillon. La pastille est
positionnée de sorte & ce que la zone sondée soit dans le puits. Le puits est rempli de la solution
référence (eau MilliQ) et une série d’acquisition est réalisée. Une série d’acquisition correspond

a lacquisition répétée 15 fois autour du maximum de I'impulsion térahertz. Tout comme pour
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la réalisation d’images térahertz, le pic d’amplitude est ajusté par une courbe parabolique, ce
qui nous donne une solution analytique pour la valeur du maximum et sa position temporelle.
L’ajustement est réalisé sur 6 points acquis; exemples en figure 4.2. On alterne ensuite séries
d’acquisition sur référence et sur solution, de sorte & obtenir a minima 3 séries d’acquisition sur
solution chacune encadrée de 2 séries d’acquisition sur référence. Le temps d’acquisition d’une

série est supérieur au temps nécessaire au ringage du puits entre deux séries.
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Figure 4.2 — Exemple de courbes acquises et ajustées, pour I’eau (référence, bleue) et une solution
de protéines concentrées (verte).

La moyenne du maximum d’amplitude des deux séries de référence A,.y encadrant une série

sur solution permet de calculer le contraste en amplitude tel que :

AA — Asolution - A’/‘ef
Aref

De méme pour 'écart temporel entre les deux maxima, solution et référence :

At = Lsolution — tref

Réaliser une référence avant et aprés chaque série sur solution nous permet de nous assurer
une bonne compensation des dérives lentes du systéme. On moyenne ensuite les mesures de toutes
ces séries. Chaque point donnant la relation pour une molécule entre une concentration et AA

ou At est la moyenne d’au moins 3 séries.

4.2.3 Données brutes obtenues

On obtient des données dont quelques exemples sont exposés en figure 4.3 et figure 4.4. Pour
chaque molécule testée, une relation proportionnelle simple entre la concentration massique et
les A (AA ou At) se dessine; le facteur de proportionnalité est dépendant de la molécule. On
observe en figure 4.3 pour AA que ce facteur de proportionnalité, c’est-a-dire la pente des droites

en pointillées, augmente avec la taille de la molécule. Ainsi, débutant dans les nombres négatifs

79



Chapitre 4. Spectroscopie térahertz des protéines en solution

avec le plus petit acide aminé, la glycine, il augmente progressivement jusqu’a atteindre une

valeur positive pour les protéines jusqu’a un maximum pour la plus grosse protéine.
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Figure 4.3 — Exemples de contraste en amplitude obtenus selon la concentration de plusieurs
AA, peptides et protéines. La relation linéaire & la concentration est matérialisée par les droites
en pointillés, dont la pente donnera la sensibilité de AA a la concentration.
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Figure 4.4 — Exemples d’écart temporel obtenus selon la concentration de plusieurs AA, peptides
et protéines. La relation linéaire & la concentration est matérialisée par les droites en pointillés,
dont la pente donnera la sensibilité de At & la concentration.

Ce facteur, pente de la droite, est en fait la sensibilité de la mesure pour chacune de ces

molécules : la variation de AA pour 1 g/L. On observe déja que la sensibilité varie énormément

pour les molécules de petites tailles, la glycine et la lysine étant séparées d'une centaine de
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Daltons seulement, alors que pour les grosses molécules elle est trés proche, malgré plusieurs
centaines de kDa de différence entre le petit peptide et la catalase par exemple.

Pour les variations de At avec la concentration massique, exposées en figure 4.4, I'effet reste
proche bien que plus bruité, et avec une exception quant & 'augmentation de la pente avec le
poids moléculaire : la lysine (146 Da) présente une plus forte pente que I'albumine (66 kDa). Par
ailleurs, aucune pente négative n’a été relevée.

Des effets de saturation sont connus concernant ’absorbance selon la concentration : par
exemple pour les solutions ioniques, la relation linéaire de ’absorbance & la concentration n’est
vraie qu’en de¢a de quelques molaires (mol/L) avant un seuil de saturation. Un exemple pour
le NaCl est montré en figure 4.5a, avec une saturation atteinte a partir de 2 molaires (2 M=117
g/L pour le NaCl). Dans la littérature, un comportement linéaire a été relevé pour de I’albumine
en solution, comme exposé en figure 4.5b, pour des concentrations jusqu’a 270 g/L (27 % w/w,
ou encore 4,2 mM). Aucun effet de saturation n’a été relevé dans nos mesures de 0 & 200 g/L au
moins, comme le montrent les relations linéaires observées entre les A et Chassique. Lies protéines
en solution, dans ces gammes de concentrations, sont a priori indépendantes car bien moins

nombreuses que des ions 4 méme concentration massique 2.

©
® 94+ -

Extinction Coefficient (cm™)
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(a) (b)

Figure 4.5 — Tllustration de la relation linéaire entre absorbance d’une solution et concentra-
tion d’ions (NaCl, a, données non publiées du travail de thése d’A. Podzorov) ou de protéine
(Albumine, b, [47]).

I’absence d’effets observables de saturation sur notre gamme de mesure nous permet de
relever la pente des droites exposées en figure 4.3 et figure 4.4 pour refléter directement les
variations de AA et At avec la concentration. Si I'on reléve chacune de ces pentes, pour AA
comme At, nous pouvons observer leurs valeurs en fonction du poids moléculaire de la molécule
respectivement en figure 4.6a et figure 4.6b.

Ces valeurs sont la sensibilité de la mesure en fonction de la concentration massique. Il
semblerait qu’une relation lie la sensibilité des mesures A A et At au poids moléculaire des acides
aminés, peptides et protéines. Nous allons donc chercher & modéliser les variations de la sensibilité
des mesures réalisées sur le montage en fonction du poids moléculaire M au cours de la partie

sulvante.

2. 100 g/L de NaCl correspond & 1,7 mol/L contre 1,5 mmol/L pour ’albumine & méme concentration massique,
de par leur fort écart de masse molaire.
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Figure 4.6 — Sensibilités des variations de AA (a) et At (b) avec la concentration massique de
la molécule, en fonction de son poids moléculaire M.

4.3 Modélisation du comportement

Aprés Dobservation des variations de AA et At qui semblent liées a la concentration et
au poids moléculaire, nous essayons d’établir un modéle liant le comportement spectroscopique
global de la solution aux participations respectives des protéines, de leur couche d’hydratation
et de 'eau pure composant la solution. Ce modéle concerne d’abord n et x, et nous verrons dans
la section suivante (4.4) comment lier ces informations spectroscopiques aux variations des AA
et At .

4.3.1 Démarche et notations

Le modéle volumique classique utilisé dans les publications abordées en 4.1 est utilisé lors
de la mesure de ’absorbance d’un échantillon. Cependant, il peut a priori étre appliqué a tout
I'indice complexe. Le résultat de la mesure peut étre décomposé en participation des trois méme
compartiments : la protéine, la couche d’hydratation et ’eau non affectée par la présence de la
molécule (I'eau « brute »), schématiquement représentées en figure 4.7. Ces compartiments ont
chacun une participation unitaire x; constante, pondérée par le ratio du volume qu’il occupe sur
le volume total de la solution. On formalise alors la mesure effective x.;y comme étant la somme

de ces participations unitaires pondérées :

V9 VU}

Vo
Teff = V:Ep + sz + 73%

Les x représentent n ou s, composants de l'indice complexe 7w = n — ix. x, représente la par-
ticipation unitaire de l'intérieur des protéines, x5 celle de la couche de solvatation et z,, celle
de I'eau dite « brute », c’est-a-dire identique & I'eau pure. Pour pouvoir modéliser le comporte-
ment spectroscopique des solutions et en extraire les données sur la couche de solvatation et les

protéines, il faut pouvoir exprimer les différents ratios volumiques. C’est ce que nous ferons en
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partie 4.3.2, & partir des hypothéses de modélisation suivantes, résumées de facon schématique

en figure 4.7.
3 B Eau « brute »
/ \I
|| J x
\ | w
\\. 4
~__ Cotiche de L,
solvatation \
| ,|
. \ y
y R -
v \ s
|‘ >
\ I
‘\\ . /.-’

Figure 4.7 — Schéma et notations utilisées pour notre modélisation.

La protéine est décrite comme une sphére de rayon R et de masse volumique moléculaire
p homogéne et constante. Sa valeur moyenne est 1,37.10% kg/m?, et présente une variabilité
extrémement restreinte d’une protéine ou d’un peptide a I’autre [160]. La couche de solvatation
d’épaisseur eg est considérée comme constante. Plusieurs travaux soulignent que la valeur d’es
n’est que peu dépendante de la protéines dans son ensemble [143,161], mais est liée & la topologie
(repliements, groupements hydrophiles/hydrophobes...) de son enveloppe extérieure [162]. Une
influence de la polarisabilité de la molécule a aussi été évoquée [163]. Dans le cas de protéines
trés solubles comme celles que nous utilisons, leurs dimensions sont relativement globulaires,
leurs surfaces globalement hydrophiles et nous pouvons nous attendre & trés peu d’écarts d'une
protéines & 'autre, comme il a été démontré dans le cas de 4 protéines globulairesen référence
[161].

4.3.2 Calcul du modéle volumique

La participation volumique de I’ensemble des protéines V), s’obtient & partir du vo-
lume d’une protéine Vi, et de leur concentration dans la solution.

Pour une protéine, le volume est donné par sa masse mq, divisée par sa masse volumique :

Vvlpzi

Pour une solution contenant N protéines on a : V, = NVj,. Si 'on rapporte ce volume au

volume total de la solution V, dans lequel on trouve une masse totale de protéine m, on a :

‘/p_ mlp_m

Vv pV_pT/

Ou encore, exprimé selon la concentration massique Cpassigue = m/V :
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E o Cmassique (41)

14 p
La participation volumique des couches d’hydratation se calcule & partir du volume
d’une couche et de la concentration protéique dans la solution.
Pour une protéine, le volume d’une couche d’hydratation Vi s’obtient par déduction du
volume Vj, de la protéine sphérique (rayon R) au volume total Vip,y1s occupé par la protéine et

sa couche d’hydratation (rayon R+ e5). On a ainsi :

4 4 e2
Vie = Vip1s = Vip = 5 (R+ e)® = R = dmey (R + Rey + =)
Sachant que my, = M/N4 avec N4 constante d’Avogadro (nombre de molécules dans une

mole) et M le poids moléculaire. Alors Vi, = p]\% = %RS, d’ott on exprime R = (47?;\]{@)1/3 que

I’on injecte dans I'expression de Vig précédente.

3M 3M e?
Uy (S, S (42)
4mpN 4 4mpN 4 3

Sous forme simplifiée, sachant p et N4 connus, on peut exprimer Vi, tel que :

Vis = dmes(( )2/3-1-

Vis = Ae,M?3 + B2M'® + Ce? (4.3)

Avec A, B et C constantes appartenant & RT, telles que :

3 . _
A= Adn(—2 23 x4 84(N4p) 73
B= 47r(i)1/3 ~T,79(Nap) ?
4w pN 5 ’
47
C=—=4,19
3 b

Comme pour les protéines, le volume total occupé par les couches de solvatation est obtenu
par : V; = VigN. Par ailleurs, N (nombre de molécules) est le nombre de moles n multipliée
par Ny, et n s’exprime par la masse totale divisée par la masse molaire n = m/M, donc N =
mN /M. Nous exprimons alors le ratio Vs /V en fonction de la concentration massique Crassique
tel que :

E = Vl;N = Vls%cmassique (4.4)
Le volume restant d’eau dite « brute », c’est-a-dire identique a de 1’eau en absence de

toute molécule dissoute est obtenu simplement par :
— =1-=—-= (4.5)

Pour un modéle de participation de chacun de ces compartiments proportionnel & leur volume,

la mesure térahertz effective totale se décomposera donc telle que :

Vb Vs Vo Vs Vi @p Vs s
e = T T 4e 1———— w — dw w |7\ — —(— -1
Tefp =yt et (o m pre = vt | =D 30—
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Lors de la réalisation de la mesure, c’est 'écart entre la mesure effective et la mesure dans

I'eau pure qui est quantifiée, c’est-a-dire :

Tl e Tp(% gy (2t )
Tap V “xy V txy
En remplacant les ratios volumiques par leurs expressions (équation (4.1), équation (4.4)),

on obtient I'expression de la mesure effective rapportée & la concentration massique :

NA Ts
—1)+Vig—(— —1 4.6
Cmassique Lw ,O(JUw ) te M (xw ) ( )

Ip

1 Teff —Tw 1

1 Teff —Tw 1, xp Ny

Ts

(Z2 —1)+[Aes M3 + Be2MY® 4 Ce3] =2 (

Cmassique L P Ty LT

~1) (4.7)

Cette expression en équation (4.7) permet idéalement un calcul d’ajustement complet sur les
données qui permettrait d’estimer e; en plus des participations respectives de chaque comparti-
ment & la mesure. Cependant, comme nous ’avons vu en figure 4.6a et figure 4.6b, les données
brutes sont assez dispersées, notamment concernant At. La répercussion sur les mesures Teff
déduites sera une dispersion non négligeable. Les degrés de liberté pour un ajustement prenant
en compte les paramétres dans [AesM?/3 + Be2 M'/* 4 C'e?] sont trop importants relativement &
cette dispersion des données expérimentales. Il faut fixer la valeur de [Ae,M?/3 + Be2M '/ + Cé3]
c’est-a-dire fixer Vi pour chaque poids moléculaire considéré. Nous devons pour ce faire nous
affranchir de l'inconnue es en fixant sa valeur (A, B et C étant déja connus). La valeur de e
pour les peptides et les protéines est souvent considérée comme appartenant a une gamme rela-
tivement restreinte, centrée sur 8-12 Angstroms par calcul de dynamique moléculaire [164, 165]
bien que quelques publications observent un effet plus lointain entre 11-17 [166] et jusqu’a 17-20
A [163,165]. Nous choisissons in fine de travailler avec e, = 10 A. Cette hypothése trés forte
sera discutée en fin de section 4.4. On calcule ainsi la valeur de V;5 uniquement dépendante de

M telle que :

Vis &~ 5, 5M2/365 + 8, 31M1/3e§ + 4, 1963 en Ag

On injectera alors cette expression de Vis dans équation (4.6), ce qui nous permet d’obtenir
un modeéle aux paramétres uniquement dépendants de M et des participations respectives z;
des différents compartiments a la mesure z.ry, relativement & I'eau pure. Nous pouvons alors
espérer obtenir les informations spectroscopiques de ces compartiments relativement a l’eau si
nous avons acces aux informations spectroscopiques efficaces (également relativement & ’eau) de

la solution.
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4.4 Extraction de données spectroscopiques

En section 4.2, nous avons pu relever le couple de données (A A, At) pour un grand nombre de
molécules et de concentrations. En section 4.3 nous avons proposé un modeéle du comportement
spectroscopique applicable aux solution de protéines, liant I'indice complexe effectif aux indices
des différents compartiments (protéine, couche de solvatation) qui sont I'information finale dési-
rée. Comment faire le lien entre (A A, At) et les données spectroscopiques sur les protéines et la
couche de solvatation 7 Nous suivront dans cette section une démarche en deux étapes. D’abord
le passage de (AA, At) a linformation de variation de U'indice complexe effectif de la solution
relativement & ’eau pure, en partie 4.4.1. Puis le passage de l'information de cette variation
d’indice effectif aux informations spectroscopiques de I'intérieur de la protéine et de la couche de

solvatation grace au modéle théorique de la section 4.3, en partie 4.4.2.

4.4.1 Des modifications du pic d’amplitude aux variations de I’indice
complexe effectif

En premiére approximation, At (retard entre les deux pics) peut étre compris comme le
retard de phase du signal, alors que A A est la variation normalisée de I’amplitude. Les formules
de Fresnel (vues en 2.2.1, équation (2.3)) nous assurent que les variations d’indice complexe du
milieu (solution de protéines ou eau pure) auront une influence sur 'amplitude et la phase du
signal réfléchit. Nous allons donc chercher a trouver la relation entre le couple de données (AA,
At) et le couple (ness, keps) caractérisant l'indice complexe effectif de la solution testée. Plus
exactement, puisque le couple de A est rapporté & ’eau pure, on ne peut en déduire directement
que le couple de variation de I'indice complexe relativement a I’eau, c’est-a-dire que ’on cherchera

la relation entre (AA, At) et (en,e5) avec :

L e R
Ny Ko

Cependant, n et k sont des variables dépendantes de la fréquence. Or, I'impulsion térahertz
est par nature multifréquentielle. Nos mesures (AA, At) sur 'impulsion térahertz émergent des
participations des propriétés spectroscopiques a plusieurs fréquences, « combinées » en une seule
mesure AA ou At. En réduisant le temps d’acquisition a 'acquisition du pic de 'impulsion seul,
nous perdons la résolution en fréquence que la spectroscopie classique permet d’avoir. Les € que
nous en déduirons seront donc le résultat d’'une moyenne pondérée sur toutes ces fréquences. Plus
exactement, ils seront I’écart moyen normalisé des (neff(v), kepf(v)) par rapport aux valeurs
spectroscopiques de 'eau pure (n.,(v), ky(v)). Cet écart moyen sur la gamme 0,2 & 1,6 THz
ne peut étre une information réelle que si les courbes nesf(v) et kepp(v) sont une homothétie
de ny (V) et ky(v) respectivement. Cette hypothése est clairement soutenue par les quelques
publications ayant pu fournir des données spectroscopiques des peptides et protéines en solutions ;

des exemples sont donnés en figure 4.8.
Dans D’espace de Fourier, passer d’un signal initial (incident, en polarisation p dans notre
cas) a celui refléchi correspond a multiplier ce premier par le coefficient de réflexion de Fresnel
rp. Comme nous I’avons vu en équation (2.3), ce coefficient est dépendant de 'indice complexe

des milieux & l'interface de réflexion. Nous pouvons appliquer 7, pour l'indice de I'eau et pour
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Figure 4.8 — Exemples de données sur 1’absorbance d’une solution d’albumine (a, [46]), de
lysozyme (b, [47]) et d'un peptide synthétique (c, [167]) comparée & I’absorbance de 1’eau pure.
On note une homothétie des courbes, a minima sur la zone utilisée dans notre travail de 0,2 &
1,6 THz environ.

une variation de celui-ci, en obtenir les deux signaux résultants, puis comparer aprés retour dans
Pespace temporel les deux impulsions et en extraire (AA, At). Si 'on répéte l'opération pour
plusieurs couples (&, £x) on peut donc définir la relation théorique de variation entre (AA, At)
et (en, €x). Cette démarche est explicitée graphiquement en figure 4.9.

Les relations obtenues, tirées directement de la démarche résumée graphiquement en fi-
gure 4.9, sont données en figure 4.10. Ces graphiques nous permettent en particulier de vérifier
la linéarité des relations entre A et € pour des petites variations e.

On résume alors sous la forme des combinaison linéaires les participations de AA et At a

chacun des €. c’est-a-dire que 'on pourra obtenir la matrice de transfert T telle que :

En AA
(2)(3)

Les coefficient de la matrice T™!, inverse de T dans I’équation (4.8), correspondent aux pentes
des relations respectives de AA et At a chacun des € (lorsque 'autre ¢ est égal a 0) exposées
en figure 4.10. Cependant, notons bien que cette détermination est théorique. Notre montage,

lui, est nécessairement imparfait. Il va imposer un filtre supplémentaire au signal, en plus du
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Figure 4.9 — Démarche théorique pour obtenir la relation entre (g, e;) et (AA, At).
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Figure 4.10 — Relations théoriques entre AA, At et g, pour £, = 0 (a) et entre AA, At et g,
pour &, = 0 (b). Les pentes de ces droites seront les coefficients de 7!, et T en sera déduite par
inversion.

filtre de réponse théorique lié aux variations d’indice complexe lors de sa réflexion & l'interface
prisme/solution, que nous connaissons par les formules de Fresnel. La matrice obtenue par la
méthode théorique développée ci-dessus a d’ailleurs donné des résultats quantitativement faux
sur des solutions d’ions & l'indice complexe connu. Ceci souligne la nécessité d’un étalonnage
expérimental, que nous pouvons réaliser grace a la démonstration théorique ci-dessus prouvant
la possibilité d’utiliser la relation en équation (4.8).

Nous avons effectué un étalonnage grace a des solutions d’ions & l'indice connu grace & des
expériences spectroscopiques réalisées par un doctorant précédent, Alexander Podzorov. Sur un
montage en transmission, il a effectué des mesures spectroscopiques complétes [168] notamment
sur des solutions de KCI, KI et Ca(NO3)q. Ces ions en particuliers sont d’intérét pour nous car
ce sont eux qui présentent des courbes d’indice et d’absorbance les plus proches d’une homo-
thétie aux courbes de ’eau pure sur la large gamme d’ions qu’Alexander & étudiée. Connaissant

donc les couples (e, €x) pour chaque ion & une concentration donnée et réalisant des mesures
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Figure 4.11 — Comparaison des valeurs de (g, €;), obtenues a partir du couple (A A, At) mesuré
pour une solution de KCI & 777 mM, via la matrice de transfert théorique Ty, ou celle déterminée
par étalonnage Texp. Les valeurs sont & comparer au couple (e, €i) attendu d’aprés les données

spectroscopiques complétes (*) issues de [168].

expérimentales de AA et At pour ces mémes concentrations, on peut résoudre les valeurs de T
par un systéme de 4 équations & 4 inconnues. Il faut deux solutions ioniques différentes pour
ce faire, puis nous utilisons une troisiéme solution pour vérifier ’étalonnage réalisé. Procédant
ainsi, et aprés s’étre assuré que les concentrations utilisées étaient dans la gamme de concentra-
tion sans saturation (typiquement inférieures a 1 M), nous obtenons une matrice de transfert
Texp aux coefficients de méme signe mais de valeurs un peu différentes des coefficients théoriques
dans Tiy. Appliquant ces deux matrices a des mesures expérimentales de (A A, At) réalisées sur
une solution de KCI, on observe en figure 4.11 que la détermination des coefficients (&, i) est
meilleure avec la matrice de transfert Texp, c’est & dire que I'estimation des coefficients est plus
proche de la valeur théorique attendue. La matrice de transfert utilisée par la suite sera donc

celle-ci.

4.4.2 Extraction des variations moyennes d’indice et d’absorbance

Connaissant a présent la relation liant (AA, At) & (e, £x) grace a la matrice de transfert T (,
on peut exprimer a partir des données expérimentales I’évolution de €, o1 et €, .7 en fonction de
la, concentration, pour chaque molécule. Les données e.pp = f (Crassique) auront la méme forme
linéaire que les données brutes A = f(Cinassique), que nous avons vues en figure 4.6a et figure 4.6b.
On en extrait directement les pentes, comme nous 'avons fait pour les données sur AA et At.
Le modele développé précédemment pour toute mesure sy et résumé dans 'équation (4.7) est
applicable & la mesure de I'indice complexe effectif, c’est-a-dire & Nefp = nefr—ikesr. On exprime
alors ’équation du modéle telle que :

1 1 Ny
—¢€

Eneff = Enp +Vis5 rens (4.9)

Cmassique
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1 1 Ny
Ereff = ;&-c,p + ‘/lsﬁgn,s

Rappelons que Vi dépend de M, es et p. 1l est nécessaire de fixer e; pour pouvoir ajuster

(4.10)

Cmassique

notre modéle aux données, comme expliqué lors du calcul du modele en partie 4.3.2. On injecte

alors V15 dans les équations 4.9 et 4.10. Regardons les valeurs issues des données expérimentales

et les ajustements ainsi obtenus, en figure 4.12.
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Figure 4.12 — Variations expérimentales des € par unité de concentration massique de n (a) et
 (b) selon le poids moléculaire (M), et ajustement sur ces données (-)

Notre modéle volumique suit & nouveau bien les données expérimentales extraites, plus par-
ticulierement pour n et avec une dispersion plus notable pour k. Gréace & la simplification sur
Vis, les quatre paramétres extractibles sont ceux donnant les valeurs spectroscopiques moyennes
a lintérieur de 1’eau solvatée et & l'intérieur des protéines, relativement a I'eau. Ces propriétés
sont résumées en tableau 4.2. On peut, grace & cette adéquation avec les données expérimentales,
donner une rationalisation de 'indice complexe effectif pour des solutions d’acides aminés, de
peptides et de protéines selon les participations des différents compartiments avec la taille et la
concentration. Réfléchissons ici pour l'indice n ; la rationalisation sera strictement la méme pour
+ (puisque les deux sont interchangeables dans l'expression de la mesure z.¢s). Notons d’abord
que les signes des paramétres extraits nous indiquent que ng > ny, > ny, (et ks > Ky > Kp).
Comment comprendre les variations spectroscopiques effectives vues en figure 4.127

Réfléchissons en termes de concentration constante. Puisqu’on considére la densité constante,

avoir la méme concentration massique mais augmenter la taille des molécules, c’est en fait passer
d’un trés grand nombre de petits éléments indépendants solvatés a quelques trés gros éléments
solvatés : les deux cas possédent le méme volume (et donc poids) de protéine mais le volume
de solvatation est plus faible dans le second cas, la diminution profitant & 'augmentation du
volume d’eau brute. Donc lorsque M croit, la participation de ns diminue, la participation de
n, est identique et la participation de n,, augmente mais comme ng > n,, cela se traduit par
un neysy total qui décroit. On passe ainsi d'un &, .y important pour les petits éléments ou la
couche d’hydratation a une participation prépondérante a cause de son important volume, & un

En,eff Plus faible lorsque M augmente et que la participation de la couche d’hydratation diminue
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car son volume total diminue. Quand M augmente encore, le volume de la couche de solvatation
devient négligeable devant celui, constant pour une concentration constante, du volume des
protéines. &, ¢ tend alors vers un plateau correspondant a la seule participation de I'intérieur
de la protéine. Et comme n, < n,, ce plateau de &, .y est négatif.

Si lon réfléchit maintenant en terme de taille de molécule constante, I’augmentation de la

concentration indique une augmentation du nombre de molécules. La molécule ayant un ratio
« volume intrinséque sur volume de solvatation » constant, I’augmentation de la concentration
ne fait qu’ajouter des molécules avec le méme ratio, et I'indice final effectif augmente linéaire-
ment avec le nombre de molécules ajoutées. Ceci explique bien la forme linéaire des courbes en
figure 4.3.

| | en | x |
protéines, peptides et acides -0,14 -0,99
amineés
| couche de solvatation | 0,004 \ 0,007 |

Tableau 4.2 — Paramétres spectroscopiques moyens, relatifs & ’eau pure, extraits a partir des
ajustements aux données, exposées en figure 4.12.

Une fois les paramétres du tableau 4.2 connus, il suffit d’exprimer les indices et les absorbances
relativement & l'eau, dont les propriétés sont trés bien connues [169]. Par exemple, & partir
des données ci-dessus, on pourrait proposer les courbes des données spectroscopiques de 'eau
de solvatation exposées en figure 4.13. Une augmentation de l’absorbance de l’eau lorsqu’elle
participe a la solvatation est cohérent avec la littérature; [45] donne une variation de +2%

(autour de 2.5 THz) contre les +0,7% que nous obtenons ici.

Propriétés spectroscopiques de la couche de solvatation
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Figure 4.13 — Exemple de données spectroscopiques découlant des €, s et . s du tableau 4.2 et
de la connaissance des données spectroscopiques de 'eau .
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4.4.3 Discussion

Ces résultats sont nouveaux et extrémement utiles comme le montrent les informations
spectroscopiques que l'ont peut obtenir in fine. Cependant, pour le moment, c’est surtout la
compréhension globale des variations spectroscopiques des solutions de différents acides ami-
nés/peptides/protéines, grace a une rationalisation par un modéle simple, qui est valorisable. En
effet, plusieurs points limitent encore la possibilité d’avancer des résultats quantitatifs comme
ceux proposés en figure 4.13.

Une premiére limite se trouve dans ’hypothése forte de l'existence d’'une homothétie entre
les valeurs spectroscopiques de I’eau pure et celles des autres compartiments. Nous avons pu voir
que les publications supportaient assez bien cette hypothése quand aux valeurs spectroscopiques
effectives de solutions de protéines (lysozyme, albumine). Cette limite est intrinséque et nécessaire

a 'utilisation de notre modéle.
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Figure 4.14 — Impact d’une variation d’épaisseur de couche de solvatation de £2 A (courbes
rouges claires) relativement a la valeur e; = 10 A utilisée pour I’ajustement aux données.

Une seconde limite se trouve dans la détermination d’une épaisseur de couche de solvatation
constante d’une molécule a ’autre, mais surtout son utilisation & une valeur déterminée de 10
A. Pour une variation de 42 A, on peut observer un fort impact sur les courbes cerf = f(M),
comme exposé en figure 4.14. Si Pon prenait ces valeurs, les coefficients extraits relativement a la
couche de solvatation seraient changés; par exemple le coefficient ¢, s passerait de 0,004 & 0,006
(pour 8 A) ou 0,003 (12 A), soit des variations de 50 et 25 % respectivement. Notons cependant
que les informations spectroscopiques relatives aux protéines ne seront, elles, pas influencées par
cette hypothése puisque leur valeur est déterminée sur une zone ot la participation de la couche
d’hydratation est négligeable devant celle de la protéine.

Une troisiéme limite, importante pour 'extraction de valeurs spectroscopiques quantitatives,
se situe dans notre méthode d’étalonnage pour établir la relation (AA, At) = (eneff, Eneff)-
D’une part, la qualité homotéthique des données spectroscopiques des solutions ioniques relative-
ment & I’eau pure peut étre discutée, et donc la valeur exacte des € utilisés comme valeurs étalons.
Les graphiques sont fournis en annexe (figure A.3, page 124) pour illustrer les écarts existants

entre cette hypothése et les données réelles. Cependant cette approximation est incontournable
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et reste trés crédible. D’autre part, et ce sera ici 'objet de la discussion, la matrice de transfert T
est déterminée en s’appuyant sur des données spectroscopiques expérimentales sur lesquelles une
variation de +10% serait facilement envisageable. En effet, en configuration de transmission, un
faible écart d’épaisseur (ordre du micrometre) de la cuve utilisée a celle renseignée dans ’algo-
rithme d’extraction des valeurs spectroscopiques peut avoir un impact important sur le résultat
final. La vérification faite avec le KCI n’assure pas la totale validité de I’étalonnage puisque les
valeurs spectroscopiques attendues sont issues de la méme série d’expériences avec le méme écart
d’épaisseur de cuve possible & celui renseigné dans ’algorithme. Ainsi, pour une simple variation
du parameétre le plus sensible dans notre étalonnage (la valeur d’absorbance attendue pour une
solution de KI) de +10%, nous obtenons un décalage des valeurs expérimentales (et donc de
I’ajustement) non négligeable. Une estimation de premier ordre du bruit sur 'ajustement da a

cette incertitude d’étalonnage est présentée en figure 4.15.

T T T T
0,0000 4 = Données expérimentales ]
} Modeéle volumique (e, = 10 A)
-0,0002 4
o
% -0,0004 - .
wz
-0,0006 - R
% i =
-0,0008 - i
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0,1 1 10 100
M (kDa)

Figure 4.15 — Estimation du bruit da a ’étalonnage sur ’ajustement aux données relatives &
I’absorbance.

Une publication s’est déja intéressé aux variations de a d’une solution d’albumine selon la
concentration massique. Un de leurs résultats, exposé en figure 4.16, permet d’estimer le para-
meétre aeff/Crassique & une fréquence connue ainsi que gy = Qe—o, et donc e ¢ r/Crnassique. On
en extrait une valeur de €, cr¢/Cassique = —, 7.107%, contre le €reft/Cmassique = —7,4.1074
de nos propres mesures sur 'albumine. Ces résultats sont trés proches, d’autant plus si ’on
prend en compte Ierreur estimée dii a I’étalonnage de I'ordre de 41,5.107%. Bien que nos don-
nées soient entachées d’une erreur possible importante, les ordres de grandeur obtenus par la
conversion (AA, At) = (eneff, €r,eff) restent donc excellemment réalistes si on les compare aux
trés rares données actuelles.

Pour résumer, le modéle développé et son ajustement aux données donnent une rationalisa-
tion qualitative de ’évolution des données spectroscopiques d’une solution selon sa composition.
Par ailleurs, malgré des hypothéses de travail fortes, il est possible d’extraire des informations
quantitatives si nous disposons d’un étalonnage fiable. L’inconnue de la valeur absolue d’épaisseur

de la couche de solvatation reste un élément supplémentaire déterminant pour la quantification

93



Chapitre 4. Spectroscopie térahertz des protéines en solution

300

290

280

270

260

Extinction Coefficient (em™)

250

0 10 20 30
Solution Concentration (% BSA wiw)

Figure 4.16 — Données d’absorbance pour une solution d’albumine & 1,56 THz selon sa concen-
tration (1 % w/w =10 g/L), tirées de [47].

de l'indice complexe de 1’eau de la couche de solvatation. Ce ne sera en revanche pas un souci
supplémentaire pour les données sur les protéines, indépendantes de es. Ce travail, bien qu’encore
inachevé, est donc un pas important vers une meilleure définition des valeurs moyennes comme
« guide » pour les études plus fines qui ne portent que sur une molécule & la fois. Par exemple, des
écarts aux valeurs moyennes pourront indiquer une molécule & la topologie distincte ou présen-
tant une couche d’hydratation aux propriétés originales. A I'inverse, une idée du comportement
spectroscopique moyen peut étre utile lors de 'application ou lors des études de faisabilité de
différents capteurs de biomolécules, nouveau secteur trés dynamique de la recherche térahertz

(comme nous l'avons vu en 1.3.2).

4.5 Application & la caractérisation de notre outil térahertz

4.5.1 Ajustement du modéle a la sensibilité du contraste térahertz

Revenons a I’étude de notre contraste térahertz A, = AA, utilisé comme outil de mesure de
la perméabilisation cellulaire aprés sa normalisation donnant A. Dans le cas de nos acquisitions
pour le suivi de la perméabilisation, la mesure x.f; est 'amplitude du signal térahertz, x,, la
mesure d’amplitude de la référence et (xer—xw)/x, est le contraste AA. Nous pouvons appliquer
une telle équation & A A grace a la démonstration théorique de linéarité entre les Aet € montrée en
figure 4.10(impliquant la linéarité observée dans les données brutes entre AA et la concentration
massique, en partie 4.2.3). L’expression en équation (4.7) devient alors :

Ad A ;Ap + WS%AS (4.11)

Cmassique Cmassique

Avec A, et Ay participations respectives des protéines et de la couche de solvatation au
contraste total. Ces valeurs sont supposées constantes, ainsi que la masse volumique molécu-
laire p et I’épaisseur de la couche de solvatation es. L’expression du contraste normalisée par la
concentration massique, ¢’est-a-dire la sensibilité du contraste, ne varie alors plus qu’avec le poids

moléculaire M. Appliquons notre modélisation a la variation expérimentale de A,¢;/Criassique
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obtenue & partir des courbes brutes montrées en 4.2.3 . On obtient les données et leur ajustement

au modéle exposés en figure 4.17.
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Figure 4.17 — Données expérimentales de la sensibilité du contraste a plusieurs acides aminés,
peptides et protéines, et ajustement obtenu d’aprés l'équation (4.11).

Le comportement attendu par le modéle s’ajuste trés bien aux données expérimentales, mal-
gré les approximations utilisées. Nous n’avons ici pas préoccupation a avoir quant aux valeurs
absolues des données puisque A, (AA) est une données brute sans conversion ultérieure, et peu
bruitée (comparativement a At).

IL’équation du meilleur ajustement est d’expression :

A N
__Trel :0,042—0,95V A

(4.12)

Cmassique

Ce résultat est trés cohérent. Le signe de la participation constante, indépendante de M,
montre une participation positive de 'intérieur de la protéine au contraste. A I'inverse, le signe
négatif du second terme ne peut que provenir du signe négatif de la participation de la couche de
solvatation au contraste global. Le mécanisme du contraste selon le poids moléculaire est le méme
que celui expliquant les données spectroscopiques. Si nous réfléchissons & concentration massique
constante : pour de nombreuses petites molécules, la participation (négative) de la couche d’hy-
dratation est prépondérante. Alors que la taille augmente, et que le nombre de molécules diminue
pour conserver une meéme concentration massique, la participation de la couche d’hydratation
diminue, jusqu’a devenir négligeable devant la participation positive de la protéine. On atteint
alors le plateau de valeurs & A,e;/Crassique = Op/p = 0,042. Ce plateau est la gamme pour

laquelle la sensibilité de la mesure sera constante, donnant un contraste A, de 4,2 % pour 100
g/L.
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4.5.2 Résumé des propriétés de A,

Le modeéle développé est adéquat pour la description du contraste térahertz. Concernant

notre outil térahertz, on peut donc définir les propriétés suivantes :

— Le contraste est non spécifique au type d’acide aminé, peptide ou protéique. Nous pouvons
donc exclure des sensibilités de type indirect, comme celle & un acide aminé précis, & une
structure particuliére. Il n’est globalement lié qu’a leur taille moléculaire.

— L’origine intrinséque de ce contraste est la différence entre les caractéristiques spectrosco-
piques & l'intérieur des protéines et les caractéristiques de l’eau qu’elles remplacent. On
peut voir cet effet comme un « défaut d’eau », celle-ci étant remplacée par la molécule
bien moins absorbante.

— Lalimite de ce contraste est la participation négative de la couche d’hydratation nécessaire
a la solvatation de la molécule. Si cette couche est de volume total trop important, sa
participation négative diminuera le contraste, voir méme ’annulera ou le rendra négatif.

— La gamme de poids moléculaires dans laquelle le comportement de A,.; est peu dépen-
dant de M s’étend sur M € [330; 00| Da, si 'on définit « peu dépendant » comme moins
de 50 % d’écart de sensibilité. Si I'on restreint & moins de 10 % d’écart de sensibilité,
M € [2;00[ kDa. Ce point est primordial et trés intéressant pour notre quantification.
En effet, lors de la perméabilisation, on peut s’attendre & une perturbation de certaines
macromolécules, et peut-étre leur désorganisation partielle de laquelle résulterait la libé-
ration de leurs sous-unités. On sait cependant qu’il faudrait que ces sous-unités soient de
la taille de quelques acides aminés seulement et que cet événement de dépolymérisation
touche une portion importante de molécules pour que d’éventuelles variations de A appa-
raissent malgré une concentration en grammes par litre inchangée. Si ’on prend 'exemple
(le plus abondant dans le cytoplasme) des macromolécules du cytosquelette, leurs sous-
unités sont de l'ordre de 40 & 50 kDa, ce qui garantit absolument aucune variation sensible
de A méme en cas de dépolymérisation totale du cytosquelette, et donc une mesure totale
en grammes par litre fidele.

A présent que nous avons affiné notre compréhension du contraste, nous pouvons 'utiliser comme
un outil, mieux compris, de quantification de contenu cellulaire protéique et donc du suivi de sa,

sortie lors de la perméabilisation cellulaire.
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A présent que le contraste A, est mieux compris dans son origine physique et spectrosco-
pique, nous pouvons le proposer comme un outil pour la biologie, pour le suivi quantitatif de
la perméabilisation cellulaire. Pour ce faire nous allons d’ores et déja expliciter les motivations
existantes derriére le suivi de la perméabilisation de cellules vivantes au cours de la section 5.1,
ainsi que les outils classiquement utilisés pour ce faire. Nous soulignerons les avantages de A
devant deux de ces méthodes classiques, par comparaison expérimentale simple en section 5.2.
Puis nous entreprendrons d’exposer la multitude de possibilités offertes par le suivi de A, en

Pappliquant a I’étude de perméabilisations chimiques (section 5.3) et électriques (section 5.4).

5.1 Motivations et méthodes actuelles autour de la

quantification de la perméabilisation cellulaire

5.1.1 Pourquoi perméabiliser une cellule ?

La permeéabilisation cellulaire est I’augmentation des transferts de molécules & travers ses

membranes. Un rapide apercu schématique de la membrane plasmique est proposé en figure 5.1.

: Liguine
Glycoprotéine : EXTRACELLULAIRE

Glycolipide

Cholestérol

o Protéineg
T périphérique
Protéine
intramembranaire

Filaments du
cytosquelette

CYTOPLASME

Figure 5.1 — Schéma structurel détaillé de la membrane plasmique d’une cellule animale. Tiré
de [170].

On y voit les lipides, composants fondamentaux de la membrane, dans leur organisation
en bicouche : leurs tétes hydrophiles tournées vers les milieux intra ou extracellulaires, leurs
parties hydrophobes au centre. Fichées dans cette bicouche lipidique, de nombreuses protéines aux
roles variés (transports, régulations, communication...) sont également présentes; elles peuvent
présenter des relations par liaisons faibles ou fortes avec d’autres molécules hors de la membrane,
comme par exemple le cytosquelette dans le cytoplasme ou des glycosylations vers I'extérieur.
Des molécules de cholestérol libres se trouvent dans la partie centrale, hydrophobe, de la bicouche
lipidique. La membrane est souvent comparée & une mosaique fluide, de par la diffusion rapide

et la réorganisation permanentes de ses divers composants.
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Les membranes d’une cellule, que ce soit la membrane plasmique qui la délimite ou ses endo-
membranes, présentent des perméabilités sélectives. Ceci est 1ié a leur nature lipidique (hydro-
phobe) mais aussi & leur composition en différentes molécules transmembranaires facilitant des
transferts spécifiques. Seules les petites molécules non chargées et lipophiles (O9, Nj..) passent li-
brement par diffusion a travers les membranes. Les molécules polaires (eau, peptides, sucres...) et
les ions, hydrophiles, ne vont pouvoir passer que par transports via des protéines implantées dans
la membrane, sous forme de canaux ou de molécules plus complexes (transporteurs). Les plus
grosses molécules ne peuvent tout simplement pas passer la membrane plasmique. Les cellules
dégradent souvent ces molécules avant de les importer dans leur cytoplasme. La seule solution
naturelle d’entrée intacte est 'endocytose, c’est & dire que la membrane s’invagine autour des
molécules, les englobe et forme une vésicule intracellulaire. Ce processus d’internalisation est
trés majoritairement spécifique. Deux représentations schématiques d’endocytose spécifique (a)

et non spécifique (pinocytose, b) sont proposées en figure 5.2.

4 e e 4 @ -
récepteur ¢ || membrane plasmique
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e ® o enrobée e o ®
L] ® 4 .Q L
S °® @
® \ ®
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Figure 5.2 — Deux mécanismes d’entrée de grosses molécules dans la membrane : ’endocytose
spécifique (a) et la pinocytose (b). Extrait de [170].

On peut vouloir dépasser ces propriétés pour faire entrer (ou plus rarement sortir) des biomo-
lécules d’intérét, trop lourdes, trop lipophobes et/ou sans mécanisme de passage de la membrane
existant. Dans le cas de cellules fixées, la perméabilisation est un processus bien établit, pour les
marquages en immunocytochimie par exemple. Cependant le travail sur des cellules fixées n’est
pas toujours adapté (exemple : in vivo) et des artéfacts dus a la fixation ont été signalés [171].
Dans le cas de cellules vivantes, il s’agira souvent de provoquer l'entrée d’agents de contraste
pour imagerie (quantum dots, fluorophores...), de médicaments ou d’ADN (thérapie génique,
génie génétique..), puis d’arréter la permeéabilisation et permettre a la cellule de se « réparer ».
On cherche donc une perméabilisation réversible. Des applications en biologie métabolique et
biologie génétique utilisent aussi la perméabilisation pour obtenir des systémes « ouverts », dans
lesquels on accede librement aux organites et réactions cytoplasmiques [123,124]. Dans ce cas, la

perméabilisation est douce, sur cellules vivantes, mais non nécessairement réversible.

5.1.2 Meéthodes de perméabilisation cellulaire réversible

Il existe une pléthore de méthodes utilisées pour la perméabilisation cellulaire réversible &
différentes biomolécules. Certaines méthodes utilisées pour ’ADN (vecteurs viraux, par médiation

de peptide...), complexes et spécifiques [172], ne seront pas abordées ici par souci de simplicité.
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Survolons les plus connues :

B La technique de micro-injection, qui consiste tout simplement & injecter & ’aide d’une trés
fine aiguille ce que 'on souhaite insérer dans les cellules, cellule par cellule [173].

B Les méthodes d’insertion de canaux dans la membrane plasmique. Citons par exemple la
streptolysine-O, qui s’insére spontanément dans les membranes et permet le passage de molécules
en aménageant des pores non spécifiques dans la membrane (jusqu’a 35 nm) [174]. Des porations
spécifiques sont possibles, surtout pour les ions (ionoporation), avec par exemple la valinomycine
[175] hautement spécifique aux ions potassium.

B Les méthodes par utilisation de détergents doux (non ioniques), tels que le Triton-X100 [176,
177], 1a digitonine [124,178] ou la saponine [133,134,179]. Leurs modes d’actions sont légérement
différents mais reposent sur la capacité du détergent a s’insérer dans la membrane, et en altérer ses
propriétés (stabilité, composition en cholestérol..). Tls vont étre utilisés a faibles concentrations
dans le cas de cellules vivantes pour éviter que leurs propriétés tensio-actives ne solubilisent
les membranes. Ces détergents sont par ailleurs trés utilisés & plus forte concentration pour
perméabiliser les cellules fixées [119], et sont donc assez connus des biologistes. Ces détergents
doux furent la premiére méthode proposée pour la perméabilisation de cellules vivantes, dans le
cadre d’études en enzymologie dans les années 70.

B La méthode d’électroporation. Elle consiste & appliquer un champs électrique déstabili-
sant les membranes et rendant transitoirement la cellule plus perméable, l'effet variant avec les
caractéristiques du champs [180, 181]. Les mécanismes élémentaires n’en sont pas encore trés
bien compris [182,183|, amenant a 'appellation électroperméabilisation ou électroporation se-
lon ’hypothése de fonctionnement sous-jacente. C’est malgré tout une technique trés utilisée en
clinique [184] comme en recherche, pour I'entrée d’ADN ou de médicaments par exemple [185].
L’application la plus répandue est la transfection de cellules et de bactéries in vitro, souvent pour
créer des modéles modifiés génétiquement. Des applications in vivo et cliniques émergent dans
le traitement de zones cancéreuses. Nous y reviendrons en section 5.4.

W Les méthodes reposant sur un choc osmotique. Appliquer un choc osmotique permet une
brusque rééquilibration de I’eau entre intérieur et extérieur. Si le milieu extracellulaire est hypo-
osmotique, I'eau extracellulaire va brusquement entrer dans la cellule, entrainant avec elle une
partie des molécules & faire entrer dans la cellule. On retrouve parfois cette méthode utilisée en
paralléle d’autres techniques perméabilisantes pour en améliorer Peffet [186,187].

B La méthode la plus simple reste certainement d’attendre ’entrée des molécules d’intérét
par pinocytose. La pinocytose est une endocytose spontanée (dans la plupart des cellules) et
non spécifique : la membrane s’invagine vers l'intérieur de la cellule, emprisonne une petite
partie du milieu extracellulaire, et forme une vésicule intracellulaire (figure 5.2). Cette entrée ne
causera aucun dommage a la cellule, mais permettra I’entrée uniquement d’une petite quantité
de molécules d’intérét. Les utilisations sont donc plus restreintes mais sans souci de viabilité
cellulaire : par exemple pour de l'imagerie de particule unique, ne nécessitant pas une forte
concentration intracellulaire de la molécule d’intérét [188].

M Les méthodes par stress mécanique. Des solutions de perméabilisation de cellules vivantes
ont été proposées avec des jets de gaz inerte [189] ou de plasma [190]. Ces solutions restent trés

marginales et ne sont pas utilisées en laboratoire de biologie.

100



Chapitre 5. Application de l'imagerie térahertz au suwivi de la perméabilisation cellulaire

La méthode adéquate sera choisie selon le mode de délivrance intracellulaire, le type de
molécule, la rapidité, efficacité, etc... Le défi commun & toutes ces méthodes est de trouver
Péquilibre entre une entrée/sortie efficace des molécules d’intérét et la conservation de la viabilité

cellulaire ; autrement dit altérer les propriétés de la membrane, mats pas trop.

5.1.3 Les outils actuels de quantification de la perméabilisation

Avant d’utiliser une méthode de perméabilisation réversible, ou d’en proposer une nouvelle,
Iidéal est de vérifier systématiquement son efficacité et sa relative innocuité. Ceci se fait par
la démonstration de la perméabilisation, parallélement & une étude de viabilité cellulaire post-
perméabilisation. Si la perméabilisation est spécifique, c’est prioritairement la quantification
directe de la molécule d’intérét dans les cellules qui est réalisée. Cependant, bien souvent cette
molécule n’est pas facilement quantifiable en intracellulaire ou bien la perméabilisation se veut
non spécifique : de nombreuses méthodes de quantification sont alors disponibles, dont les plus

courantes ont été synthétisées dans le tableau 5.1.

Colorant Trypan Blue
Se liant de facon
covalente avec des FITC (protéines)
T _ composar?ts lodure de propidium (ADN)
| intracellulaires
- Sans cible Lucifer Yellow
particuliéres, soluble Calcéine
Marqueurs dans le cytosol Qb
Fluorescents Margueur + FITC-dextrans
Entrée de molécules molécule Rhodamine-dextrans
naturellement non d’une taille FITC-albumine
perméantes connue AlexaFluor647- 1gG
= Margueur +
« Test d’exclusion » Anticorps avec Mémes margueurs
cible interne
Enzyme (P galactosidase)
Molécules Toxine
fonctionnelles Bléomycine
Gene
Détection par
molécules ATP
exprimées par la ca®
cellule modifiée
ATP
T MNaturelles LDH
Quantification de " |
sortie de molécules Ll
Marquées L.DH
Noradrénaline
Quantification Idem

intracellulaire de
molécules

Quantification de
sortie de mol.

fdem Quantification de sortie de mol.

Tableau 5.1 — Résumé des principales méthodes et molécules utilisées pour la quantification de
la perméabilisation cellulaire.

Le principe le plus répandu est celui du test d’exclusion : une molécule, normalement
non perméante, rentrera dans la cellule si et seulement si celle-ci est rendue perméable. Ces molé-
cules sont présentes dans le milieu extracellulaire quand les cellule sont supposées étre perméabi-

lisées, puis le milieu extracellulaire est souvent rincé avant que ne commence la quantification des
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molécules intracellulaires. Le test d’exclusion de premiére intention est le bleu de trypan (0,87
kDa), simple colorant bleu. D’autres molécules, fluorescentes, peuvent étre utilisées pour étre
ensuite quantifiées par lecteur de fluorescence, fluoro-cytomeétrie en flux (CMF) ou imagerie de
fluorescence. Certains fluorochromes ont la particularité de se fixer spécifiquement & l'intérieur
de la cellule et d’y changer leurs caractéristiques fluorescentes (pics d’émission/absorption) : on
peut les détecter directement sans se soucier des molécules extracellulaires restantes. Le plus
utilisé est liodure de propidium (0,67 kDa) [174,180,191,192|, agent intercalant de I’ADN (et
en moindre mesure de PARN). C’est, avec le bleu de trypan, le test le plus répandu dans les
publications.

Des possibilités assez intéressantes sont offertes par les fluorochromes fixés a d’autres mo-
lécules. En effet, ces molécules peuvent étre de taille contrélée pour connaitre la gamme de
taille de molécules capables de passer la membrane suite & la perméabilisation, citons ici les dex-
trans [176,193]. Ces molécules liées au fluorochrome peuvent aussi étre des marqueurs spécifiques,
pour par exemple ne se lier que dans certaines organites et ainsi tester I’effet perméabilisant non
seulement sur la membrane plasmique mais aussi sur les endomembranes. Tout dépend de I'ob-
jectif de la perméabilisation !

Le test d’exclusion de molécules fonctionnelles, bien que moins utilisé, peut étre trés pratique.
Par exemple la bléomycine, qui est sans effet en extracellulaire, aura une activité hautement
toxique si elle parvient a franchir la membrane plasmique [181]. On parle d’activité cytotoxique.
Il suffit alors de faire le ratio entre cellules vivantes et mortes pour obtenir 'efficacité de la
perméabilisation (& la taille moléculaire de la bléomycine, ~1,4 kDa). Le dosage de activité
intracellulaire de 'enzyme [-galactosidase est un autre test d’exclusion de molécule fonctionnelle,
& signaler car ici 'enzyme normalement exclue est de taille importante : la perméabilisation suivie
sera donc celle relative & une taille de 120 kDa.

La quantification de sortie de molécules est aussi utilisée [174,178,180]. La sortie de mo-
lécules typiquement intracellulaires (protéines, ATP, LDH...) est quantifiée, parfois directement,
parfois par marquage préalable de ces molécules.

La quantification intracellulaire de molécules « restantes » est plus rare car souvent
plus complexe & mettre en ceuvre, notamment sur 'isolation du volume intracellulaire [174,178].
La mesure térahertz que nous développons correspond & une de ces méthodes, par quantifica-
tion directe de la concentration intracellulaire de protéines, mais sans les contraintes d’isolation

physique du volume intracellulaire.
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5.2 Comparaison de 'imagerie térahertz aux méthodes

classiques en biologie

L’objectif est ici de comparer notre méthode de suivi de perméabilisation en térahertz par
rapport aux deux tests d’exclusion les plus utilisés. Afin de réduire la variabilité entre les échan-
tillons, tous les tests sont réalisés sur les mémes plaques de culture au méme état de confluence.
Il n’est pas possible de choisir les supports en silicium du montage térahertz pour y appliquer les
différentes méthodes, car les méthodes des tests d’exclusion sont incompatibles avec un support
opaque, et nécessitent un trop grand nombre d’échantillons (invasivité, échantillons témoins...).
Ceci empéche un suivi térahertz paralléle aux autres méthodes. Pour contourner le probléme nous
proposons de comparer ces méthodes classiques de biologie au test BCA, que I'on sait fournir
une information trés proche de notre méthode térahertz : I'information de fuite des protéines et
peptides intracellulaires (voir figure 3.18). La comparaison se fait donc en 2 étapes : comparaison
des tests d’exclusion au test BCA, puis comparaison du BCA a notre méthode térahertz.

La comparaison se fera pour une perméabilisation & la saponine. Le BCA est comparé res-
pectivement au test d’exclusion du bleu de trypan (5.2.1) et au test d’exclusion du iodure de
propidium (5.2.2). La perméabilisation sur cellules vivantes a souvent pour objectif d’étre ré-
versible. C’est pourquoi un test de viabilité cellulaire a été réalisé en paralléle d’'une de ces
comparaisons afin de souligner la sensibilité nécessaire pour la détection de perméabilisation aux

étapes encore réversibles.

5.2.1 Meéthode au bleu de trypan comparée au BCA

Le Bleu de Trypan (BT) est un simple colorant, connu depuis le début du vingtiéme siécle. En
sa présence dans le milieu extracellulaire, les cellules dont la membrane est altérée sont teintées
en bleu, alors que les cellules non perméabilisées restent incolores [194]. Le test d’exclusion est
réalisé en placant le BT dans le milieu extracellulaire puis en ajoutant ’agent perméabilisant &
un temps t=0. Pour chaque temps t, le milieu est retiré d’un puit, celui-ci est délicatement rincé
puis 3 photographies du tapis cellulaire sont prises au microscope optique & contraste de phase.
Sur ces photographies, les cellules (bleues ou transparentes) sont dénombrées a 1'ceil et le taux

T de permeéabilisation en est déduit suivant : T = cellules bleues/celjules totales.

Cellules non perméables Début de perméabilisation

(CACACAY, CHCIV,

Figure 5.3 — Principe du test d’exclusion du bleu de trypan.
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Le BT étant toxique pour les cellules & moyen et long terme, les échantillons ne peuvent étre
réutilisés. Un témoin négatif est réalisé et montre ’absence d’entrée détectable de BT sur la durée
de 'expérience si aucun agent permeéabilisant n’est ajouté. Le protocole complet est détaillé en
Annexe A.6 (page 133).

Le test de viabilité utilisé est un test colorimétrique utilisant la molécule MTS ! [195], dé-
rivé simplifié du test classique au MTT (molécule proche mais non hydrosoluble). Le MTS est
un sel rendu soluble dans ’eau, de couleur jaune pale, que la cellule réduira spontanément en
proportion de son activité métabolique. Le produit formé par cette réduction (un formazan) est
brun sombre et peut étre quantifié par son absorbance & 490 nm. Le taux de viabilité cellulaire
(en réalité, d’activité métabolique totale) est donné par ’absorbance de chaque puit, normalisée
par un témoin négatif (0 %, aucun cellule dans le puit) et un témoin positif (100 %, cellules non
perméabilisées). Le protocole complet est détaillé en Annexe A.7 (page 134).

La comparaison est réalisée sur une plaque 24 puits; 12 sont attribués au BCA suivi du test
de viabilité 20h plus tard, 12 au test d’exclusion du BT (figure 5.4).

Absorbance
> incubation %

e S s
565 nm

-4 LUE
0000
000" | . .

Trypan

Absorbance

Figure 5.4 — Résumé du schéma d’expérience sur la plaque 24 puits utilisée aprés ajout de la
saponine au t=0.

On observe en figure 5.5 que le BCA et le bleu de trypan ne donnent pas la méme dynamique
de permeéabilisation. Alors que le BCA est sensible dés les premiéres minutes & la sortie de
peptides et protéines, le bleu de trypan n’indiquera une perméabilisation effective qu’au dela
de 10 minutes. En deca de ces dix minutes, aucune cellule ne se teinte en bleu. Ceci peut étre
compris soit comme le fait que la permeéabilisation ne concerne d’abord que les molécules plus
petites que le BT (0,87 kDa), soit comme un effet seuil de détection a I'ceil. Au-dela, leur nombre
augmente trés rapidement mais le bruit ne donne pas accés & des renseignements quantitatifs.
Ce bruit est di au comptage, mais aussi & 'inhomogénéité de perméabilisation observée entre
les zones du tapis cellulaire. Aprés 30 minutes de perméabilisation, les tapis de cellules sont trop
abimés et ne résistent pas aux rincages intensifs nécessaires pour oter le BT extracellulaire et

permettre 'observation au microscope.

1. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, de son doux
nom.
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Figure 5.5 — Comparaison du taux de perméabilisation obtenu par le test d’exclusion du bleu
de trypan (M) et celui obtenu par le BCA (@). Un test de viabilité cellulaire sur les mémes puits
que ceux utilisés pour le BCA est réalisé a t+20h aprés la perméabilisation et le ringage (4).
Il donne accés au pourcentage de survie cellulaire pour les différents temps d’exposition & la
saponine.

Le suivi du taux de viabilité 20h aprés perméabilisation montre une chute rapide de la survie
cellulaire lorsque les temps d’exposition & la saponine, avant rincage et remise de milieu propre,
augmentent. Pour un temps d’exposition de 15 minutes a la saponine avant rincage et remise de
milieu de culture propre, plus de la moitié des cellules perméabilisées ne survivront pas. Or le
test du bleu de trypan ne détecte la perméabilisation qu’au dela de 10 minutes. L’importance
de la détection des premiers événements de permeéabilisation est donc critique, et I'information
donnée par la sortie de protéines (et peptides) intracellulaires semble trés avantageuse au regard
de la méthode au BT.

5.2.2 Meéthode au iodure de propidium comparée au BCA

L’iodure de propidium est un agent intercalant des acides nucléiques (ADN, ARN), c’est a
dire se placant spontanément et irréversiblement dans ces molécules. Naturellement fluorescent
en solution, ses propriétés changent lorsqu’il est intercalé dans un acide nucléique : ses pics
d’excitation et d’émission sont décalés, et 'intensité de sa fluorescence augmente fortement (ordre
de 20 a 30 fois plus). Pour le test d’exclusion, le iodure de propidium (IP) est placé dans le milieu
extracellulaire, et la quantification de son état intercalé est réalisée au fil de la perméabilisation.
C’est trés majoritairement 'IP ayant pu pénétrer dans la cellule et son noyau qui fluorescera
pour des longueurs d’onde Excitation/Emisson de 595/620 nm [191,192]. Grace & sa petite taille,
il passera librement & travers les pores nucléaires. On réalise un témoin négatif (aucun agent
perméabilisant) donnant la participation au signal fluorescent de I'IP non intercalé F_, et un
témoin positif (perméabilisation totale) donnant 1’émission maximale F'y. On peut ainsi établir
en pourcentage le taux T de perméabilisation & I'IP induit par 'agent perméabilisant avec :

T = (F-F-)/(F;—F_). Son principe est résumé en figure 5.6.
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Cellules non perméables Début de perméabilisation
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\

595 nm 620 nm

Figure 5.6 — Principe du test d’exclusion du iodure de propidium.

En pratique, les 24 puits d’une plaque de culture sont séparés en 2 groupes : 6 puits sont
dévolus au BCA, les autres au test d’exclusion de I'IP (figure 5.7). Le test d’exclusion est réalisé
par suivi fluorimétrique avec un lecteur de plaque automatisant 'injection et ’agitation de I’agent
perméabilisant (saponine) & t=0. Les témoins positifs sont des puits de cellules permeéabilisées
deux & trois heures auparavant au Triton X-100 (0,2 %). Les témoins négatifs sont des puits pour
lesquels I'IP est présent dans le milieu extracellulaire mais la saponine n’est pas introduite. Le

protocole complet est détaillé en Annexe A.8 (page 136).

Absorbance
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Figure 5.7 — Résumé du schéma d’expérience sur la plaque 24 puits utilisée. Dans chaque code
couleur, les puits les plus foncés correspondent aux témoins positifs, les plus clairs aux témoins
négatifs.

On observe en figure 5.8 que le BCA est a4 nouveau plus sensible que le test d’exclusion, plus
particuliérement au cours des 15 a 20 premiéres minutes. Ce délai peut étre compris comme un
retard d’entrée de I'IP dii & sa taille de 0,668 kDa plus importante que les premiers peptides
(ordre de 0,3 kDa) détectés par le BCA. Pourtant, la différence de poids n’est pas trés impor-
tante; un décalage da & l'intercalation lente dans PADN pourrait aussi étre envisagé. Notons
que 'utilisation d’un témoin positif pour complétement normaliser la mesure (entre un 0% et
un 100%) est assez inhabituelle, la plupart des publications choisissant une mesure uniquement
rapportée 4 un témoin négatif. Nous avons choisi d’utiliser aussi un témoin positif pour pouvoir
comparer la forme mais aussi 'amplitude (obtenue grace a la normalisation compléte). Méme
si 'on envisage dans nos données de ne pas utiliser le témoin positif, le plateau initial ne se

démarquera pas suffisamment du témoin négatif et la mesure sera toujours moins sensible.

106



Chapitre 5. Application de l'imagerie térahertz au suwivi de la perméabilisation cellulaire

~
o

—=— |odure de Propidium
e BCA é )

N w » a 2]
o o o o o
1 1 1 1 1

1 1

Taux de perméabilisation (%)
)

o
1

0 10 20 30 40 50 60 70

Figure 5.8 — Comparaison du taux de perméabilisation obtenu par le test d’exclusion du iodure
de propidium (M) et celui obtenu par le BCA (@).

IL’entrée et 'intercalation de I'IP ont ici ’avantage de pouvoir étre suivies en temps réel et
avec un bruit raisonnable comparativement au test du BT. Le BCA est cependant a nouveau

plus sensible & I’événement de perméabilisation.

5.2.3 Bilan comparatif

Le tableau 5.2 récapitule les caractéristiques de chacun des tests proposés pour quantifier
la. perméabilisation de cellules vivantes par la saponine. L’information de fuite protéique et
peptidique donnée par le BCA est bien plus sensible au cours des 10 premiéres minutes au
moins, ce qui est critique pour la détection des événements de perméabilisation réversibles. Les
caractéristiques de sensibilité des tests d’exclusion peuvent étre améliorées par l'utilisation de
sondes plus récentes telle que le Yo-Pro-1 (proche de I'IP), moins répandues et plus chéres que
les deux méthodes présentées ici. En revanche, les inconvénients d’invasivité et de nécessité de
plusieurs échantillons pour la normalisation compléte sont intrinséques aux méthodes comparées
au BCA. Bien souvent d’ailleurs, les tests d’exclusion -tel que celui de I'IP- sont réalisées en
semi-quantitatif, sans témoin positif; seule la variation relative & un témoin négatif est utilisée.

Les comparaisons multiples sont alors compromises entre plusieurs expériences.

Bleu de Trypan | Iodure de Propidium | BCA | Térahertz
X

X

Non invasivité
Sensibilité

Temps réel

X
X X

Echantillon unique

XXX XX

Précision

Tableau 5.2 — Comparaison des différents tests utilisés pour quantifier la perméabilisation de
cellules vivantes par la saponine.

Le BCA est un meilleure indicateur de perméabilisation que les deux tests classiques abordés
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ici. L’information obtenue avec le BCA étant de méme nature et excellemment corrélée avec celle
du térahertz, nous pouvons nous attendre & la méme sensibilité pour ce dernier. Les deux tests
sont non invasifs mais le térahertz & ’avantage de donner I'information en temps réel contrai-
rement au BCA, qui nécessite la réalisation de prélévements puis une incubation de prés d’une
heure avant lecture de 'absorbance. Par ailleurs, la méthode térahertz se réalise sur échantillon
unique, puisqu’elle est intrinséquement quantitative. Le BCA au contraire nécessite la réalisation
de témoins positifs et négatifs et au moins autant d’échantillons que de mesures voulues. De plus
la description du test BCA signale une différence de sensibilité de la mesure entre deux grosses
protéines de référence (albumine et y-globuline), de 'ordre de 20 % de variation de sensibilité,
sans que des études approfondies n’existent. Le térahertz présente donc 'avantage d’avoir une
sensibilité plus stable ( [2; oo| kDa pour 10 % de variation de sensibilité) et surtout de varia-
tion caractérisée, selon la taille moléculaire quasi-exclusivement. Un autre avantage du térahertz
est qu’il sonde directement les cellules et non le milieu extracellulaire : ce dernier n’a donc pas
besoin d’étre finement contrélé en volume pour s’assurer d’une bonne détection et répétabilité,
contrairement au BCA. Ceci représente un gain de praticité mais aussi de rigueur dans la mesure
car un volume extracellulaire trés restreint aura une influence sur les dynamiques de diffusion
entre 'intérieur et ’extérieur des cellules.

Pour conclure cette comparaison, notre méthode térahertz présente de nombreux avantages
pour le suivi de perméabilisation de cellules en conditions physiologiques. Pour corroborer la
démonstration de l'intérét de cette technique, nous allons & présent 'appliquer a deux types
de permeéabilisation (chimique, électrique). Nous démontrerons ainsi que les avantages dégagés
ci-dessus permettent d’accéder & des renseignements jusqu’ici difficilement atteignables par les

autres méthodes utilisées en biologie.
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5.3 Application a I’étude de la perméabilisation chimique

Le premier type de perméabilisation étudié est la perméabilisation chimique par détergent
doux, que nous avons préalablement utilisée pour la démonstration de la nature du contraste
en chapitre 3. Les deux détergents doux les plus rencontrés pour la perméabilisation sur cellules
vivantes sont vendus sous les noms de saponine et digitonine. Nous montrons ici les différentes
informations accessibles grace & notre méthode térahertz : il ne s’agit aucunement d’une étude

exhaustive mais d'un éventail des possibilités et leur premiéres réalisations proposées.

5.3.1 Suivi de la dynamique de perméabilisation

Le renseignement le plus directement accessible grace a notre méthode est la dynamique
de perméabilisation. Un premier exemple pour deux concentrations de saponine est donné en
figure 5.9. Les deux tapis cellulaires sont issue de la méme série d’ensemencement et les acquisi-
tions sont réalisées l'une apreés 'autre. On y observe qu’entre 50 et 75 ug/mL, les dynamiques de
perméabilisation différent mais montrent la méme forme générale : un plateau, suivi d’une chute
linéaire (dans la précision du bruit) de A. Le plateau dure respectivement environ 10 et 20 mi-
nutes selon la concentration, avant une décroissance apparemment linéaire de A plus importante
pour 75 que pour 50 yg/mL. On peut donc clairement distinguer des dynamiques différentes,

meéme pour des concentrations proches.
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Figure 5.9 — Dynamiques de perméabilisation pour des perméabilisations par la saponine & deux
concentrations différentes : 75 yg/mL (M) et 50 ug/mL (@). En pointillés, le plateau initial puis
les approximations linéaires de la diminution de A.

Cette décroissance linéaire peut intriguer. On s’attend & une sortie brusque, puis une ralen-
tissement progressif alors que les gradients de diffusion diminuent. Cependant, une décroissance
linéaire ne veut pas dire une sortie de molécules en nombre constant mais une sortie en terme
de masse constante. Nous pouvons comprendre cette forme linéaire par la sortie progressive
de protéines de plus en plus grosses, représentant une forte participation massique, malgré un
ralentissement global du nombre de molécules passant la membrane.

Lors de la réalisation de comparaisons de dynamiques, il est important d’effectuer les ma-

nipulations sur la méme série de supports en silicium (ensemencés au méme moment), dans la
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mesure du possible. En effet, pour la perméabilisation & la saponine, nous avons observé une

influence de I’état d’avancement de la confluence. En figure 5.10 on observe 3 courbes extrémes

relevées sur des séries d’ensemencement différentes mais pour la méme concentration de saponine

a 75 ug/mL. Les contrastes initiaux de ces trois acquisitions étaient toujours entre 6 et 7 %, c’est

a dire difficilement distingables.
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Figure 5.10 — Dynamiques extrémes observées pour des perméabilisation & méme concentration
de saponine (75 pug/mL) sur des séries de tapis cellulaires issus de différents ensemencements.

Cet effet a été confirmé sur 3 plaques 24 puits ensemencées au méme moment, par la réalisa-

tion de BCA au début de confluence puis 18h et 42h aprés. Le résultat est exposé en figure 5.11.
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Figure 5.11 — Dynamiques de perméabilisation relevées par BCA sur trois plaques 24 puits
successives, a tout début de confluence (t=0h) puis a confluence avancée (t=18h et 42h). Un test
supplémentaire pour voir I'influence d'une incertitude d’environ */-13 % sur la concentration est
proposé en paralléle de la courbe en tout début de confluence (t=0h). Toutes les autres courbes
sont pour une perméabilisation a 75 pg/ml de saponine.
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Le tapis cellulaire semble donc plus résistant & la perméabilisation lorsqu’il est a confluence
plus avancée. Ce point est une limite importante pour la comparaison de résultats d’une série a
I'autre et nous meénera par ailleurs & favoriser la caractérisation de la perméabilisation, non pas
en terme de temps mais en terme de valeur de A. Cet effet 1ié a la confluence souligne l'intérét
d’un suivi en temps réel de la perméabilisation de I’échantillon, en vue d’un contréle fin du niveau

de perméabilisation & atteindre avant arrét.

5.3.2 Comparaison d’action de deux saponosides

La saponine est un terme générique regroupant plusieurs saponosides. Les saponosides sont
des sucres (osides) complexes adjoints & des groupements stéroidiques ou terpéniques. Nous uti-
lisons dans ce travail de these la saponine (les saponosides) issus de la plante Quillaja Saponaria,
provenant du méme stock vendu par Sigma. La digitonine est, elle, une molécule précise, cas
particulier de saponoside stéroidien, obtenu & partir d'un type de digitale. Leurs structures sont
donc trés proches, et leur action perméabilisante & faibles concentrations repose sur leur capacité
& se lier au cholestérol présent dans les membranes, ce qui les déstabilise jusqu’a créer des pores
de tailles variées. Ces deux saponosides étant les plus présents commercialement, nous avons
voulu comparer leur action perméabilisante.

La digitonine est utilisée dans la gamme de 10 & 100 pg/ml pour la perméabilisation de cellules
vivantes [124,196-200]. Nous avons choisi de travailler ici & la concentration intermédiaire de 40
ug/ml.

Pour ce faire, 4 supports en silicium recouverts pour moitié d’un tapis de MDCK ont été
préparés simultanément. L’'un d’eux est sujet & une perméabilisation & la saponine (75 pg/ml)
et les trois autres & une perméabilisation & la digitonine (40 pg/ml). La perméabilisation a la
digitonine a été préalablement étudiée au microscope & contraste de phase, tout comme ’avait été
celle & la saponine, pour vérifier qu’une telle concentration méne & une perméabilisation douce.

Les premiers décrochements étaient effectivement observés aprés plus de 50 minutes.
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Figure 5.12 — Comparaison des dynamiques de perméabilisation & la saponine (75 pg/ml) ou a
la digitonine (40 pg/ml).
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Le résultat de ces 4 perméabilisations est exposé en figure 5.12. On observe pour la saponine
la forme classique d’un plateau suivi d’'une décroissance linéaire, comme vu précédemment. La
perméabilisation & la digitonine montre une dynamique légérement différente, bien que les ordres
de grandeur soient les mémes. Tout d’abord, le temps de plateau est plus court (environ de 5 min
contre 10), avant une chute de A non linéaire. La sortie du contenu cellulaire est plus rapide au
début de la perméabilisation, puis elle ralentit, contrairement a la saponine. Le temps avant dé-
crochement du tapis est d’ailleurs plus long pour les cellules perméabilisées a la digitonine (ordre
de I'heure), comparativement aux cellules perméabilisées a la saponine (ordre de 45 minutes ici).
Cette différence de dynamique est intrigante, car leur mode d’action est supposément le méme.
Il pourrait s’agir d’une différence de perméabilisation des endomembranes : la digitonine serait
alors meilleure pour conserver leur intégrité, leur contenu fuirait moins dans le milieu extracel-
lulaire que dans le cas de la saponine. La saponine a été caractérisée comme beaucoup moins
efficace sur les endomembranes que sur la membrane plasmique [179], cependant nous avons pu
observer un début de sortie des protéines typiques de la composition du noyau lorsque la per-
méabilisation se prolonge, en figure 3.19b. A l'inverse, des études fines sur des cellules HeLa ont
démontré que le noyau restait intégre méme aprés une longue perméabilisation a la digitonine,
pour la concentration que nous utilisons [197]. Ces observations vont dans le sens d’une telle
hypothése mais ne la valident pas. Une autre hypothése serait que la digitonine crée des pores
de grande taille mais ayant une coupure a un poids moléculaire plus bas que ceux créés par la
saponine. Le ralentissement observé serait alors dt & ’absence de participation des protéines les
plus massives sortant en fin de perméabilisation, que nous suspections d’étre a l'origine de la
forme linéaire jusqu’en fin de perméabilisation par la saponine (partie précédente).

Afin de poursuivre cette étude, il serait nécessaire de comparer le contenu protéique extracel-
lulaire en fin de permeéabilisation par ces deux molécules (par exemple par SDS-PAGE au Bleu
de Coomassie, ou des méthodes électrophorétiques plus spécifiques). Une telle différence d’action
pourrait étre critique dans la détermination de la meilleure méthode de perméabilisation par
détergent doux. Il serait également intéressant d’adjoindre & cette étude la filipine, qui n’est pas

un saponoside mais qui agit également par liaison au cholestérol des membranes [124,201].

5.3.3 Etude de réversibilité de la perméabilisation

Notre outil présente une possibilité trés intéressante pour la caractérisation de la réversibilité
d’un type de perméabilisation. En effet, la premiére caractéristique nécessaire pour une permeéa-
bilisation réversible est I’arrét rapide de la fuite du contenu intracellulaire (réversibilité sur le
court terme). La cellule pourra alors enclencher des mécanismes de réparation et de synthése,
pour éventuellement ne pas mourir (réversibilité sur le long terme). Notre méthode permet de
voir en quasi temps réel si la perméabilisation est réversible a court terme (arrét de la chute de
A) et a long terme (remontée de A jusqu’a 1 aprés incubation).

Un premier exemple de ce type d’étude de la réversibilité & court terme a été réalisée. Pour
deux tapis cellulaires, I'un est soumis & une perméabilisation a la saponine (75 pg/ml) sur toute
la durée de I'acquisition, alors que l'on retire la saponine par rincages et remise de milieu propre
lorsque A=0,7 est dépassé sur le second. On obtient respectivement la courbe témoin et la courbe

illustrant la réversibilité ou non de la perméabilisation, exposées en figure 5.13.
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Figure 5.13 — Dynamiques de perméabilisation pour un tapis cellulaire sous action constante de
la saponine (référence, M) et d’un tapis cellulaire sous I'action de la saponine jusqu’a rincage et
remise de milieu propre aprés A=0,7 (H) .

Nous observons un net effet du retrait de la saponine sur I’évolution de A. Alors que sa
chute est linéaire pour une perméabilisation constante, le retrait de la saponine induit un fort
ralentissement de la sortie des protéines et peptides. Cependant, la sortie n’est pas complétement
arrétée et A fini par atteindre la méme valeur qu’en cas de perméabilisation sans interruption.
On peut donc dire que la perméabilisation est non réversible aprés un tel temps d’exposition &
la saponine. Au regard de la variabilité de Ieffet perméabilisant de la saponine, que nous avons
mis en avant en 5.3.1, il serait plus rigoureux de caractériser la limite de réversibilité sur le
critére de la valeur de A seuil, c’est & dire A < 0,7 ici. On peut supposer que les membranes
sont trop déstabilisées ou encore que les cellules entrent dans un processus d’apoptose (mort
cellulaire programmée), malgré le retrait de la saponine. Un tel usage serait utile pour caractériser
directement la réversibilité & court terme sous différentes conditions. On peut aussi penser & une
étude de réversibilité & plus long terme en reprenant des mesures aprés des temps de remise en

incubateur, mettant a profit l'origine intrinséque et quantitative du contraste.
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5.4 Application a I’étude de I’électroporation

L’électroporation, également appelée électroperméabilisation, est une des méthodes de per-
meéabilisation de cellules vivantes évoquées en 5.1.2. Elle se définit par une déstabilisation de la
membrane plasmique suite & ’exposition des cellules & un champs électrique impulsionnel. Cette
déstabilisation induit la perméabilisation de la membrane plasmique. Nous avons cherché ici &
caractériser la dynamique de cette perméabilisation selon les champs appliqués, en collaboration
avec ’équipe du Dr. Lluis Mir, du laboratoire CNRS UMRS203 a I'Institut Gustave Roussy.

5.4.1 Problématique et adaptations au montage térahertz

Le phénomeéne d’électroporation est actuellement compris comme suit [182]. Lors de ’applica-
tion d’une ou plusieurs impulsions électriques (de la nanoseconde a la milliseconde), un champs
électrique important se crée de part et d’autre des membranes. Cette différence de potentiel
induite se superpose au potentiel transmembranaire de repos des cellules. Il est communément
admis que lorsque le nouveau potentiel transmembranaire dépasse un certain seuil (qui dépend
du type cellulaire), I’électroperméabilisation est induite. Sous certaines conditions et aprés ar-
rét du champs, la membrane pourra se réparer. Cependant, & ’heure actuelle, les détails sur
les événements pendant ’application des impulsions et sur les dynamiques de réparation de la
membrane post-impulsions ne sont pas bien connus [183]. Une des hypothéses proposées, mais
pas démontrée, est la création de pores au cours de 'application du champs, se refermant juste
aprés la fin des impulsions mais modifiant durablement les propriétés des tétes hydrophiles des
phospholipides constituant la membrane, rendant celle-ci encore perméable jusqu’a dissémina-
tion suffisante des phospholipides modifiés (diffusion et internalisation dans les endomembranes)
ou la mort cellulaire. On ne devrait alors, sous cette hypothése encore non démontrée, ne par-
ler d’électroporation que pendant ’application des impulsions électriques, puis utiliser le terme
d’électroperméabilisation. Nous garderons ici le terme au sens large de toute perméabilisation

pendant et aprés les impulsions.
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Figure 5.14 — Différents régimes d’électroporation, fonction du champs électrique et de la durée
de la/les impulsion(s), sans échelle. Issu et adapté de [202].
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——

Figure 5.15 — Différents types d’électrodes utilisées et schéma de leur application in vivo autour
de la zone tumorale. Ces électrodes sont invasives (B, C) ou non (A). Images tirées de [206].

Plusieurs régimes d’électroporation existent, selon la durée et 'intensité des impulsions
appliquées. Si le champs électrique ou la durée sont trop faibles, aucun effet n’apparait. Au dessus
d’un certain seuil, une perméabilisation effective de la membrane cellulaire apparait, d’abord
réversible puis irréversible si l'on continue & augmenter le champs et/ou la durée des impulsions.
Les ordres de grandeur de ces différents régimes sont indiqués en figure 5.14. Les seuils exacts
entre différents régimes dépendent beaucoup du type cellulaire, de la densité, des conditions
d’environnement, des parameétres des impulsions électriques (amplitude du champs, durée de
Pimpulsion, nombre d’impulsions et fréquence de répétition), etc...

Différentes applications ont émergé, selon le régime d’électroporation utilisé. Pour des
régimes de perméabilisation réversible, l'entrée de médicaments en électrochimiothérapie (ECT)
ou d’ADN en électrotransfert de génes (EGT) peut étre réalisée. L’entrée de médicaments dans
la cellules est la seule de ces applications validée et utilisée en routine clinique : on injecte une
molécule cytotoxique non-perméante par intraveineuse, puis on électropore la zone tumorale a
traiter : cela provoquera l'entrée des molécules dans les cellules électroporées (et elles seules),
conduisant & leur mort. L’électrochimiothérapie ainsi réalisée a ’avantage d’étre locale et de
diminuer les effets secondaires comparativement aux chimiothérapies classiques. L’inconvénient
principal est 1'accessibilité aux électrodes de la zone & traiter ; différents types d’électrodes sont
en développement pour permettre un accés & des zones plus profondes que les régions cutanées et
sous-cutanées traitées actuellement. Sont exposés en figure 5.15 quelques exemples d’électrodes
utilisées ; pour notre part, ’accessibilité in vitro des cellules en tapis cellulaire nous permet
d’utiliser des électrodes simples non invasives (figure 5.15, électrodes en A). I’électrotransfert de
géne est une méthode courante in vitro pour la transfection de souches [203], mais reste a I'étape
pré-clinique pour son application en thérapie génique [122,204, 205].

L’électroporation en régime de perméabilisation irréversible (IRE) est une technique d’abla-
tion tumorale [207-209], encore au stade pré-clinique. Elle est avantageuse grace a spécificité

et son innocuité aux tissus environnants comparativement aux techniques d’ablations courantes
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par rayons. D’autres applications existent en agroalimentaire, par exemple la stérilisation de
nourriture ou d’eau par application de champs en régime de perméabilisation irréversible [210)].
5.4.2 Conditions d’acquisition

Les expériences réalisées ont été concues en conjointement avec I’équipe de Lluis Mir. Nous
nous intéressons ici aux dynamiques post-impulsions. Comme nous ’avons vu (5.3.3) le térahertz
peut fournir une information quantitative sur la dynamique de la permeéabilisation et donc sur

les caractéristiques de réversibilité de celle-ci.

Electrode

Bague Téflon

Figure 5.16 — Adaptations sur la bague de téflon pour 'insertion d’un support d’électrodes. Les
photos montrent l'ensemble démonté (a) et en situation (b) ot ne manquent plus que les cables
électriques pour relier les électrodes au Cliniporator.

Pour étudier ces dynamiques, nous avons tiré partie de 'espace libre au dessus du support
de culture, comme nous pouvons voir en figure 5.16. Pour réaliser 1’électroporation de cellules
adhérentes, deux électrodes en contact avec la surface de croissance, paralléles et écartées de 8
mm dans notre cas, sont nécessaires. Elles sont reliées & du matériel clinique spécifique (machine
Cliniporator). Cette machine dispose d’une capacité suffisante pour délivrer durant les impulsions
plusieurs ampéres et des tensions de plusieurs centaines de volts entre les électrodes. Un support
pour les électrodes a donc été ajouté sur la bague de téflon tenant la pastille en silicium, et les
cables reliant électrodes au Cliniporator passent librement au dessus du montage. Les cellules
sont toujours observables via la caméra au dessus du montage.

Les conditions d’électroporation choisies étaient classiques : 8 impulsions successives, de 100
us chacune, espacées de 100 ys. Seul le champs appliqué entre les deux électrodes varie, de 500
V/cem a 1250 V/cm selon Uexpérience. Des tests préalables en microscopie de fluorescence, réali-
sés a P'IGR, avaient permis de vérifier que les conditions de champs envisagées étaient suffisantes
pour créer une perméabilisation de nos cellules MDCK. Ces tests préalables étaient en fait un
test d’exclusion d’une molécule aux propriétés proches du iodure de propidium : un agent inter-
calant (Yo-Pro®)-1), présent pendant et aprés électroporation dans le milieu extracellulaire et
ne fluorescant significativement qu’en cas d’entrée dans les cellules. Bien que non quantitatifs ni
dynamiques, ils ont permis de vérifier la perméabilisation effective du tapis de cellules entre 500

et 1250 V/cm sans aucun détachement du tapis cellulaire observé, pour une observation faite 30
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Figure 5.17 — Schématisation du positionnement des cellules et des électrodes sur le montage
térahertz.

minutes aprés pulse.

La disposition schématique des cellules et des électrodes sur le support en silicium est repré-
sentée en figure 5.17. Le milieu extracellulaire est composé d’HBSS tamponné & 'HEPES, mais
sans ions Ca?". Le volume extracellulaire a été ajusté & 2 ml (contre les 3 usuels) pour permettre
au Cliniporator de pouvoir délivrer les tensions demandées ; le milieu étant conducteur, diminuer
le volume a permis de diminuer I'intensité nécessaire a I'imposition d’un méme voltage, en restant
ainsi dans la gamme d’intensité délivrable. L’acquisition de A,..; sur le montage ATR est toujours
réalisée par mesure du maximum d’amplitude entre les zones avec et sans cellules (référence),
et est ici d'une durée approximative de 30 secondes. La valeur référence de A, était relevée
en au moins 6 acquisitions préalables & 'envoi des impulsions, ceci afin de normaliser la mesure
et d’obtenir A. Les mesures étaient réalisées sur 45 & 60 minutes aprés envoi des impulsions,
Iintégrité du tapis étant toujours vérifiée pendant et en fin d’acquisition. Les mesures n’ont pas
pu étre réalisées sur un meéme ensemble de tapis cellulaires ensemencés au méme moment, en
raison du nombre réduit de supports en silicium disponibles, relativement aux nombre important

de mesures effectuées.

5.4.3 Reésultats et premiéres interprétations

Les acquisitions pour différents champs montraient toutes une forme générale proche (dans
le bruit) d’une décroissance exponentielle aprés pulse. On peut extraire de chacune des ac-
quisitions la constante de temps 7 et la constante d’amplitude C' pour un fit de la forme
A =1+ C(exp(~/7) —1). C est I’écart entre Aj—g = 1 et la valeur plateau atteinte aprés un long
temps, 7 caractérise le temps de décroissance pour lequel 63% de cet écart est parcouru apres
électroporation. Les données expérimentales typiques d’une acquisition aprés des impulsions &
1250 V/cm sont montrées en figure 5.18, avec toutes les courbes d’ajustement sur les données
collectées de 500 & 1250 V/cm.
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Figure 5.18 — Courbes des ajustements pour toutes les mesures de A, réalisées aprés impulsions
de 500 & 1250 V/cm. Un exemple de données expérimentales pour une acquisition aprés 1250
V/cm est également représenté (carrés rouges).

Les valeurs de C et 7 extraites pour tous les champs testés sont montrées en figure 5.19, avec n
le nombre d’acquisitions indépendantes pour chaque condition. L’amplitude donne la perte finale
de contenu cellulaire, alors que 7 en indique la vitesse. La forme générale d’une décroissance
exponentielle est cohérente avec I’hypothése de la diffusion des phospholipides de la membrane
perturbés aprés la poration ; diffusion rendant I’événement de passage de la membrane de plus
en plus improbable. Le bruit lors de 'acquisition limite I'application d’un modéle plus fin. Par
ailleurs, des écarts sont notés entre des acquisitions & méme champs électrique mais réalisées &
des jours différents (au total, les données sont étalées sur 5 séries différentes d’ensemencement
des support en silicium) . On peut comprendre une telle variabilité comme l'influence de 1'état
d’avancement de la confluence, influence déja notée pour 'effet de la saponine. L’idéal, pour une
étude plus fine des caractéristiques, serait la réalisation en une seule journée (donc pour une
seule série d’ensemencement) des mesures pour différents champs.

On observe en figure 5.19 un effet dose du paramétre de champs électrique quand a la perméa-
bilisation cellulaire. En effet, plus le champs augmente, plus la perméabilisation sera importante
et rapide, puisqu’avec le champs C augmente et 7 diminue. La forme de plateau indique que la
perméabilisation réalisée est globalement réversible, c’est & dire que les fuites deviennent négli-
geables et la cellule est capable de conserver son intégrité -au moins a court terme. Notons que C
est compris entre 0,1 et 0,3. Nous pouvons en déduire la gamme de tailles moléculaires minimale
concernée par la fuite vers le milieu extracellulaire. En effet, dans 'approximation extréme que
tous les éléments de petites tailles sortent, il n’est pas possible d’obtenir une perte de contraste
de 0,1 ou 0,25 si on atteint pas respectivement 25 kDa et 39 kDa?. Ce seuil bas est une sous-
estimation car tous les petits éléments ne sortiront pas. Le calcul est basé sur la participation
relative des peptides et protéines au contraste selon leur taille, pour un tissu de rein de souris,

en figure 5.20.

2. Equivalent & des diamétres d’environ 3,9 et 4,5 nm respectivement [160].
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Figure 5.19 — Paramétres des ajustements pour une approximation d’exponentielle décroissante
sur les variations de A, pour des champs électriques différents.
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Figure 5.20 — Abondance relative des peptides ou protéines (barres noires) et participation
relative cumulée au contraste A pour les poids moléculaires croissants (courbe bleue). Les données
d’abondance relatives sont issues de tissus de rein de souris, obtenues depuis la base de données
MaxQB [211]. On observe que les trés faibles poids moléculaires, malgré une abondance relative
importante, ne participent que peu au contraste térahertz A. Celui-ci atteint 10% de sa valeur
totale pour la participation cumulée de toutes les molécules jusqu’a 25 kDa.

Le bruit est encore trop important pour pouvoir dégager des dynamiques plus fines qu'un
ajustement exponentiel, mais cette quantification de ’évolution du contenu cellulaire sur toute
la gamme de taille de protéines est inédit. La microscopie de fluorescence ne permet qu’un suivi
semi-quantitatif (ligne de base et variation relative sans normalisation) sur le tapis cellulaire, et
limité & quelques poids moléculaires. Des acquisitions comparatives sont actuellement réalisées
pour pouvoir mettre en regard les deux types d’informations et pouvoir pousser plus loin ’analyse

de Deffet dose observé.
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5.5 Conclusion

Au fil de ce chapitre, nous avons pu ébaucher les possibilités d’utilisation du contraste téra-
hertz A pour quantifier la perméabilisation sur cellules vivantes, et étudier ses avantages devant
deux méthodes trés classiques. L’originalité de notre méthode est la quantification totale du
contenu cellulaire, de fagon non invasive. C’est intrinséquement un renseignement différent de
celui donné par les tests d’exclusion classiques, invasifs et centrés sur une taille donnée. 11 existe
la possibilité d’ajouter & ces tests d’exclusion des fluorophores de taille contrélée mais on ne
peut tout au plus suivre les dynamiques que pour trois ou quatre tailles. I’avantage majeur
supplémentaire de A est d’étre intrinséquement quantitatif, entre un 0 et un 100 % connus dés
le début, sans avoir besoin d’autres échantillons témoins. En suivant les évolutions de A, nous
avons pu évoquer les possibilités de suivis de dynamiques, d’études d’effet dose, de comparaison
d’action de différentes molécules ou méthodes et de caractérisation de la réversibilité.

Tout ceci a été rendu possible par les travaux des chapitres précédents. La caractérisation
préalable de l'outil térahertz et les premiers travaux applicatifs de ce chapitre ont permis la
caractérisation indispensable des limites de notre méthode. Tout d’abord, revers de la médaille de
la sensibilité & tout le contenu, les fuites de petits peptides et acides aminés seront difficilement
distingables. En effet, notre quantification étant en terme de masse (g/L) normalisée, il faut
un grand nombre d’éléments de petite taille pour égaler la participation de quelques éléments
de grande taille. En ce sens, A sera complémentaire des tests classiques utilisant des petites
molécules sondes (<1 kDa) et la sensibilité que nous avons caractérisée ne vaudra pas pour les
permeéabilisations spécifiques aux petites tailles (typiquement inférieure a 10 ou 20 kDa). Enfin,
rappelons que des variations de hauteur trop importantes du tapis cellulaire auront un impact
sur le signal. Cet impact pourra étre corrigé car nous en connaissons les caractéristiques, mais
cela nécessite de caractériser les hauteurs avant et aprés perturbation. Il faut cependant pour
cela des variations supérieures a plusieurs microns (c’est a dire prés de 50 % de variation de
hauteur), jusque 1a observées uniquement lors de forts chocs hypo/hypertoniques.

L’application de ces possibilités & 1’étude de perméabilisations chimiques et & 1’électropora-
tion ont ici été amorcées, et seul le temps et les supports en silicium ont manqués. L’étude de
I’électroporation a mis & profit ’espace disponible au dessus de ’échantillon ; les possibilités sont
ouvertes & bien d’autres ajouts, par exemple une enceinte pour le contréle des conditions de
température, humidité, saturation en différents gaz ou encore 'installation de sondes spécifiques
(échanges ioniques, impédance du tapis cellulaire...). Malgré les limites évoquées, nous voyons
la possibilité d’extraire d’autres informations, prometteuses et riches en renseignements pour les
biologistes, que ce soit sur les mécanismes intrinséques encore incomplétement élucidés ou pour

l'utilisation dans des travaux sur cellules vivantes nécessitant une perméabilisation réversible.

120



Conclusion générale

Le chapitre 1 nous a permis de voir I’émergence des applications du domaine térahertz, de
I’astronomie jusqu’aux récentes incursions en biologie. Les études au cours des dix derniéres
années démontrant que le rayonnement térahertz est sensible a 1’état et la quantité de biomolé-
cules, micro-organismes et cellules présents dans ’eau ont particuliérement motivé notre travail
d’imagerie térahertz de cellules vivantes. Nous avons ainsi pu expliciter la logique structant notre
investigation : puisque le térahertz est sensible & I’état, la nature et la quantité de biomolécules en
solution, on peut espérer obtenir des images térahertz caractérisant des asymétries de répartition
de ces biomolécules, sources de contraste. Une telle asymétrie perturbée pourrait donner accés a
des dynamiques d’échanges, dans notre cas entre intérieur et extérieur de cellules vivantes.

Le chapitre 2 a consisté en ’étude théorique des meilleures caractéristiques pour un montage
d’imagerie en réflexion dans l'objectif étudier des échantillons biologiques, aprés avoir écarté
I'imagerie de transmission et de champ proche. Le régime ATR, c¢’est & dire en réflexion interne
totale atténuée, s’est avéré idéal pour sonder de tels échantillons. Nous avons ensuite détaillé
notre propre montage d’imagerie ATR, et fourni ses caractéristiques théoriques attendues de
sensibilité pour 'imagerie de cellules baignant dans leur milieu physiologique.

En chapitre 3, la réalisation expérimentale d’images térahertz a d’abord démontré ’existence
d’un contraste. Les cellules reflétent plus le rayonnement térahertz que le milieu dans lequel elles
baignent. Pour comprendre quelle était la source de ce contraste, nous avons expérimentalement
perturbé et quantifié les répartitions de différentes biomolécules entre intérieur et extérieur des
cellules. Nous avons ainsi pu démontrer que ce sont les peptides et les protéines, trés présents
dans les cellules mais quasiment absents du milieu extracellulaire, qui sont la source majeure de
contraste.

Grace au chapitre 4, nous avons pu caractériser au mieux ce contraste en proposant un modéle
volumique conjointement & des acquisitions sur des acides aminés, des peptides et des protéines.
Ainsi, le contraste a été quantitativement lié & leur concentration et & leur taille moléculaire.
Ce chapitre a également montré la possibilité d’accéder & des renseignements spectroscopiques
sur les protéines et leur couche d’hydratation (ou eau de solvatation). Ceci a été rendu possible
par le lien établi entre nos acquisitions rapides et les propriétés spectroscopiques effectives de
solutions de protéines, sur lesquelles notre modéle volumique a été appliqué.

En mettant a profit la bonne compréhension que nous avions désormais du contraste d’ima-
gerie, le chapitre 5 fut 'aboutissement de notre démarche : nous y avons proposé un outil pour
la biologie basé sur notre montage d’imagerie térahertz. Le contraste térahertz peut en effet étre
utilisé pour suivre la perméabilisation de cellules, en donnant accés aux dynamiques de sortie de

tous les peptides et protéines des cellules. Cet outil est le seul capable actuellement de réaliser une
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Conclusion générale

quantification de la perméabilisation en conditions physiologiques, non invasives, sur échantillon
unique et sans aucune préparation nécessaire. Son application a ’étude de perméabilisations
chimiques et électriques a permis d’esquisser son fort potentiel, ses avantages et ses limites.

Le développement de cet outil n’est pas encore achevé. Puisque notre travail exploratoire
mené a montré que 'amplitude du signal était suffisante pour la réalisation d’images avec un
bon contraste, que par ailleurs ’étude théorique a permis de proposer des angles de réflexion
plus avantageux encore que celui utilisé, la suite du développement meénera certainement en la
réalisation d’un nouveau montage ATR, simplifié et basé sur une source continue. Les aménage-
ments possibles autour de ’échantillon grace & la géométrie en réflexion autorisent un trés grande
nombre et type d’études biologiques différentes. Le travail pour améliorer la compréhension des
meécanismes de 1’électroporation se poursuit, mais les autres idées proposées au fil du chapitre 5
montrent un plus large champ des possible. Le choix reste ouvert & I'imagination et aux oppor-
tunités de collaboration, indispensables pour un tel travail pluridisciplinaire, que le contexte du

laboratoire a permis de faire germer.
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Annexes

A.1 Figures complémentaires
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Figure A.1 - Réflectivité pour les polarisations s (courbes rouge) et p (courbes bleues) pour
des conditions absorbantes (pointillés) ou non (traits pleins). Sont annotés 'angle critique 6.
et 'angle de Brewster 0. On observe plus particuliérement le passage par 0 dans le cas sans
absorption pour la polarisation p, mais pas pour la polarisation s.
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Figure A.2 — Exemples de données protéomiques d’abondances relatives, disponibles sur le site
proteomaps.net, pour les cellules épithéliales Hel.a.
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Figure A.3 — Exemple de valeurs spectroscopiques références pour des solutions ioniques de KI
ou Ca(NO3)2 4 concentrations respectives de 570 mM et 991 mM, et illustration de 1’écart aux
valeurs homothétiques par représentation de ces derniéres en pointillés pour chaque solution. Ces
deux solutions ioniques ont été choisies pour leur adéquation correcte & I’hypothése d’homothétie
aux valeurs de l’eau, mais aussi pour la non proportionalité entre les deux couples (e,,e4),
afin de pouvoir résoudre correctement le systéme & 4 équations et 4 inconnues caractérisant les
coefficients de la matrice de transfert Texp,.
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A.2 Protocole de passage des MDCK

Matériel

16 mL minimum de Milieu de culture complet : DMEM + 10 % SVF + 1 % pénicilline-
streptomycine

1 Flasque T-25 de cellules & confluence

Flasque(s) neuve(s) a ensemencer

1 tube Falcon (15 ou 50 mL)

5 mL environ de PBS ou HBSS

3 mL Trypsine-EDTA (1X)

Mode opératoire

Vider le milieu de la flasque & confluence.

Rincer & plusieurs reprises le tapis de cellules au PBS ou HBSS.

Placer 3 mL de trypsine dans la boite.

Fermer et placer & I'incubateur pendant 6 a 8 minutes.

Vérifier le début de décrochement du tapis a I’ceil. Agiter pour tout décrocher. Taper la boite
sur la paillagse si nécessaire.

Ajouter 3 mL de milieu aux 3 mL de trypsine, puis agiter.

Placer rapidement les 6 mL dans le falcon.

Centrifuger & 200 rcf pendant 4 minutes. Penser a équilibrer !

Récupérer le culot aprés avoir lentement vidé le surnageant.

Ajouter 3 mL de milieu. Resuspendre les cellules. La concentration & cette étape est de I'ordre
de 1.5 million de cellules par mL.

Prélever le volume voulu (cf table ci dessous) et le placer dans la nouvelle T-25.

Ajouter 10 mL de milieu. Ferme le bouchon (attention a ne pas complétement fermer si c’est
un bouchon sans filtre).

Placer a I'incubateur.

Concentration initiale Volume équivalent lors du Confluence
(cellules par cm?) passage (vers T-25)
600 10 uL 1 semaine
1,8.10% 300 uL 3 jours
6.10* 1 mL 1 jour

Tableau A.1 — Concentrations cellulaires d’ensemencement, volumes équivalents & prélever dans
les 3 mL de solution aprés centrifugation et suspension pour une T-25, et temps de confluence
associés.
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Remarques

Les étapes de trypsination et d’agitation par pipettage sont critiques pour obtenir une solution
finale ou les MDCK sont relativement indépendantes (et non par « paquets »), et donc pour un
ensemencement homogéne.

Une variabilité des temps de confluence est observée selon le coating des flasques (ou du
support d’ensemencement,).

Une variabilité du nombre de cellules par flaque est observée entre le début de confluence et
une confluence avancée (1 a 2 millions de cellules par mL final). Ne pas travailler sur flasque a
confluence avancée.

Ne pas utiliser les cellules pour des expériences avant le deuxiéme passage ou au-deld de 15

passages.
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A.3 Protocole d’ensemencement des MDCK pour acquisitions
THz

Matériel

Idem que pour le protocole de passage de MDCK
Pastilles Si-HR (prévoir 1 mL de milieu supplémentaire par pastille minimum)
Ethanol 70 %, Ethanol 96 %

Mode opératoire

Nettoyer préalablement les pastilles (bains dans 1’eau, éventuellement plasma cleaner OU
nettoyage complet par alternance de bains de 10 minutes entre eau MilliQ et 0,1% Tween-20)

Avant ensemencement, nettoyage a 1’éthanol 70 % puis 96 % sous le PSM. Ne pas négliger
les bordures de pastilles.

Placer les pastilles dans des boites de pétri stériles.

Faire un passage habituel.

A la fin du passage, récupérer les cellules en suspension et les diluer comme indiqué dans le
tableau ci dessous selon la date de confluence désirée.

Placer 1 mL de la suspension finale sur chaque pastille, en étalant sur toute sa surface.

Placer a I'incubateur.

Changer le milieu toutes les 24h.

Environ 2 jours aprés ensemencement, retirer les cellules sur la moitié de la pastille avec un

grattoir & cellules. Entretenir la découpe aux changements de milieu suivants.

‘ Concentration des 1 mL déposés sur la pastille ‘ Confluence

Ci/10 6 jours
C;/8 5 jours
Ci/5 3 jours

Tableau A.2 — Dilution de la solution post-passage (initialement & Cj~1.5x10¢ cellules/mL) et
confluence associée, pour un ensemencement de chaque pastille avec 1 mL.

Remarques

Le retrait des cellules pour obtenir une surface de référence doit se faire bien avant confluence,
et étre entretenu, pour éviter de découper le jour méme le tapis et de ’abimer sur une zone large
(décollements/arrachements).

Les boites doivent étre & l'horizontale dans l'incubateur pour un ensemencement le plus
homogene possible.

Veiller a I’évaporation compléte de 1’éthanol avant ensemencement (méme sous pastille).

Une trés importante variabilité des temps de confluence est observée. Prévoir les expériences

a +/-1 jour. Vérifier avant les expériences elles-méme que le contraste en térahertz est entre 6 et

8 %.
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(c) (d)

Figure A.4 — Exemples de pastilles vues du dessus (appareil personnel en mode macro) dans
un état non confluent (a et b), confluent (c) et trés/trop confluent (d). La surface blanche est la
partie avec tapis cellulaire, la noire est libre. Sur la photographie b (et plus légérement en d) on
observe une bordure de cellules découpée mais non entretenue avec une recolonisation de cellules
(voile blanc plus pale).

Les concentrations initiales ne sont pas les mémes que dans le cas de surface classiques (pétri,
flasque) pour une méme date de confluence, de par la surface trés lisse, plus difficile & coloniser,

de la pastille.
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A.4 Protocole des marquages pour la microscopie confocale

Afin de réaliser les images au confocal, deux marqueurs différents ont été utilisés. Le premier
teinte indifféremment tout l'intérieur de la cellule : la Calcéine-AM (Sigma). Le second pénétre
dans toute la cellule sauf dans son noyau : le CellTracker™ Red CMTPX (ThermoFisher).

Matériel

Aliquot de solution stock de Calcéine-AM (Sigma) a 4 mM dans du DMSO

Aliquot de solution stock de CellTracker™ Red CMTPX (ThermoFisher) & 2 mM dans du
DMSO

Solution de HBSS tamponné a 10 mM d’HEPES (HBSS+HEPES)

Boites de pétri (35 mm ici) a confluence

Mode opératoire

Préparer 2 mL de solution du fluorochrome a 1 uM dans du HBSS+HEPES par échantillon

1l s’agit simplement de rincer les échantillon au HBSS ou PBS, puis de mettre 2 mL de la
solution dans chacun

Incubation : 15 minutes (Calcéine-AM) ou 45 minutes (Red CMTPX)

A nouveau, rincer le tapis abondement et remettre 2 mIb A’HBSS+HEPES par boite.

Imagerie

Paramétres communs : objectif 63x1.4 avec de I'huile d’immersion type F
Paramétres d’excitation/émission : 495/505-565 nm pour la Calcéine-AM, 585/610-680 nm
pour le Red CMTPX
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A.5 Protocole du BCA

Le protocole suivant est celui utilisé pour un BCA au cours d’une perméabilisation par de la
saponine & 75 ug/mL, sur une plaque 24 puits. D’autres BCA ont été réalisés au cours de la these,
notamment sur un nombre plus restreint de puits, mais le principe est identique. Les quantités
peuvent étre rapportés au nombre de puit pour d’autres adaptations. Il est possible de réaliser ce
protocole en quantifiant la concentration protéique réelle par comparaison & une courbe étalon
tirée d’une solution d’albumine de concentration connue (fournie dans le kit utilisé). Cependant,
grace a la linéarité du test sur la plage d’utilisation, il suffit de normaliser ’absorbance relati-
vement au maximum et au minimum pour connaitre la variation de la concentration protéique
extracellulaire entre 0 % et 100 % de sortie du a la perméabilisation.

Utilisation de la plaque :

1 puit témoin négatif

3 puits témoins positifs

20 puits dévolus a la mesure au cours de la perméabilisation

Matériel

kit Pierce™ BCA Protein Assay (ThermoFisher Scientific)
Reéactif A 25 mL, Réactif B 1 mL

Plaque 24 puit & confluence

Plaque 96 puits neuve, fond plat optique

HBSS ou PBS

HBSS tamponné & 10 mM d’HEPES (HBSS+HEPES)
Solution stock saponine (15 g/L)

Mode opératoire

Préparer 5 mL de solution de saponine a 150 yg/mL dans du HBSS+HEPES => solution
Sapo+HBSS+HEPES

Préparer 26 mL de réactif (ratio A :B 50 :1)

Rincer tous les puits au PBS ou HBSS puis placer 150 yL de HBSS+HEPES par puit, dans
tous les puits.

Ajouter 150 yL de la solution Sapo+HBSS+HEPES dans les puits de témoin positif.

Ajouter 150 uL. de HBSS+HEPES dans le puit témoin négatif

Le plus rapidement possible : déclencher le chronomeétre et injecter 150 uL de Sapo+HBSS+HEPES
dans les 20 puits restants

Successivement, et pour chaque puit

Prélever I'intégralité du liquide dans le puit (300 pL), en vérifiant toujours l'intégrité du tapis
cellulaire (pas de décollement visible) et le placer dans un puit de la plaque 96 puits.

(Rincer doucement le tapis a plusieurs reprises et replacer du milieu de culture si un test de
viabilité cellulaire doit étre réalisé plus tard.)

Puis, aprés la fin des prélévements chronométrés :
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Prélever les 300 uL du témoin négatif.

Vérifier au microscope l'intégrité de chaque puit & la fin des prélévements. Rejeter tous les
puits présentant un décollement.

Attendre que I’agitation du milieu dans les puits de témoin positif suffise & décoller tout le
tapis. Ne pas hésiter a gratter le fond pour récupérer intégralement le contenu.

Prélever intégralité des puits témoins positifs (tout le tapis doit avoir été décollé) et les
placer dans des puits de la plaque 96 puits.

(Remettre la plaque 24 puits a 'incubateur si un test de viabilité cellulaire doit étre réalisé
plus tard.)

Prélever 300 uL de la solution Sapo+HBSS+HEPES et la placer dans un puit de la plaque
96 puits.

Une fois tous les prélévements réalisés, sur la plaque 96 puits :

Pour chacun des prélévements de 300 yL : prélever 3 fois 20 uL apres agitation et les placer
dans 3 puits.

A T’aide d’une pipette multicanaux, ajouter 200 pL de réactif & chacun des puits contenant 20
uL. Pour une homogénéité des résultats, cette étape doit étre faite sans interruption ou attente
intermédiaire.

Incuber 30 & 45 minutes & 37°C.

Apres incubation :

Mettre la plaque a conditions ambiante une dizaine de minutes

Lire ’absorbance de chaque puit & 565 nm et exporter en fichier excel.

Analyse

Pour chaque puit, on lit I’absorbance A. On obtient la moyenne d’absorbance pour les
puits de témoins positifs A, de controle Aconerole €t les puits contenant uniquement le milieu
Sapo+HBSS+HEPES A_.

On calcule pour chaque ensemble de 3 puits liés au méme prélévement & un t donné la

concentration protéique extracellulaire normalisée :

Crorm. = 5
L —A_
Cette quantité est donnée en % de la concentration protéique maximale, c’est a dire si la cel-
lule fuit complétement. Le 0% correspond a une concentration protéique extracellulaire nulle,
le 100% correspond & la concentration protéique extracellulaire obtenue quand les cellules ont
complétement perdu leur contenu.

Le puit controle peut aussi étre utilisé comme référence pour le 0 %, c’est alors le pourcentage
de sortie provoquée par la perméabilisation (c’est a dire excluant les sorties spontanées) qui est
donnée. Dans les faits, les valeurs de A_et Aconirsie SONt trés proches. On utilise la premiére pour
la, comparaison du BCA aux variations de contraste térahertz, et la seconde pour les tests de

quantification de la perméabilisation (comparativement aux tests d’exclusion).
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Remarques

Le retrait de tout le milieu avant de placer les 150 uL sur la plaque 24 puits est critique pour
la bonne réussite des dosages.

Lorsque la perméabilisation progresse, le tapis devient de plus en plus fragile. Les rincages
doivent étre fait sans injecter directement sur le tapis, et par ajouts/retraits lents.

Les volumes utilisés dans les puits de la plaque 24 puits sont faibles pour permettre des
concentrations dans la gamme de détection du BCA, avec un bruit raisonnable.

Les prélevements de 300 uL ne sont utilisés qu’en partie en 1 BCA. On peut augmenter
le nombre de puits (plus que le triplicat proposé) ou congeler la plaque et la conserver pour
un test ultérieur (refaire le test en cas de doute, réaliser un dosage plus fin avec d’autres ratio

réactif/prélévement, ['utiliser pour une autre méthode de quantification...).
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A.6 Protocole du test d’exclusion du Bleu de Trypan

Pour un ensemble de 12 puits sur une plaque 24 puits, a raison de 300 uL & 0,2% de bleu de
trypan et 75 pug/mL de saponine final par puit.

Matériel

Bleu de trypan 0,4 % stérile filtré (Sigma)

PBS ou HBSS

20 mL d’HBSS tamponnée & 10 mM d’'HEPES (HBSS-+HEPES)
Solution stock de saponine (15 g/L)

Microscope a contraste de phase (objectif x20)

Mode opératoire

Préparer 5 mL de solution de saponine & 150 ug/mL dans le HBSS+HEPES (Sapo+HBSS+HEPES).

Rincer tous les puits au PBS ou HBSS.

Placer 150 uL de la solution & 0,4% de trypan dans chaque puit.

Ajouter 150 uL de HBSS+HEPES dans le puit du témoin négatif.

Le plus rapidement possible : déclencher le chronométre et introduire 150 uL de la solution
Sapo+HBSS+HEPES dans chacun des puits restants.

Aux temps voulus, retirer des puits leur milieu extracellulaire et RINCER, & plusieurs reprises.
Placer 1 mL de solution ’"HBSS+HEPES.

Le dernier puit rincé doit étre celui du témoin négatif (non permeéabilisé).

Une fois tous les puits rincés aux temps voulus :

Photographier 3 zones différentes de chaque puit, en privilégiant un éclairage fort et en

contraste de phase pour une meilleure distinction des cellules entre elles.

Remarques

Lorsque la perméabilisation progresse, le tapis devient de plus en plus fragile. Les rincages
doivent étre fait sans injecter directement sur le tapis, et par ajouts/retraits lents. Méme & 0,2 %
le bleu de trypan colore trés fortement et est long a retirer pour que 'observation au microscope

soit aisée.
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A.7 Protocole du test de viabilité cellulaire (MTS)

Ce protocole est réalisé 20 h aprés les mesures de perméabilisation par le BCA au cours d’une
perméabilisation & la saponine. Au cours du BCA, sachant que I'on voulait réaliser un test de
viabilité, les puits étaient rincés aprés prélevement, et du milieu complet était remis dans chaque
puit. La plaque était replacée a 'incubateur & la fin des prélévements.

Utilisation de la plaque :

1 puit témoin positif (équivalent du puit de témoin négatif du BCA) : le tapis cellulaire n’a
pas été perméabilisé

3 puits témoins négatifs (qui étaient les puits de témoin positif du BCA) : le tapis cellulaire
a été entiérement retiré et les puits bien rincés

X puits dévolus a la mesure de la viabilité pour un arrét de perméabilisation & différents

temps (qui sont les temps auquel le préléevement pour le BCA a été réalisé)

Matériel

kit AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) (Promega)
10 pL de solution CellTiter par puit
Milieu complet classique

une plaque 96 puit a fond optique

Mode opératoire

Vider les puits et remettre 1 mL de milieu dans chacun.

Placer directement 10 pnl. de solution dans chaque puit.

Faire agiter la plaque quelques instants.

Remettre a 'incubateur pour une incubation de 1h & 1h30 (la solution doit prendre une teinte
brune sans étre complétement opaque dans les puits de référence).

Agiter les 1 mL & la pipette puis pour chacun des puits de la plaque 24 puits, prélever 3x100
1L pour les placer dans 3 puits de la plaque 96 puits.

Remettre a I'incubateur la plaque 24 puits : en cas d’absorbance trop faible, on peut ainsi
refaire les prélevements pour une incubation plus longue.

Lire I’absorbance de chaque puit a 490 nm et exporter en fichier excel.

Analyse

La moyenne des puits témoins positifs (tapis non perméabilisé) A et négatif (pas de cellules)
A_ permettent de normaliser les réplicats des autres puits pour obtenir la viabilité cellulaire V

telle que :

A—A_
TA A
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Remarques

Le CellTiter AQueous solution est & conserver au congélateur et bien & I’abri de la lumiére.

Aliquots dans des tubes opaques.
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A.8 Protocole du test d’exclusion de I'lodure de Propidium

Pour un ensemble de 18 puits sur une plaque 24 puits, & raison de 400 pL & 20 pg/mL
d’iodure de propidium et 75 pg/mL de saponine final par puit. 3 puits pour témoins négatifs
(pas de permeéabilisation), 9 pour la mesure de 'entrée d’TP au cours de la perméabilisation, et

6 pour témoins positifs (perméabilisés complétement au Triton-X100)

Matériel

Solution stock d’iodure de propidium (1 g/L, Sigma)

PBS ou HBSS

30 mL d’HBSS tamponnée & 10 mM d'"HEPES (HBSS+HEPES)
Solution stock de saponine (15 g/L)

Triton X-100

Mode opératoire

2 & 3 heures avant :

Préparer 5 mL de Triton-X100 & 0,4% dans le HBSS+HEPES (Triton+HBSS+HEPES).
Préparer 10 mL de saponine a 150 yg/mL dans le HBSS+HEPES (Sapo+HBSS+HEPES).
Préparer 10 mL de d’iodure de propidium a 40 pg/mL dans le HBSS+HEPES (IP+HBSS+HEPES)
Rincer les puits témoins positifs au HBSS ou HEPES.

Placer 200 uL. de HBSS+HEPES et 200 uL. de Triton+HBSS+HEPES dans ces puits.

Remettre & 'incubateur.

Juste avant la perméabilisation :

Rincer tous les autres puits au PBS ou HBSS.

Placer 200 uL. de IP+HBSS+HEPES dans tous ces puits.

Placer 200 uL de HBSS+HEPES dans les puits témoins négatifs.
Au lecteur de plaque :

Placer les 10 mL de Sapo+HBSS+HEPES dans le systéme d’injection aprés rincage & l’eau
distillée. Faire ensuite un rincage avec cette solution.

Acquisitions successives de chaque puit, répétées sur 1h sans pause. Paramétres filtres Ex/Em
= 595/620 nm.

Placer la plaque, sélectionner l'injection telle que 200 pL de Sapo+HBSS+HEPES soit mis
dans les puits de mesure (tous sauf témoins).

Agiter les puits des témoins positif et faire immédiatement une mesure.

Acquérir une dizaine de minutes avant injection pour vérifier la stabilité.

Lancer l'injection et acquérir sur 1h les puits témoins positifs et les puits de mesure.

Agiter les puits des témoins positifs et faire immédiatement une mesure.
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Analyse

Pour chaque puit on mesure le signal de fluorescence F. Les puits témoins négatifs moyennés
donnent F_, ceux dans lesquels la perméabilisation se déroule F; et les témoins positifs F. Le
taux T d’entrée de propidium dans la cellule est donné par :

F,— F_
T “t7
F,—F

Remarques

Les témoins positifs ne peuvent étre acquis pendant le suivi de perméabilisation car 1) ils
ajoutent un grand nombre de puits donc rallongeraient I’acquisition et 2) ils nécessitent une
attention particuliére & une homogénéisation juste avant mesure. Ils sont pris avant et apreés.

La dose de Triton-X100 et le temps d’incubation (2 & 3h) ont été optimisés pour que la
quantité de Triton-X100 ne modifie pas les valeurs de fluorescence d’une solution d’IP et que le
signal obtenu dans les puits témoins positifs se soit stabilisé (suivi des puits sur 4h montrant une
augmentation de la fluorescence puis un plateau aprés plus d’une heure / une heure et demi).

Un programme Matlab a été écrit pour récupérer les données obtenues sur le lecteur de plaque

Chameleon.
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Titre : Imagerie t rahertz par r flexion interne totale pour la biologie. Application

I' tude de la

perm abilisation cellulaire.

R sum : Les ondes térahertz s’étendent de 0.1 a
10.10"2 Hz, a la frontiére entre les domaines de
I’optique et des radiofréquences. Cette position
intermédiaire originale en a longtemps rendu
I’acces difficile : le domaine n’a pas encore atteint
la maturit¢ des domaines des microondes ou de
I’infrarouge qui le jouxtent. Cependant, les
motivations exploratoires sont fortes, de par la
sensibilité spectroscopique du térahertz aux états
moléculaires (rotationnels, vibrationnels..) et aux
liaisons faibles établies dans et entre les molécules.
Dans le cas des objets biologiques, le térahertz est
particuliérement sensible a I’eau: sa quantité, son
état physico-chimique et ses solutés.

Nous avons mis en ceuvre un montage d’imagerie
en réflexion interne totale atténuée (ATR) pour
pouvoir distinguer des cellules vivantes de leur
milieu physiologique. Au cours de ce travail, le
montage d’imagerie ATR a été caractérisé
théoriquement, puis expérimentalement. La
premiére démonstration de I’origine du contraste
sur ces images térahertz a été réalisée. Il provient
du contenu intracellulaire, plus spécifiquement des
protéines et peptides dissouts dans le cytoplasme.
Une analyse fine des mécanismes sous-jacents a la
nature protéique du contraste térahertz a également

été développée. Elle donne accés a des informations
spectroscopiques inédites sur 1’eau, les protéines
dissoutes et la couche de solvatation les entourant.

Mettant a profit cette compréhension de notre
montage térahertz, nous 1’avons proposé comme

outil non invasif de suivi quantitatif de Ila
perméabilisation de cellules en conditions
physiologiques. Lors de la perméabilisation,

augmentation des transferts moléculaires a travers
la membrane, notre outil permet de quantifier le
passage des peptides et protéines.

La perméabilisation de cellules vivantes a une
gamme d’application vaste, de [D’entrée de
fluorochromes pour I’imagerie ou de médicaments
a la thérapie génique. Afin d’assurer ces passages a
travers la membrane des cellules, il est nécessaire
d’altérer ses propriétés, sans pour autant
compromettre la viabilit¢ cellulaire. L’étude de
deux types de perméabilisation avec notre outil
térahertz est proposée la perméabilisation
chimique et 1’électroporation. Dans les deux cas,
des mécanismes d’effet dose ont été caractérisés
quantitativement. Notre outil térahertz a démontré
de grands avantages devant les méthodes
actuellement utilisées pour quantifier ces
dynamiques de perméabilisation et en caractériser
la réversibilité.

Title : Terahertz imaging by total internal reflection for Biology. Application to live cell
permeabilization study.

Abstract : Lying between 0.1 to 10.10"> Hz, the
terahertz radiation occupies a middle ground
between microwaves and infrared light waves,
sometimes named “the terahertz gap” for
technologies relevant to generation and detection
have only risen at the beginning of the 90’s and
aren’t fully developed yet. Nevertheless, there are
strong exploratory incentives because of terahertz
spectroscopic  sensitivity to molecular states
(rotational, vibrational...) and weak bounds in and
between molecules. In the case of biological object,
terahertz waves are especially sensitive to water: its
quantity, physico-chemical state and solutes. We
implemented an Attenuated Total internal
Reflection (ATR) imaging setup in order to
distinguish live cells from their physiological
bathing medium.  Throughout this work, we
characterized both experimentally and
experimentally the ATR setup. The first
demonstration of the contrast origin in the terahertz
images obtained was done. It arises from the
intracellular content, more specifically the proteins
and peptides dissolved in the cytoplasm.

A precise analysis of the underlying mechanism of

this proteinaceous terahertz contrast has also been
developed. It gives access to original spectroscopic
information about water, dissolved proteins and the
hydration shell around them.

Taking advantage of our whole setup
comprehension, we proposed it as a non-invasive
tool for quantitative live-cell permeabilization
assessment in physiological conditions. During
permeabilization, aka increased molecular transfers
through the cell membrane, our tool allows to
quantify the transfer of peptides and proteins. Live-
cell permeabilization has a large application range,
from fluorochrome entry in imaging, to drugs or
gene therapy. In order to ensure molecules crossing
the cell membrane, it’s necessary to alter its
properties without compromising cell viability.

A study of two permeabilization methods is
proposed:  chemical  permeabilization  and
electroporation. In both cases dose effect
mechanisms were quantitatively characterized. Our
terahertz tool demonstrated great advantages over
classical permeabilization quantification methods
and permeabilization reversibility assessment
methods.
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